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Abréviations 

AA : Acide(s) aminé(s) 

ABTS : Acide 2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique) 

ACE : Angiotensine-Converting-Enzyme (en français « enzyme de conversion de 

l’angiotensine ») 

AG : Algorithme(s) génétique(s) 

α-La : α-Lactalbumine  

AMP : Anti-Microbial Peptide (en français « peptide antimicriobien ») 

ANOVA : ANalysis Of VArience (en français « analyse de variance ») 

ATP : Adénosine Triphosphate 

β-Lg : β-Lactoglobuline 

BHA : Butylhydroxyanisole 

BHT : Butylhydroxytoluène 

CD : Concentration discontinue 

CES : Chromatographie d’Exclusion Stérique  

CLHP-ES : Chromatographie Liquide de Haute Performance d’Exclusion Stérique 

CMP : Caséinomacropeptide 

CSTR : Continuous Strirring Tank Reactor (en français « réacteur à cuve agitée en continu ») 

CPL : Concentrat protéique de lait 

Cruc : Cruciférine 

DE : Dextrose équivalent 

DF : Diafiltration 

DLS : Dynamic Light Scattering (en français « diffusion dynamique de lumière ») 

DoE : Design of Experiments (en français « plan d’expériences ») 

DPPH : 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle 

EC : Enzyme Classification (en français « classification enzymatique ») 
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EC50 : Half maximal Effective Concentration (en français « concentration efficace médiane ») 

ED : Etude Bibliographique 

EDTA : Éthylènediaminetétraacétique 

IPS : Isolat protéique de soja 

FRAP : Ferric Reducing Antioxidant Power [Assay] (en français « dosage du pouvoir  

antioxydant réducteur ferrique ») 

FWHM : Full Width at Half Maximum (en français « largeur à la mi-hauteur du maximum ») 

𝑔 : gramme(s) 

HAT : Hydrogen Atom Transfer (en français « transfert d’atome d’hydrogène ») 

h : heure(s) 

L : Litre(s) 

m : mètre(s) 

min : minute(s) 

MF : Microfiltration 

M&M : Matériel et méthodes 

M-M : Michaelis-Menten 

MPC : Model predictive control (en français Contrôle « Prédictif basé sur le Modèle ») 

MWCO : Molecular Weight Cut-Off (en français « seuil de coupure de poids moléculaire ») 

Nap : Napine 

nb : Nombre 

nr : nombre de réplicas 

NF : Nanofiltration  

nm : nanomètre 

NMWCO : Nominal Molecular Weight Cut-Off (en français « seuil de coupure de poids  
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moléculaire nominal ») 

OI : Osmose inverse 

ORAC : Oxygen Radical Absorbance Capacity (en français « capacité d'absorption des 

radicaux oxygénés ») 

Pa : Pascale(s) (unité de mesure de la pression) 

PES : Polyéthersulfone 

PID : Proportionnel, Integral, Dérivé (système de contrôle) 

PS : Polysulfone 

PTC : Protéines totales de colza  

RSD : Relative Standard Deviation (en français « variation relative standard ») 

REM : Réacteur Enzymatique à membrane 

R&D : Résultats et Discussion 

ROS : Reactive Oxygen Species (en français « espèces réactives de l’oxygène ») 

RNS : Reactive Nitrogen Species (en français « espèces réactives de l’azote ») 

RTO : Real Time Optimization (en français « Optimisation en Temps Réel ») 

SET : Single Electron Transfer (en français « transfert d’électron unique ») 

SDS-PAGE : Sodium Dodecyl Sulfate–Polyacrylamide Gel Electrophoresis (en français 

« électrophorèse en gel de polyacrylamide contenant du dodécysulfate de 

sodium ») 

SRM : Surface Response Methodology (en français « méthodologie de surface de réponse ») 

s : seconde(s) 

TBHQ : Tert-butylhydroquinone 

TFA : Trifluoroacetic acid (en français « acide trifluoroacétique ») 

UF : Ultrafiltration 
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Notations et symboles 

Notation ou 

symbole 
Signification Unité 

𝜶 ou 𝜶𝒙 Coefficient quelconque Unité adéquate 

A ou Abs Absorbance Sans unité (-) 

𝑪 
Concentration molaire ou massique 

(selon le contexte) 

𝑚𝑜𝑙.𝑚−3, ou 𝑚𝑜𝑙. 𝐿−1 ou 

𝑔. 𝐿−1 

𝑪𝒎 Concentration à la membrane 

𝑪𝒑 Concentration dans le perméat 

𝑪𝒓 Concentration dans le rétentat 

𝑪𝒎𝒊𝒏 Concentration minimale 

𝑪𝑷𝒆𝒑 Concentration peptidique 

𝑪𝒐𝒏𝒔𝒐𝒆𝒂𝒖 

Consommation en eau (perméat 

sorti) au cours du procédé de 

filtration (CD, DF ou REM) 

𝐿𝑒𝑎𝑢. 𝑔𝑃𝑒𝑝
−1 

𝑫 Coefficient de diffusion 𝑚². 𝑠−1 

𝜹 Epaisseur de la couche limite 𝑚 

DH Degré d’hydrolyse % 

𝒅𝒉 Diamètre hydrolique 𝑚 

𝑫𝑽 Diavolume (-) 

𝜺 

Coefficient d’extinction molaire ou 

de masse (précisé en fonction du 

contexte) 

𝐿.𝑚𝑜𝑙−1. 𝑐𝑚−1 ou 𝑀−1. 𝑐𝑚−1 

ou 𝐿. 𝑔−1. 𝑐𝑚−1 

𝑬/𝑺 
Ratio masse enzyme sur masse 

substrat 
𝑔𝐸 . 𝑔𝑆

−1 ou sans unité (-) 

𝑬 
Enzyme : quantité ou concentration 

molaire ou massique (selon contexte) 
𝑔 ou 𝑔. 𝐿−1 ou 𝑚𝑜𝑙. 𝐿−1 

𝑭𝑹𝑽 Facteur de réduction volumique (-) 

𝜸̇ Taux de cisaillement 𝑠−1 

𝑱𝒇𝒍𝒖𝒙 Flux de perméat 
𝐿. ℎ−1.𝑚−2 ou 𝑚3.𝑚−2. 𝑠−1 

ou 𝑚. 𝑠−1 
𝑱𝒍𝒊𝒎 Flux de perméat limite 

𝑱𝒔𝒕𝒂𝒕 Flux de perméat stationnaire 

𝜿 Capacité de réacteur 𝑔𝑃𝑒𝑝. 𝑚𝑖𝑛−1. 𝑔𝐸
−1 

𝑲𝒂 Constante de dissociations acide 𝑚𝑜𝑙. 𝐿−1 

𝒌𝑩 Constante de Boltzmann 
1,380649 × 10-23 

𝑚². 𝑘𝑔. 𝑠−2. 𝐾−1 

𝒌𝑪 Constante cinétique protéique ℎ−1 

𝒌𝒄𝒍 
Coefficient de transfert de matière du 

soluté 
𝑚. 𝑠−1 

𝑲𝒎 Constante de Michaelis 𝑀. 𝑠−1 
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Notation ou 

symbole 
Signification Unité 

𝑲𝒑𝒆 
Coefficient pré-exponentiel regroupant 

la fréquence de collision et le facteur 

stérique entre l’enzyme et son substrat 

𝑀. 𝑠−1 

𝒌𝒙 

Constante cinétique d’un composant 

x. Ou numérotation distinctive entre 

les différentes constantes. 

𝑠−1 ou ℎ−1 

𝑳𝒑 Coefficient de perméabilité 𝑚 

𝑳𝒅 
Distance parcourue par le liquide dans le 

module de filtration 
𝑚 

𝒍 Longueur du trajet optique 𝑐𝑚 

µ Viscosité du perméat 𝑃𝑎. 𝑠 

𝑴𝑴 Masse molaire 𝑔.𝑚𝑜𝑙−1 

𝑴 Molarité 𝑚𝑜𝑙. 𝐿−1 

𝒎𝒙 Masse d’un composé 𝑥  

𝒏𝒂𝒂 Quantité de matière d’acides aminés 𝑚𝑜𝑙𝑒 

𝒏𝒑 Quantité de matière de peptides 𝑚𝑜𝑙𝑒 

𝑵𝒂𝒂̅̅ ̅̅ ̅̅  Nombre d’acides aminés moyen (-) 

𝑷 Produit (d’hydrolyse) 𝑔 ou 𝑔. 𝐿−1 ou 𝑚𝑜𝑙. 𝐿−1 

𝑷𝒆𝒄𝒍 Nombre de Peclet Adimensionnel 

𝒑𝒑𝒎 Partie par million 1,0× 10−6 

Pep Peptides 𝑔 ou 𝑔. 𝐿−1 ou 𝑚𝑜𝑙. 𝐿−1 

𝒑𝑯 Potentiel Hydrogène (-) 

𝜫 Pression osmotique 𝑏𝑎𝑟 ou 𝑃𝑎 

𝒑𝑲𝒂 
Potentiel de constante de dissociation 

𝐾𝑎 
(-) 

∆𝑷 ou 𝑷𝑻𝑴 Pression transmembranaire 𝑏𝑎𝑟 ou 𝑃𝑎 

𝑷𝒓𝑹𝑬𝑴 
Productivité/Performance en peptides en 

REM 

𝑔𝑃𝑒𝑝. 𝑚𝑙−1.𝑚𝑖𝑛−1 ou 

𝑔𝑃𝑒𝑝. 𝐿−1. ℎ−1 ou 𝑔𝑃𝑒𝑝.ℎ−1 

𝑷𝒖𝒓𝒓,𝒙 Pureté d’un composé 𝑥 dans le rétentat % 

𝑷𝒖𝒓𝒑,𝒙 Pureté d’un composé 𝑥 dans le perméat % 

𝒑/𝒗 Rapport poids/volume 𝑔/𝑚𝐿 ou % 

𝑸𝒗 Débit d’élution en CLHP-ES 𝑚𝑙.𝑚𝑖𝑛−1 

𝑸𝑮 ou 𝑸𝑨 ou 𝑸𝑹 

Débit de la pompe de gavage 

(alimentation rétentat vers le bac de 

la solution à filtrer) 
𝐿. ℎ−1 ou 𝑚𝑙.𝑚𝑖𝑛−1 ou 

𝑚3. 𝑠−1 
𝑸𝒂 Débit de la solution d’ajout 

𝑸𝒑 Débit du perméat 

𝓡 Constante molaire des gaz parfaits 𝐽. 𝐾−1. 𝑚𝑜𝑙−1 

𝑹𝒅𝒎𝒑,𝒙 
Rendement d’un composé 𝑥 dans le 

perméat 
(-) 
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Notation ou 

symbole 
Signification Unité 

𝑹𝒅𝒎𝒓,𝒙 
Rendement d’un composé 𝑥 dans le 

rétentat 
(-) 

𝑹𝒆 Nombre de Reynolds Adimensionnel 

𝝆 Masse volumique 𝑘𝑔.𝑚−3 

𝑹𝒆𝒔𝒂𝒅𝒔 
Résistance membranaire due à 

l’adsorption 

𝑚−1 
𝑹𝒆𝒔𝒆𝒏𝒄𝒓 

Résistance membranaire due à 

l’encrassement ou au colmatage 

𝑹𝒆𝒔𝒑𝒍 
Résistance membranaire due à la 

couche de polarisation 

𝑹𝒆𝒔𝒎 Résistance membranaire intrinsèque 

R Rétention ou taux de rétention 

(-) 𝑹𝒐𝒃𝒔 Rétention observée 

𝑹𝒓𝒆́𝒆𝒍 Rétention réelle à la membrane 

𝑹𝑳 Matrice résiduelle (-) 

𝒓 Rayon 𝑚 

𝒓𝒉 Rayon hydrodynamique 𝑚 

𝒓𝒙 Taux de réaction d’un réactif 𝑥 𝑔. ℎ−1  ou 𝑚𝑜𝑙. ℎ−1 

𝒓𝒑𝒎 Rotations par minute (-) 

S 
Substrat : quantité ou concentration 

molaire ou massique (selon contexte) 
𝑔 ou 𝑔. 𝐿−1 ou 𝑚𝑜𝑙. 𝐿−1 

𝑺𝒄 Nombre de Schmidt Adimensionnel 

𝑺𝒉 Nombre de Sherwood Adimensionnel 

𝑺𝑻𝒀 Rendement espace-temps REM 𝑔𝑃𝑒𝑝. 𝐿−1. ℎ−1 

Surf Surface 𝑚² 

𝝉𝒑,𝒙 
Enrichissement en un composé 𝑥 

dans le perméat 
(-) 

𝝉𝒓,𝒙 
Enrichissement en un composé 𝑥 

dans le rétentat 
(-) 

𝝉𝑹𝑬𝑴 Espace-temps REM 𝑔𝐸. 𝑔𝑃𝑒𝑝
−1. ℎ−1 

𝑻 Température 
°C (degré Celsius) ou K 

(Kelvin) 

𝑻𝑹 
Temps de retention (exclusion 

stérique) 
𝑚𝑖𝑛 

𝒕 Temps 𝑠, 𝑚𝑖𝑛 ou ℎ 

𝒕𝒔 Temps de séjour/passage REM 𝑚𝑖𝑛 ou ℎ 

𝑻𝒓𝒐𝒃𝒔 Transmission observée (filtration) (-) 

𝑼 
Débit moyen dans le module de 

filtration ou vitesse du fluide 

𝐿. ℎ−1 ou 𝑚𝑙.𝑚𝑖𝑛−1 ou 

𝑚3. 𝑠−1 
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Notation ou 

symbole 
Signification Unité 

𝑼𝑷𝑨𝑪 Unités Anson en conditions acides 
𝐴280 sur 10 minutes de 

réaction 

V Volume 
𝑚𝐿 ou 𝐿 ou 𝑚3 

v/v/v Ratio volume pour volume pour volume 

𝑽𝒎𝒂𝒙 
Vitesse de réaction enzymatique 

maximale ou limite 
𝑠−1 

VR Volume de remplacement en REM  (-) 

𝑽𝒑 Volume du perméat  

𝑽𝒓 Volume du rétentat 𝑚𝐿 ou 𝐿 ou 𝑚3 

𝑽𝒊𝒏𝒈 
Volume injecté pour l’élution en 

CLHP-ES 
µ𝐿 

[ X ] 
Concentration molaire ou massique 

d’une substance X (selon contexte) 
𝑚𝑜𝑙. 𝐿−1 ou 𝑔. 𝐿−1 

𝑿𝑳 

Notation d’une colonne ou d’une 

matrice de sensibilité du (des) 

peramètre(s) influent(s) à l’itération 

L 

(-) 

𝑿𝑳
𝑻
 Transposée de 𝑋𝐿 (-) 

Xp Conversion protéique % 

𝑿𝒑𝒎𝒂𝒙 
Conversion protéique maximale 

atteignable 
% 

𝑿𝟎 Etat initial d’une notion X Unité de la notion 

𝒙𝒈 
Multiplication de la force g 

(centrifugation) 
9,81 𝑚. 𝑠−2 

𝒀𝑵/𝑬𝑹𝑬𝑴  Index de rendement enzymatique 𝑔𝑃𝑒𝑝. 𝑔𝐸
−1 

Z Matrice de sensibilité (-) 

𝒁̂𝑳 
Matrice de sensibilité prédite à 

l’itération L 
(-) 
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Liste des acides aminés, leur notation et leurs caractéristiques. Cas spécial : pas de consensus sur la 

carectérisation, résultats divergeants en fonction des conditions de l’expérience (libre, lié). 

Nom acide 

aminé 

Code 3 

lettres 

Code 1 

lettre 
Essentiels 

Chaîne latériale 

hydrophobe 

Chaîne latérale 

polaire 

Alanine Ala A  
 

 

Arginine Arg R   
 

Asparagine Asp N   
 

Aspartate Asn D   
 

Cystéine Cys C  Cas spécial 

Glutamate Glu E   
 

Glutamine Gln Q   
 

Glycine Gly G  Cas spécial 

Histidine His H 
 

 
 

Isoleusine Iso I 
  

 

Leucine Leu L 
  

 

Lysine Lys K 
 

 
 

Méthionine Met M 
  

 

Phénylalanine Phe F 
  

 

Proline Pro P  Cas spécial 

Sérine Ser S   
 

Thréonine Thr T 
 

 
 

Tryptophane Trp W 
  

 

Tyrosine Tyr Y  
 

 

Valine Val V 
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Introduction générale 

La protéolyse enzymatique est largement utilisée dans l'industrie agro-alimentaire pour 

améliorer les propriétés technico-fonctionnelles (propriétés émulsifiante, moussante, gélifiante, 

etc.) et/ou la digestibilité des protéines (Neklyudov et al. 1999). Ce procédé est également 

connu pour diminuer l’allergénicité des protéines (Yamanishi et al. 1996), modifier leurs 

propriétés organoleptiques (Fujimaki et al. 1970) ou encore libérer des peptides bioactifs (Kitts 

& Weiler 2003b) permettant des applications en nutrition santé ou en sécurité alimentaire. Dans 

un contexte de nécessité d’augmenter l’offre d’ingrédients protéiques, ce procédé se révèle 

particulièrement intéressant car il permet une exploitation des protéines d’origine autre que 

animale (végétale, fongique, entomique), dont les performances nutritionnelles et 

fonctionnelles sont réputées moins attractives (Henchion et al. 2017a; Langyan et al. 2022).  

La protéolyse enzymatique particulièrement, est réalisée au moyen d’enzymes de clivage 

(protéases), des catalyseurs biologiques opérant dans des gammes de conditions opératoires de 

température et de 𝑝𝐻 particulières. Les endoprotéases coupent les liaisons entre certains acides 

aminés qui leurs sont spécifiques, conduisant à la production de mélanges de fragments 

protéiques de différentes tailles (peptides), voire des acides aminés libres. La composition du 

mélange, appelé « hydrolysat » ainsi que ses propriétés vont dépendre de la spécificité de 

l’enzyme utilisée, des conditions opératoires (𝑇, 𝑝𝐻) mais aussi de la quantité de l’enzyme 

(ratio enzyme/substrat) et du temps de l’hydrolyse employée. Cette recherche de conditions 

d’obtention d’un hydrolysat protéique vis à vis d’un cahier des charges ciblé se fait par des 

criblages en plusieurs étapes pour déterminer l’exactitude du jeu de paramètres conduisant à 

une (ou des) propriété(s) recherchée(s). Tout d’abord, un criblage de différentes enzymes est 

réalisé sur le substrat protéique d’interêt. Dans un deuxième temps, pour ce couple enzyme-

protéine, un deuxième criblage sur les conditions opératoire vise à déterminer le meilleur 𝑝𝐻, 

température, ratio 𝐸/𝑆 et temps d’hydrolyse (Kong et al. 2007; Adje et al. 2013; Alashi et al. 

2018; Zhao & Hou). (Kong et al. 2007; Adje et al. 2013; Alashi et al. 2018; Zhao & Hou). Les 

démarches de mises en œuvre sont alors très empiriques et lourdes à ce niveau.  

 Le coût de l’enzyme limite actuellemenet leur application. Ceci est dû au coût intrinsèque 

des enzymes mais aussi au mode de mise en œuvre discontinu, par lots, de la protéolyse 

enzymatique. Le terme anglais batch étant le plus utilisé. Ce système de mise en œuvre entraîne 

en effet une perte de l’enzyme à l’issue de la production. Par ailleurs, le procédé de proteolyse 

discontinu présente une productivité relativement faible du fait des nettoyages en place à 
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réaliser entre chaque production  (Archer et al. 1973; Bhumiratana et al. 1977; Rios et al. 2004). 

Des travaux précédents ont permis de montrer qu’il est possible de réduire ces coûts de mise en 

œuvre en réacteur discontinu par des méthodologies de simulation / optimisation (Bodin 2016). 

En reprenant ces méthodologies, le passage des procédés discontinus à des procédés continus 

doit permettre de lever totalement ces limitations en permettant un recyclage de l’enzyme.    

La mise en œuvre continue est permise par l'utilisation d'enzymes immobilisées sur supports 

solides. Ceci permet un recyclage des enzymes grâce à des systèmes de séparation solide - 

liquide simple (décantation). Une seconde option consiste à utiliser les mêmes enzymes libres 

qu’en réacteur batch et de coupler l’hydrolyse à des procédés membranaire au sein de réacteurs 

enzymatiques à membrane (REM). Dans le premier cas, l'immobilisation des enzymes entraîne 

une perte d'activité enzymatique et peut modifier les mécanismes réactionnels (Rodrigues et al. 

2013). Dans le second cas, l'avantage des REM réside dans la conservation des propriétées 

catalytiques des enzymes (Rios et al. 2004). 

Cependant, le principal verrou qui limite la production d’hydrolysat en REM demeure dans 

la complexité du système protéolytique lié aux : 

– Conditions opératoires permettant le contrôle de la réaction (𝑝𝐻, 𝑇, 𝐸/𝑆) et de la 

séparation membranaire (𝑃𝑇𝑀, vitesse de circulation, NMWCO, concentration). 

– Critères de performances de production (productivité, composition en peptides, 

rendement d’hydrolyse, etc.) 

– Cinétiques variés des peptides générés par protéolyse enzymatique qui ont des rétentions 

différentes.  

La plupart des études sur la protéolyse en REM reposent sur des démarches exclusivement 

expérimentales et ne permettent pas d’identifier un jeu de conditions permettant une production 

stable et optimale d’un hydrolysat d’intérêt. Ceci limite l’utilisation de ce type de procédé dans 

l’industrie. Pour répondre à cette problématique, deux méthodologies simples été développées 

pour réaliser des simulations : 

– Des cinétiques du degré d’hydrolyse (𝐷𝐻) et du taux de conversion (𝑋𝑝) en protéines 

en fonction des conditions opératoires de protéolyse (Beaubier et al. 2021a). 

–  De la composition peptidique dans les compartiments d’ultrafiltration et des 

performances de séparation de peptides en concentration discontinue (CD) et/ou 

diafiltration (DF) (Kapel et al. 2011; Bodin 2016; Beaubier et al. 2021b). 
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La première méthode consiste à prédire la cinétique du 𝐷𝐻 et du 𝑋𝑝 dans un ensemble de 

conditions de 𝑝𝐻, température et ratio 𝐸/𝑆, par une approche hybride de modèle cinétique et 

une méthodologie de plan d’expériences. Un outil d’optimisation génétique est ensuite utilisé 

pour la recherche du meilleur compromis coût-temps, réduisant ainsi considérablement les 

expériences à réaliser et le coût total du procédé à mettre en place. 

La deuxième méthode consiste à prédire la composition peptidique d’un hydrolysat au 

moyen de chromatogrammes simulés de part et d’autre de la membrane (dans le rétentat et dans 

le perméat) en appliquant un bilan de matière en fonction du procédé employé (CD ou DF). 

Pour cela un simple étalonnage de la membrane doit être réalisé avec l’hydrolysat en question 

dans les conditions opératoires à cribler (𝑃𝑇𝑀, vitesse de circulation).  

L’objectif de ce travail a été d’adapter et de fusionner ces deux méthodes de manière à 

pouvoir prédire, en fonction du temps, la composition de l’hydrolysat (protéines, peptides) dans 

les conditions de l’hydrolyse (𝑝𝐻, température, ratio 𝐸/𝑆), au même moment qu’une séparation 

membranaire a lieu. Cela consistera en un outil de développement de simulation du REM, 

permettant de connaître la composition peptidique dans les compartiments rétentat et perméat. 

Le travail est ainsi découpé en trois phases : 

► Chapitre 1 – Modélisation et optimisation de la protéolyse enzymatique batch 

1) Identification un hydrolysat d’intérêt à produire en REM : 

a. Recherche des conditions opératoires conduisant à l’hydrolysat d’intérêt 

b. Recherche des conditions optimales en batch (compromis durée / coût 

enzymatique)  

► Chapitre 2 – Modélisation de la séparation des hydrolysats en CD et DF  

2) Identification des membranes et conditions de séparation membranaire : 

a. Couplage le plus adapté à la protéolyse 

b. Valider l’outil de modélisation de la composition en peptides dans les 

compartiments en CD et DF  

► Chapitre 3 – Développement de l’outil de simulation d’un REM  

3) Couplage des outils de simulation cinétique de libération de peptides et 

séparation : 
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a. Développement d’un outil de simulation de la composition en peptides au cours 

de la protéolyse  

b. Recherche in silico de l’optimum de fonctionnement du REM 

c. Valider expérimentalement la méthodologie  
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Objectif de la thèse  

L’objectif du projet est de lever les verrous scientifiques qui limitent l’utilisation des REM 

de manière standard pour la production d’hydrolysats protéiques. Pour cela, il est proposé de 

développer une méthodologie de simulation de la composition des peptides produits en continu 

dans les REM et ceci, pour un couple enzyme/protéine donné dans (i) les conditions opératoires 

de réaction pour un hydrolysat ciblé, (ii) les conditions opératoires de la séparation 

membranaire pour les critères ciblé de séparation d’hydrolsat (iii) et en fonction du débit 

d’alimentation / soutirage. 

Dans le cadre du projet, la méthodologie sera mise au point et validée avec l’hydrolyse des 

protéines du colza (napines et cruciférines), dont le choix est motivé d’une part, par la 

disponibilité du tourteau de colza dans la région du Grand Est, et d’autre part, par sa richesse 

en protéines (~40% du poids du tourteau). Enfin, des études montrent que les napines et les 

cruciférines présentent des propriétés fonctionnelles particulièrement intéressantes pouvant 

encore être améliorés par la méthode proposée (Nioi et al. 2012; Tan et al. 2014).  

 

 

Objectif : Proposer une stratégie de développement, économiquement et 

matériellement viable, d’un hydrolysat protéique d’intérêt pour un couple 

enzyme/protéine dans un système de réacteur enzymatique à membrane. 
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  Etude bibliographique 

 Les hydrolysats protéiques 

 Intérêt et source des hydrolysats protéiques 

Les protéines sont l’une des trois grandes familles des macronutriments, avec les lipides et 

les glucides. Il s’agit de polymères composés d’enchaînement d’acides aminés, formant des 

chaînes peptidiques qui se réarrangent dans des conformations tridimensionnelles spécifiques. 

Les protéines participent à de multiples rôles au sein des cellules vivantes (maintien des 

structures, mobilité, métabolisme, catalyse de réactions, etc.), ce qui les rend indispensables au 

fonctionnement de l’organisme (Neklyudov et al. 1999). Les apports protéiques peuvent être 

obtenus par les aliments riches en protéines (viande, œufs, soja, lentilles, etc.) ou par les 

ingrédients protéiques. Le marché des ingrédients protéiques est très répandu, il représentait 52 

Mds$ en 2021, et sa croissance annuelle globale serait estimée à 8% (Acumen Research and 

Consulting 2022).  

Les ingrédients protéiques remplacent les protéines qui ne sont pas toujours employables 

dans leur forme native. Elles peuvent en effet présenter des facteurs délétères à leur utilisation 

aussi bien d’un point de vue nutritionnel (facteurs antinutritionnels, allergéniques) que 

fonctionnel dans des applications alimentaires (peu soluble, faible capacité émulsifiante). Pour 

limiter ces désagréments ou améliorer des propriétés existantes, les protéines peuvent ainsi être 

morcelées par une hydrolyse de leur chaîne (« protéolyse »), aux moyens physiques, chimiques, 

microbiens ou enzymatiques. La Figure 1 présente le mélange complexe qui en résulte, appelé 

hydrolysat protéique, composé de chaînes peptidiques de différentes tailles, à différentes 

concentrations, d’acides aminés libres (AA), et potentiellement, de protéines résiduelles.  

 
Figure 1 : Schématisation de l'hydrolyse d'une protéine (sous forme monomérique ou multimérique) résultant en 

un hydrolysat composé de peptides et acides aminés libres. 
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Les hydrolysats protéiques sont surtout issus de la valorisation de co-produits industriels. 

Une étude réalisée sur la récupération des protéines à partir de co-produits de poissons (arrêtes, 

peaux, têtes), a montré qu’il est possible de réduire de 79% la quantité de déchets finaux mis à 

la décharge, en plus de générer des protéines et de l’huile de qualité avec prix de vente de 10,62 

€/𝑘𝑔 de co-produits initiaux (Araujo et al. 2020).  

En matière de produits animaux par exemple, le pourcentage du poids non comestible (et 

donc des déchets à éliminer) a été évalué à 49% pour les bovins, 47% pour les ovins et les 

agneaux, 44% pour les porcs et 37% pour la volaille (Adhikari et al. 2018). En ce qui concerne 

la filière végétale, entre 28% et 42% de matière est éliminée entre la culture et la transformation 

du produit final (Jiménez-Moreno et al. 2020). Ces quantités représentent pourtant un très grand 

potentiel de matière organique valorisable par la suite, en tant qu’ingrédients fonctionnels 

(industrie globale évaluée à 98,9 Mds $ en 2021 (MarkertsandMarkets 2021) comme fertilisants 

(191,13 Mds $ en 2021 (Mordor Intelligence 2022)), alimentation animale (501,9 Mds $ (Imarc 

Group 2022)), biopolymères (13,7 Mds $ en 2021 (Precedence Research 2022a)), 

pharmaceutiques (1,42 billions $ en 2021 (Matej 2022) ou biocarburants (120,06 Mds $ en 2020 

(Precedence Research 2022b)).  

Ainsi les sources protéiques pour l’obtention d’hydrolysats sont très diverses et variées. Le 

cas des protéines animales est le plus appliqué dû à la forte disponibilité par la filière de lait 

(caséines (Wang et al. 2013) et lactosérum  (Geiser 2003)), des co-produits de la filière 

d’abattage et de la boucherie (hémoglobine (Hedhili et al. 2015), carcasses (Clementz et al. 

2019), viscères (Jamdar & Harikumar 2005), plumes (Grazziotin et al. 2007)) ainsi que  des co-

produits de la mer (têtes de poissons (Chi et al. 2015), os de poissons (Slizyte et al. 2016), 

collagène de peau (Blanco et al. 2017) ). Cependant l’utilisation de protéines d’origine animale 

ne satisfait plus la demande mondiale, autant par leurs capacités de production, que par leur 

coût et leur impact écologique. En effet, non seulement en Union Européenne les deux tiers des 

champs sont cultivés pour nourrir le bétail, mais en plus, 75% de l’alimentation riche en 

protéines pour le bétail est importé de l’Amérique du Sud (Henchion et al. 2017b). Puis à 

l’abattage, la consommation en eau peut varier de 4000 et 200 000 𝑚3 par jour, avec une 

production d’eaux usées entre 22 et 900 𝑚3 par jour (Valta et al. 2015). C’est équivalent à la 

production d’eaux usées par une petite commune de 6000 habitants. Ainsi, 12% des gaz à effet 

de serre (issus des 25% dues à la production totale de nourriture) et 30% de la perte de la 

biodiversité terrestre est attribuée à l’exploitation animale (Henchion et al. 2017b). L’impact 

de gaz à effet de serre est inférieur de 80% à 90% pour les protéines issues de plantes par rapport 
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aux protéines issues du bétail (Tilman & Clark 2014). Par conséquent les végétaux, les 

microalgues, les champignons ou encore les insectes, sont étudiés comme source protéique 

alternative (Poore & Nemecek 2018; Zeng et al. 2022). Ces ressources ont des taux protéiques 

assez élevés ce qui en fait de bons candidats de valorisation protéique : entre 40% et 55% pour 

les graines de plantes déshuilées (Gassmann 1983), entre 28% et 71% pour les microalgues 

(Spolaore et al. 2006),  entre 19% et 37% pour les champignons (González et al. 2020) et entre 

36% et 61% pour les insectes (Ojha et al. 2021).  

 Obtention des hydrolysats protéiques par protéolyse enzymatique 

Les enzymes sont des catalyseurs biologiques indispensables au fonctionnement de tout 

organisme vivant. Elles régulent le métabolisme (respiration), protègent des molécules nocives 

(défense immunitaire), aident à l’assimilation de nutriments (digestion), entre autres, et à 

chaque réaction, une enzyme spécifique peut être entièrement dédiée (Whitehurst & Oort 2010). 

Néanmoins, elles ont aussi la propriété de garder leur fonctionnalité en dehors de l’organisme 

d’origine, à condition de se trouver dans un milieu similaire. Cette activité d’enzymes seules a 

été confirmée par Eduard Buchner à la fin du XIXème qui a mis en évidence la fermentation in 

vitro du sucre par une substance extraite de la levure (Bradbury 1904). Une distinction a ainsi 

été faite entre le terme de « enzymes » (du grec -en « dans » et zumê « levain ») pour les 

substances actives mais « non vivantes », et les « ferments » pour décrire l’activité chimique 

produite par les microorganismes vivants (Whitehurst & Oort 2010). La fermentation 

microbienne est le premier procédé historique utilisé pour la modification de protéines (Sharma 

et al. 2020). Toutefois, ce procédé a l’inconvénient d’avoir une faible productivité car le 

substrat protéique est assimilé par le microorganisme pour sa propre croissance. L’hydrolyse 

enzymatique par des enzymes purifiées est par conséquent un dérivé de la fermentation 

microbienne qui a permis de s’affranchir de la prise en compte de cette biomasse (Nasri 2017). 

Les protéases sont des enzymes qui dégradent spécifiquement les protéines. La protéolyse 

enzymatique est donc la fragmentation de protéines en peptides, par la coupure de certaines 

liaisons peptidiques, sites d’action des enzymes. Cette fragmentation découle sur un mélange 

de peptides de différentes tailles, d’AA libres et de protéines résiduelles. Ces protéases ont des 

spécificités quant aux sites de coupures, ce qui permet d’avoir un bon contrôle sur la population 

des peptides générés (Adler-Nissen 1976; Zhao & Hou). De plus, tous les acides aminés 

d’origine sont conservés et les conditions sont « douces » (𝑝𝐻 entre 4 et 8, température de 30 – 

50°C) ce qui in fine demande moins de post-traitements notamment pour l’élimination des sels 

(ultrafiltration, précipitation, centrifugation, etc.) par rapport à une hydrolyse acide par 
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exemple. Grâce à ces avantages, la protéolyse enzymatique a largement été appliquée en 

industrie alimentaire pour produire des formulations infantiles (Cordle et al. 1991), pour 

augmenter la digestibilité des protéines (Linder et al. 1997; Sá et al. 2020), pour améliorer leur 

propriétés fonctionnelles (Adler-Nissen & Olsen 1979; Panyam & Kilara 1996; Fierens et al. 

2016), ou encore pour produire des hydrolysats bioactifs (Caetano-Silva et al. 2015; Hedhili et 

al. 2015; Jiménez-Moreno et al. 2020).  

Les protéases sont distinguées en deux sous-classes : les endopeptidases, qui hydrolysent 

les liaisons à l’intérieur des chaînes peptidiques, produisant des peptides de toutes tailles ; et les 

exopeptidases qui coupent les liaisons aux extrémités libérant des petits peptides et acides 

aminés. Les exopeptidases sont subdivisées en deux groupes en fonction de l’extrémité 

hydrolysée : C-terminal pour les carboxypeptidases (EC 3.4.16-18.-) et N-terminal pour les 

aminopeptidases (EC 3.4.11.-). Les endopeptidases sont subdivisées en quatre groupes en 

fonction du mécanisme de leur site catalytique : les protéases à sérine (EC 3.4.21.-), les 

protéases à cystéine (EC 3.4.22.-), les protéases à acide aspartique (EC 3.4.23.-) et les 

métalloprotéases (EC 3.4.24.-).  

Chaque enzyme possède une plage particulière de fonctionnement de 𝑝𝐻 et de température, 

ainsi qu’une spécificité de la liaison peptidique qui sera clivée, comme le montre le Tableau 1. 

Les peptides seront donc de tailles différentes et avec une composition en acides aminés 

différentes pour un même substrat mais des enzymes différentes. Par conséquent, cette 

spécificité de l’enzyme influence également les propriétés de l’hydrolysat. Pour un même 

substrat d’isolat de protéines du colza par exemple, un criblage de quatre enzymes a montré une 

amélioration de solubilité similaire à tous les 𝑝𝐻 (>80%) mais en ce qui concerne les capacités 

émulsifiantes, la pepsine a montré des émulsions très instables et la trypsine présentait des 

émulsions très stables, ce qui était expliqué par le clivage au niveau des lysines et arginines 

(augmentation du nombre de charges positives) (Alashi et al. 2018).  

La spécificité des protéases peut aussi avoir différents degrés. Il n’y a pas de classification 

précise mais un concept de « sélectome », qui est défini comme un ensemble de séquence d’AA 

dont la nature, le nombre et la position sont déterminées par le site catalytique, qui est unique à 

cette protéase et représente ainsi sa signature protéolytique (Ratnikov et al. 2021). Ainsi, plus 

le sélectome est petit, plus la protéase est considérée comme « hautement spécifique » (par 

exemple la trypsine) (Vizovišek et al. 2018). Plus le sélectome est grand, plus la protéase peut 
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être considérée comme « peu spécifique » ou « aspécifique » (par exemple la pepsine) (Ahn et 

al. 2013).  

Tableau 1 : Sites de clivage de certaines endopeptidases très utilisées pour la production d’hydrolysats 

protéiques. X : n’importe quel acide aminé. (Whitehurst & Oort 2010) 

Classification Nom enzyme 𝒑𝑯 Température (°C) Coupure après l’AA 

Protéase à 

sérine 

Chymotrypsine 

EC 3.4.21.1 
7 – 9 37 – 50 Tyr, Trp, Phe, Leu 

Trypsine 

EC 3.4.21.4 
7 – 9 37 – 60 Arg, Lys 

Subtilisine 

EC 3.4.21.12 
6 – 10 40 – 65 AA hydrophobes 

Protéase à 

cystéine 

Cathepsine B 

EC 3.4.22.1 
3 – 7 40 Arg, Lys, Phe-X 

Papaïne 

EC 3.4.22.2 
5 – 9 65 Arg, Lys, Phe-X 

Ficine 

EC 3.4.22.3 
5 – 8 60 Phe, Tyr 

Bromélaïne 

EC 3.4.22.4 
5 – 8 50 – 60 Lys, Arg, Phe, Tyr 

Protéase à acide 

aspartique 

Pepsine 

EC 3.4.23.1 
1 – 4 30 – 50 

AA aromatiques, Leu, 

Asp, Glu 

Chymosine 

EC 3.4.23.4 
3 – 6 40 – 55 

Phe105-Met106 

(caséine) 

Métalloprotéase 
Thermolysine 

EC 3.4.24.27 
5 – 9.5 70 

Ile, Leu, Val, Phe 

(aspécifique) 

Les protéases utilisées pour la fabrication d’hydrolysats peuvent être d’origine animale 

(trypsine, pepsine), végétale (ficine, papaïne) ou microbienne (subtilisine, thermolysine). Le 

procédé peut utiliser une seule enzyme purifiée, un mélange comprenant plusieurs enzymes 

avec plusieurs activités (exo- ou endopeptidiques) (Vidal et al. 2018), ou bien une hydrolyse 

séquentielle avec une enzyme différente à chaque étape (Polanco-Lugo et al. 2014). La 

Flavourzyme® par exemple, un extrait de protéases très utilisé industriellement, et est composé 

de quatre exopeptidases et trois endopeptidases (Merz et al. 2015a). Le choix de l’enzyme 

dépend des protéines à hydrolyser. Des criblages de différentes enzymes sur les protéines 

choisies sont alors nécessaires pour sélectionner le couple enzyme/protéine donnant lieu à 

l’hydrolysat satisfaisant qualitativement (distribution des masse molaires, propriétés 

fonctionnelles, etc.) (Durand et al. 2021a). 
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 Propriétés des hydrolysats protéiques en alimentation humaine 

L’intérêt de l’utilisation des hydrolysats protéiques en alimentation humaine réside dans 

l’amélioration possible de leurs propriétés nutritionnelles et/ou fonctionnelles par le procédé de 

protéolyse. Par ailleurs, ce procédé peut également permettre la libération de peptides bioactifs 

applicables en sécurité alimentaire. Ainsi, des hydrolysats protéiques sont retrouvés dans des 

formulations alimentaires sous forme de sauces, assaisonnements, bouillons (Surówka & Fik 

1996; Linder et al. 1997; Масленникова (RU) et al. 2009; Ito & Matsuyama 2021) mais aussi 

en tant que suppléments protéiques dans les boissons énergétiques, la nutrition sportive, les 

régimes de contrôle de poids, l’alimentation infantile et gériatrique.  

 Propriétés nutritionnelles des hydrolysats protéiques 

Les différentes catégories de population (enfants, adultes, hommes, femmes) ont des 

besoins différents en protéines pour le fonctionnement de leur organisme. Toutefois, les 

propriétés nutritionnelles des protéines apportées dans l’alimentation ne sont pas toujours 

suffisantes. Les propriétés nutritionnelles comprennent l’apport en acides aminés essentiels 

(Lys, Met, His, etc.), la digestibilité et la biodisponibilité. La composition en acides aminés 

(aminogramme) n’est pas un facteur variable, mais la digestibilité (capacité des protéases de 

l’intestin à produire des peptides pouvant être absorbés dans les tissus (Ganapathy 2012)), et 

par conséquent la biodisponibilité (fraction d’un nutriment absorbé par le tract gastrointestinal 

et pouvant être utilisé par l’organisme (Hurrell 2002)) peuvent être impactées par la présence 

de facteurs antinutritionnels des protéines. C’est le cas notamment pour les protéines végétales 

(petit pois, riz, soja, haricots, cacahuète, blé) qui ont montré jusqu’à 3,5 fois moins d’acides 

aminés essentiels assimilés par rapport aux protéines du lait  (Hoffman & Falvo 2004; 

Rutherfurd et al. 2015). L’élimination des facteurs indésirables est généralement réalisée en 

amont pour l’obtention d’ingrédients protéiques et la protéolyse enzymatique peut être 

appliquée pour améliorer la digestibilité et la biodisponibilité de ces ingrédients. Par exemple, 

les napines, l’une des principales protéines de la graine de Colza, sont résistantes à la digestion 

gastro-intestinale à cause de leur conformation globulaire compacte, renforcé par des ponts 

disulfure (Jyothi et al. 2007b). Alors qu’avec un procédé enzymatique au préalable, une 

conversion protéine-peptide (𝑋𝑝) jusqu’à 90% a pu être obtenu (cf. §I.2.3.1.2 p.45 EB), ce qui 

a facilité l’accessibilité aux sites de coupures des protéases gastro-intestinales et a amélioré, 

jusqu’à trois fois, la digestibilité finale in-vitro (Beaubier et al. 2023). 
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 Diminution de l’allergénicité 

L’allergénicité est la capacité d’un allergène à induire une réponse immunitaire anormale, 

une réaction excessive, qui provoque un trouble de la fonction physiologique (troubles 

respiratoire, digestif) ou des lésions tissulaires (urticaire, œdème) (Zhang & Tao 2015).  

En ce qui concerne les allergies alimentaires, ce sont expressément les protéines qui sont 

responsables de la réponse immunitaire, et l’application de l’hydrolyse enzymatique s’est 

révélée un outil efficace pour diminuer leur allergénicité. L’exemple de l’allergie au lait bovin 

est un problème bien connu notamment chez les enfants génétiquement prédisposés au 

développement d’une hypersensibilisation à la caséine dans les deux premières années de leur 

vie (Docena et al. 1996). L’emploi de la protéolyse enzymatique la trypsine a permis de 

produire un hydrolysat avec 96% de peptides en dessous d’une masse molaire de 500 g.mol-1, 

ce qui a eu pour effet de réduire drastiquement la réponse immunitaire (Cordle et al. 1991). 

Cependant, pour l’obtention d’un hydrolysat hypoallergénique, appelé formulation infantile de 

« troisième génération », il a été rapporté que des traitements thermiques et/ou de séparation 

membranaire sont nécessaires en plus de l’hydrolyse pour enlever les peptides supérieurs à 3400 

kg.mol-1, encore sujets à une détection d’allergènes (Görtler et al. 1995). De plus l’absorption 

des acides aminés libres est plus lente que celle des di- et tri-peptides, ce qui conduit à leur 

accumulation dans le gros intestin et qui seront inutilisés (Ganapathy 2012). Ainsi les dernières 

formulations ont une fraction en acides aminés de 20% en moyenne, contre 70% pour les 

premières générations (Siemensma et al. 1993). 

Chez les insectes, ce sont les protéines musculaires et structurales pour la majorité qui ont 

montré des réactions allergiques, au même titre que les allergies provoquées par les acariens et 

les crustacés. Ce sont en effet des pan-allergènes des invertébrés, « une classification 

d’allergènes mineurs mais qui sont des molécules ubiquitaires et responsables de la réactivité 

croisée de l’immunoglobuline E avec une grande variété de sources allergénique apparentés ou 

non » (Hauser et al. 2010). Pour éliminer cette allergénicité, les traitements par l’hydrolyse de 

la pepsine et de l’alcalase seules ou assistées, ou avec un pré-traitement (haute température ou 

haute pression hydrostatique) se sont révélés efficaces pour produire de peptides en dessous de 

10 kg.mol-1 (taille des protéines entre 10 et 120 kg.mol-1), ce qui a réduit la réaction immunitaire 

jusqu’à 90% (Mejrhit et al. 2017; Boukil et al. 2020).  

Le soja présente également une allergénicité élevée (Wilson et al. 2005). Pour une 

application dans les formulations infantiles, des hydrolyses développées par traitement 
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enzymatique ont été mises au point, comme l’hydrolyse par une protéase alcaline de Bacillus 

sp. (Proleather FG-F) permettant l’obtention protéolyse très avancé, au degré d’hydrolyse (𝐷𝐻) 

de 40% (cf. §I.2.3.1.1 p.45 EB) en hydrolysant toutes les protéines allergènes (>30 kg.mol-1) 

présentes dans l’isolat de protéines de soja (Tsumura et al. 1999). Il semblerait que les 

fragments peptiques entre 1 et 10 kg.mol-1 gardent encore environ 20% d’allergénicité 

résiduelle, en revanche la fraction de peptides entre 0,5 et 3 kg.mol-1 n’en a aucune (Barca et al. 

2005).  

 Propriétés organoleptiques 

Plusieurs études ont montré que la nature des fonctions des acides aminés influe sur la 

perception gustative (Roudot-Algaron 1996). Ainsi, les hydrolysats peuvent présenter une large 

gamme gustative comme le goût umami et salé dans les produits à base de soja et pour des 

préparations de bouillons ou de sauces (Yan et al. 2021; Bak et al. 2021; Li et al. 2022). 

Toutefois, une problématique liée à la perception gustative, souvent rapportée dans la 

littérature, est l’apparition d’amertume dans le produit. Il a été démontré qu’il s’agissait des 

acides aminés hydrophobes et des peptides courts en contenant, qui en étaient responsables 

(Boudreau 1979). Cela implique la recherche de post-traitements pour pallier cette amertume 

tels que l’utilisation d’exopeptidases (aminopeptidase et carboxypeptidases) en seconde étape 

d’hydrolyse permettant de dégrader les peptides amers sur des hydrolysats de lait, soja et 

poissons (Raksakulthai & Haard 2003). Des procédés de purification ont également été 

envisagés comme la chromatographie d’intégration hydrophobe qui capte efficacement les 

peptides hydrophobes (Helbig et al. 1980). 

 Propriétés fonctionnelles des hydrolysats protéiques 

Les protéines ont des propriétés nutritionnelles et organoleptiques intéressantes, mais 

également des propriétés fonctionnelles dont les applications sont recherchées en alimentation. 

Les propriétés fonctionnelles des protéines regroupent les propriétés physiques et chimiques 

qui gouvernent leur comportement dans les matrices alimentaires pendant leur préparation, 

transformation, stockage, et consommation (Kinsella 1981). Cela comprend les propriétés 

d’hydratation (solubilité, rétention d’eau ou d’huile, mouillabilité), de surface (émulsification, 

mousse) et de texturation (élasticité, viscosité, gélation, épaississement, agrégation), que 

l’hydrolyse enzymatique peut modifier ou améliorer (Panyam & Kilara 1996; Kunst 2002). Le 

type de propriété fonctionnelle demandée pour une protéine ou un mélange de protéines et 

peptides varie selon le système alimentaire étudié (viande, lait, soja, etc.), ainsi tous ces aspects 
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doivent être pris en compte pour un meilleur compromis dans la formulation du produit 

(Kinsella et al. 1985). 

 Propriétés d’hydratation 

Les propriétés d’hydratation des protéines est leur capacité à recruter les molécules d’eau. 

Elles regroupent la solubilité et la capacité de rétention d’eau. La capacité de rétention de lipide 

est aussi parfois compté dans cette catégorie étant donné que ce phénomène agit comme un 

conservateur de saveurs et améliore le goût des alimenta en bouche (Kinsella & Melachouris 

1976).  

La solubilité des protéines est la propriété principale qui régit beaucoup d’autres propriétés 

fonctionnelles et représente un bon indicateur des possibilités et limites applicatives des 

protéines ou hydrolysats (Moure et al. 2006). Elle dépend du 𝑝𝐻, de la température, de la 

salinité et de la concentration des composants. Le mécanisme comprend surtout des interactions 

hydrophobes (protéine-protéines ou protéine-peptide ou peptide-peptide) qui diminuent la 

solubilité, et des interactions ioniques avec l’eau, ce qui augmente la solubilité (Kristinsson & 

Rasco 2000). Ainsi la solubilité des protéines de l’isolat de soja (utilisé dans la transformation 

des produits à base de viande) a pu être améliorée par protéolyse avec l’alcalase 0,6L ou la 

neutrase 0,5L (𝑝𝐻 8 et 𝑝𝐻 7 respectivement à 50°C) en libérant les fonctions polaires enfermés 

dans les protéines, ce qui rend la solubilisation plus facile à température ambiante (Adler-Nissen 

& Olsen 1979). En revanche la même étude montre que même avec un haut 𝐷𝐻, au point 

isoélectique (𝑝𝐼) (cf. §I.2.1.1 p.30 EB) de la protéine l’hydrolysat ne sera pas soluble à 100%, 

même si la solubilité peut être augmentée jusqu’à 50%.  

 Propriétés de surface 

La propriété de surface est la capacité de diminuer la tension interfaciale entre les 

composants hydrophobes et hydrophiles des aliments. Elle comprend la capacité émulsifiante 

(phase huile/eau) et la capacité moussante (phase air/eau) (Kristinsson & Rasco 2000). 

De nombreux produits alimentaires sont des mélanges complexes de substances arrangées 

de manière à produire un ensemble agréable en matière de saveurs et texture. Nombreuses sont 

mousses et émulsions, des mélanges hétérogènes air/eau et eau/huile qui pourtant s’accordent 

dans une structure uniforme, comme les mousses au chocolat, les vinaigrettes ou la mayonnaise. 

Les protéines font partie des molécules permettant de stabiliser ce phénomène par leur nature 

amphiphile. En effet, après dispersion des bulles ou des gouttelettes d’huile dans l’eau pour 

former la mousse ou l’émulsion, la coalescence des bulles et gouttelettes formées est évincé en 
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réduisant la tension aux interfaces air/eau et huile/eau avec un changement de conformation des 

protéines, de manière à mettre en contact les parties hydrophobes avec la phase lipidique 

(émulsion) ou la phase gazeuse (mousse), et la partie hydrophile avec la phase aqueuse (Kunst 

2002). La stabilité en revanche, dépend des propriétés viscoélastiques des protéines et de leur 

résistance à la rupture. Ainsi plus les protéines sont grandes en taille, plus elles ont tendance à 

retrouver leur forme initiale, alors que les peptides sont plus flexibles de ce point de vu. Ainsi 

nombre d’études se sont penchés sur la production d’hydrolysats protéiques avec une nette 

amélioration de propriétés moussantes et émulsifiantes ainsi que leur stabilité (Caessens 1999). 

Cependant les capacités varient en fonction du 𝑝𝐻, de la nature de l’enzyme (masse de peptides 

requise d’environ 5000 g.mol-1 (Chobert et al. 1988)), de la nature des protéines (plus de 30% 

d’acides aminés hydrophobes nécessaire (Kato & Nakai 1980)) et de l’avancement de 

l’hydrolyse, d’où l’importance de la pré-sélection en se basant sur l’aminogramme des protéines 

et une méthodologie efficace de criblages de paramètres (Chobert et al. 1988; Tezera 1998; 

Fierens et al. 2016).  

 Propriétés texturantes 

Les propriétés texturantes des protéines permettent de changer l’organisation d’un aliment 

en jouant sur les éléments le constituant par la viscosité, l’élasticité, l’agrégation et la gélation 

entre autres (Kunst 2002). 

Un gel est « un réseau tridimensionnel avec un comportement intermédiaire entre un solide 

et un liquide possédant en même temps les propriétés élastique (solide) et visqueuse (liquide) » 

(Banerjee & Bhattacharya 2012) dont l’application alimentaire est présente dans les confitures, 

les gelées, la confiserie, les desserts et les yaourts. Communément, ce sont les polysaccharides 

et les protéines qui sont utilisés comme biopolymères capables de former ces réseaux 

tridimensionnels et de donner une certaines forme malléable aux aliments ou de les rendre 

onctueux (Desprairies 2010). La formation des gels par les protéines se fait par leur capacité à 

s’agréger via leurs parties hydrophobes (acides aminés, feuillets β (Qi et al. 1997)). Or elles 

sont enfermées dans la structure interne des protéines, ainsi une hydrolyse partielle est 

nécessaire pour déplier la protéine et/ou obtenir des peptides entre 2000 et 6000 g.mol-1 qui 

formeront un réseau de réticulation par des interactions intramoléculaires (Otte et al. 1997).  

De la même manière, les protéines servent aussi d’agents épaississants (soupes, veloutés, 

sauces, garnitures). A la différence des gels, il n’y a pas d’interactions fortes, ce sont des 
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interactions polymère-solvant avec un enchevêtrement non spécifique desdites chaînes 

polymères (Saha & Bhattacharya 2010).  

La viscosité peut être modulée en fonction de la taille des peptides et de leur concentration. 

La diminution en taille des molécules conduit ainsi à une diminution de viscosité de la solution 

(Adler-Nissen & Olsen 1979). En revanche une augmentation de peptides accroîtra les 

interactions entre les protéines hydratées et l’absorption d’eau, ce qui augmentera la viscosité 

de manière exponentielle (Diniz & Martin 1997). 

 Caractérisation des hydrolysats protéiques 

La fragmentation protéique résulte donc en un mélange complexe de peptides aux 

différentes tailles (différents nombres d’acides aminés liés) voire d’acides aminés libres. Les 

analyses classiques réalisées pour caractériser les hydrolysats sont l'aminogramme, la 

répartition de masse molaire des peptides, leur concentration et le profil d’hydrophobie. Ces 

caractéristiques sont utiles pour expliquer les différents caractères physico-chimiques des 

hydrolysats (solubilité, goût, texture, etc.).  

L’aminogramme est le profil des acides aminés identifiés avec leur abondance relative (en 

nombre, pourcentage ou concentration).  Il permet l’évaluation de la quantité d’acides aminés 

essentiels, hydrophiles ou hydrophobes présents, et est principalement réalisé par une hydrolyse 

chimique (acide et/ou basique) suivie d’un analyse en chromatographie liquide à haute 

performance (CLHP) (Chalamaiah et al. 2012; Wang et al. 2013; Bassan et al. 2015). 

La détermination de la concentration peptidique a d’abord été faite de manière globale, par 

des méthodes de dosage d’azote (Kjeldahl) ou spectrophotométrique (Buiret, Lowry) (Silvestre 

1997). Cependant, cela ne permettait pas de distinguer les possibles variations au sein des 

différences populations peptidiques. Par conséquent, les récents développements en CLHP 

d’exclusion stérique (ES) ont permis de faire une quantification à partir du chromatogramme 

entier représentatif de l’hydrolysat, en utilisant l’aminogramme de la protéine d’étude et 

l’estimation du coefficient d’extinction molaire des AA (Kuipers & Gruppen 2007). Cela 

permet ainsi d’obtenir la concentration pour chaque masse de peptide présente (Bodin et al. 

2015). 

La répartition de masses (ou tailles) molaires classe les peptides en fonction de leur taille et 

de leur proportion dans l’hydrolysat (pourcentage ou fréquence cumulée). Il permet ainsi de 

comparer les hydrolysats sur base de cette diversité de pourcentages des populations 
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peptidiques induite en fonction des couples enzymes/protéines utilisées (Leduc et al. 2020), du 

temps d’hydrolyse (Wang et al. 2013) ou encore de suivre l’enrichissement en certaines masses 

par une membrane de filtration (Chabeaud et al. 2009b). Elle est réalisée aussi par une CLHP-

ES, une technique qui permet justement de trier les molécules de la plus grande à la plus petite 

puis d’estimer le pourcentage en convertissant le signal chromatographique en concentration 

peptidique (Bodin et al. 2015). 

L’hydrophobie a été définie comme « la thermodynamique de partitionnement des 

composés non-polaires entre l’eau et une phase non-aqueuse » (Karplus 1997). Ainsi, les 

composés ayant une affinité avec l’eau sont dits « hydrophiles » ou « polaires », alors que les 

composés n’ayant pas d’affinité avec l’eau, et donc formant une phase à part, sont appelés 

« hydrophobes » ou « apolaires ». Les différents AA possèdent des groupements polaires ou 

apolaires sur leur ramification latérale, mais c’est le milieu de solvation ainsi que leur 

enchaînement dans la protéine ou les peptides qui déterminent le degré global d’hydrophobie 

(Charton & Charton 1982). Pour cette raison, la cystéine, la glycine et la proline sont considérés 

comme des cas spéciaux car elles ont parfois des affinités hydrophobes (Rose & Wolfenden 

1993) et parfois hydrophiles (Cowan & Whittaker 1990) en fonction des solvants et méthodes 

d’analyse utilisées (CLHP, tension de surface, solubilité). Une protéine est un hétérodimère 

d’AA hydrophobes et hydrophiles, il est admis que le repliement tridimensionnel et la stabilité 

des protéines sont dues en grande partie aux interactions des AA hydrophobes, même si le 

mécanisme exact est encore non élucidé et sujet à de nombreuses études (Rose et al. 1985; 

Moelbert et al. 2004; Glyakina & Galzitskaya 2010; Kawagoe et al. 2022). Lorsqu’une protéine 

est fragmentée, les AA hydrophobes sont exposés et ainsi la surface hydrophobe sera plus 

grande dans un hydrolysat que pour une protéine (Jo et al. 2020). Tous ces fragments 

peptidiques, composés d’AA hydrophobes et hydrophiles sont alors des composés 

« amphiphiles » avec divers degrés d’hydrophobie générale. Ainsi, des outils de calculs basés 

sur l’hydrophobie des AA composant le peptide ou la protéine ont été mis en place pour une 

approximation de leur hydrophobie (Peptide 2.0 Inc. 2022). Autrement, une CLHP en phase 

inverse est communément réalisée pour séparer les peptides en fonction de leur hydrophobie 

(Aguirre et al. 2008; Girgih et al. 2013).  

 Génération de peptides bioactifs 

Parallèlement à l’application alimentaire pure, la nature des molécules contenue dans le lait 

a été investiguée pour comprendre leur rôle dans la croissance en bonne santé du nourrisson. 

Ainsi des phosphopeptides issus de la caséine ont été mis en évidence avec une action de 
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renforcement de la calcification des os chez les nourrissons rachitiques (Mellander 1950). 

Depuis de nombreuses autres activités biologiques ont été mise en lumière dans toutes les 

sources protéiques alimentaires (de Castro & Sato 2015). Parmi les bioactivités on retrouve 

l’activité antioxydante (Karnjanapratum et al. 2017), anti-thrombotiques (Gibbs et al. 2004), 

anti-hypertensive (Koyama et al. 2013), hypocholestérolémiques (Nagaoka et al. 2001) ou 

encore immunomodulatoires (Kayser & Meisel 1996), entre autres. Par conséquent les peptides 

ont non seulement un apport nutritif mais ont une vraie valeur ajoutée à l’alimentation. De ce 

fait, avec toutes les possibilités applicatives dans le domaine des additifs alimentaires et 

l’industrie pharmaceutique, le développement des procédés d’identification, d’obtention et de 

purification des peptides bioactifs représente un enjeu majeur dans la transformation de la 

société qui demande l’utilisation de molécules biosourcées respectueuses de l’environnement 

(Kate et al. 2022). 

 Définition et variété des peptides bioactifs 

Les peptides bioactifs, ou biopeptides, sont définis comme étant des fragments de protéine 

spécifiques (2 à 20 acides aminés) ayant un impact positif sur la fonction ou la condition 

corporelle et pouvant, à terme, influencer la santé (Kitts & Weiler 2003a). Ces découvertes ont 

l’intérêt de remplacer des molécules produites de manière artificielle par des molécules 

« naturelles » et saines. Ainsi, de multiples projets de production de peptides bioactifs se sont 

développés, que ce soit par hydrolyse enzymatique ou par fermentation microbienne, à partir 

d’aliments primaires (lait, œufs, riz, soja) mais surtout à partir de co-produits des industries 

alimentaires (Chakrabarti et al. 2018). De multiples revues et publications ont répertorié des 

peptides bioactifs, avec leurs bioactivités et séquences associées (Kitts & Weiler 2003a; 

Udenigwe & Aluko 2012; Chalamaiah et al. 2012; Saadi et al. 2015; de Castro & Sato 2015; 

Pihlanto & Mäkinen 2016; Nasri 2017; Virdi & Singh 2017; Bechinger & Gorr 2017; Daliri et 

al. 2017; Albenzio et al. 2017; Durand et al. 2021b). 

 Application en sécurité alimentaire 

L’accent sera fait sur les peptides pouvant être appliqué en sécurité alimentaire à savoir les 

peptides antimicrobiens et antioxydants. En effet, la préservation des produits alimentaires 

contre des phénomènes naturels de dégradation ou de la contamination microbienne extérieure 

qui altèrent leur composition, diminuent leur durabilité et dégradent leurs propriétés 

organoleptiques est un sujet de préoccupation majeur des industriels (Fontanille & Larroche 

2010). Le moyen le plus répandu est l’ajouter des conservateurs, des molécules synthétisées 
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artificiellement, aux propriétés antimicrobienne et/ou antioxydantes. Or les études de ces 

dernières décennies montrent que ces molécules provoquent des allergies, cancers ou sont des 

perturbateurs endocriniens (Lester 1995; Pop et al. 2013; ANSES et al. 2017). Les peptides, 

molécules biosourcés et saines, permettent alors une alternative très prometteuse comme le 

montre la multitude de recherches dans Figure 2. Les criblages des hydrolysats issus de 

différentes sources protéiques à la recherche d’activité antimicrobienne ou chélatrice pour 

l’application alimentaire ont découlé sur une nombre croissant des publications au fur et à 

mesure à partir des années 1990, avec l’importance de développer leur production (García-

García & Searle 2016; Ashaolu 2020) 

 

Figure 2 : Nombre de publications par an sur la recherche de peptides antimicrobiens et antioxydants pour 

l’application en alimentation (Données issus de Web of Sciences). 

 Peptides antimicrobiens 

La préservation des aliments des contaminations par les microorganismes (principalement 

par Escherichia coli, Salmonella, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus 

cereus, Yersinia enterocolytica, Clostridium perfringens, Clostridium botulinum, 

Campylobacter jejuni, Aspergillus flavus et Aspergillus paraciticus (Virdi & Singh 2017)) est 

primordiale car, en outre la détérioration alimentaire (visuelle ou qualitative), ils peuvent 

induire des intoxications aux conséquences graves (fièvre, vomissements, diarrhée, décès). La 

détermination et la synthèse de molécules particulières à action biocide a permis de les 

employer comme agents conservateurs dans la grande distribution : les acides organiques (acide 

sorbique, acide benzoïque, acide acétique) (Ricke 2003), les nitrites et nitrates (Wolff & 

Wasserman 1972), dioxyde de sulfure et sulfites, éthylène et propylène d’oxide (Saunders et al. 

2018), et quelques antibiotiques (Gould 1995; Landers et al. 2012). La panoplie des traitements 

est vaste, mais l’attente des consommateurs est dirigée vers des aliments avec le moins de 

traitements possibles et sans conservateurs « chimiques ». De plus, l’adaptation des 
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microorganismes aux biocides est un vrai fléau, le développement des multirésistances les 

rendant coriaces et difficiles à éliminer, ce qui demande continuellement la recherche de 

nouvelles molécules (Russell 1999).  

Les protéines et les peptides antimicrobiens (AMP pour « anti-microbial peptide ») font 

partie intégrale du système immunitaire de nombreux organismes (Zasloff 2002). Actuellement, 

3569 séquences peptidiques ont été référencées (isolées ou potentiellement prédites par une 

analyse in silico) à partir d’organismes de bactéries, champignons, plantes et animaux avec une 

vingtaine d’activités antimicrobiennes différentes (anti-bactérienne, anti-biofilm, anti-

endotoxine, anti-toxine, anti-virale, anti-fongique, etc.) (University of Nebraska - Medical 

center 2019).  

I.1.5.2.1.1. Classification des AMP 

Ces AMP peuvent être classés de différentes manières : selon la source (microorganismes, 

insectes, mammifères, plantes, amphibiens, poissons), la structure, la richesse en certains acides 

aminés (proportion supérieure à 25% en proline, tryptophane, arginine, histidine ou glycine) ou 

la taille. La classification selon la structure divise les peptides en 4 familles : ceux qui possèdent 

des hélices α, ceux des feuillets β, ceux qui ont des hélices α et feuillets β, et ceux qui ont une 

simple chaine linéaire (Huan et al. 2020). La distinction par la taille, classe les peptides ayant 

entre 2 et 10 acides aminés dans la catégorie des « ultra-courts », entre 11 et 24 acides aminés 

les peptides « courts », entre 25 et 50 acides aminés les « moyens », et entre 51 et 100 acides 

aminés les peptides « longs ». Au-delà de 100 AA, ce sont des protéines antimicrobiennes 

(University of Nebraska - Medical center 2019).  

I.1.5.2.1.2. Mécanisme d’action 

La majorité des AMP sont des peptides cationiques (88%), avec seulement une faible 

proportion de neutres (6%) et anioniques (6%) (University of Nebraska - Medical center 2019), 

expliquant leur mode d’action. Il est en effet admis que l’action générale des AMP est une 

perméabilisation de la membrane des pathogènes grâce à leurs charges positives par interaction 

électrostatique, qui se lient avec les lipopolysaccharides, chargés négativement (Powers & 

Hancock 2003). De ce fait, les AMP les plus efficaces devraient avoir une distribution 

équilibrée entre les charges positives (sur les résidus d’arginine et de lysine) et l’hydrophobicité 

(apportée par les résidus des acides aminés isoleucine, valine, phénylalanine, tyrosine et 

tryptophane) (Mikut et al. 2016). Ainsi, les peptides peuvent s’insérer dans la membrane 

cellulaire (chargé négativement) des bactéries et créer des porosités (Bechinger & Gorr 2017), 
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selon différents modes d’actions (pores toroïdaux, pores en tonneau, formation de tapis) (Huan 

et al. 2020).  

En plus de la perméabilisation de la membrane, certains AMP peuvent être transférés dans 

la cellule par endocytose inverse. Dans ce cas, les résidus basiques des AMP interagissent avec 

les phospholipides de la membrane en induisant une forte courbure de la membrane en 

s’entourant des phospholipides. Cela découle sur une déstabilisation de la bicouche en formant 

une invagination de la membrane entraînerait une formation d’une micelle inverse qui 

encapsule les peptides, qui seront finalement relâchés du côté intracellulaire (Lamazière et al. 

2007). 

Ainsi, la perméation de la membrane peut entraîner la destruction de la cellule par la perte 

de son cytoplasme, entraînant la fuite de toute la « machinerie » nécessaire à son 

fonctionnement (enzymes, ADN, organelles). Elle peut également faciliter l’entrée d’AMP, 

catégorisé à action « non-lytique », c’est-à-dire à action d’inhibition de synthèse protéique, 

nucléique, activité enzymatique, ou division cellulaire (Scocchi et al. 2015; Huan et al. 2020). 

C’est par exemple l’action attribuée à la napine (protéine du Colza), dont les recherches 

suggèrent qu’elle se lie spécifiquement à la sous-unité ribosomale 50S (1XBP) de Deinococcus 

radiodurans et de Staphylococcus aureus par des liaisons hydrogènes, résultant sur une action 

bactériostatique (Rahman et al. 2020). 

 Peptides antioxydants 

I.1.5.2.2.1. L’oxydation et les espèces réactives 

Si la contamination microbienne peut être maîtrisée, l’aliment subira tout de même un autre 

phénomène naturel de détérioration : l’oxydation. L'oxydation est le processus au cours duquel 

un atome perd des électrons (Silverstein 2011). Cependant, ce processus est problématique lors 

de transfert d’électron unique, générant des radicaux libres comme le superoxyde (𝑂2
∙ −), 

l'hydroxyle (𝐻𝑂∙), le peroxyle (𝑅𝑂𝑂∙), l'alcoxyle (𝑅𝑂∙), l'oxyde nitrique (𝑁𝑂∙) et le dioxyde 

d’azote (𝑁𝑂2
∙ ). Ils sont connus sous le nom d'espèces réactives de l'oxygène (ROS pour 

« reactive oxygen species ») et d’azote (RNS pour « reactive nitrogen species »). Les molécules 

non-radicalaires mais précurseurs de radicaux, font également partie de ces catégories, comme 

le peroxyde d'hydrogène (𝐻2𝑂2), l’ozone (𝑂3), l’acide hypochlorique (𝐻𝑂𝐶𝑙), acide nitreux 

(𝐻𝑁𝑂2), l’ion peroxynitrite (𝑂𝑁𝑂𝑂−), le trioxyde de diazote (𝑁2𝑂3) et l’hydroperoxyde 

(𝑅𝑂𝑂𝐻) (Halliwell & Gutteridge 1990; Swain et al. 2002).  
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Les produits alimentaires subissent ainsi les phénomènes d’oxydation tout le long des étapes 

d’acheminement entre leur récolte et jusqu’à dans l’assiette (stockage, distribution, vente). Les 

ROS sont responsables de l’altération de la saveur, de l’odeur, de la couleur et de la durabilité 

(Aruoma 1994; Elias et al. 2008).  

En termes d'aliments, un antioxydant a été défini comme « toute substance qui, lorsqu'elle 

est présente à de faibles concentrations par rapport à celle d'un substrat oxydable, retarde ou 

inhibe considérablement l'oxydation de ce substrat » (Halliwell & Gutteridge 2015). Les 

molécules antioxydantes ont été divisée en deux classes selon leur action : le antioxydants 

primaires qui brisent la cascade oxydative par activité antiradicalaire, et les antioxydants 

secondaires qui préviennent l’oxydation par activité chélatrice (Apak et al. 2013).  

I.1.5.2.2.2. Activité antioxydante primaire – action antiradicalaire 

La cascade oxydative est stoppée lorsqu’un électron de l’antioxydant primaire est apparié à 

l’électron réactif de l’espèce instable. Ces antioxydants primaires sont donc des réducteurs, des 

donneurs d’électrons, comme le montre l’Eq. 1 suivante (Apak et al. 2013) : 

 𝑅∙ + 𝐴𝐻 → 𝑅𝐻 + 𝐴∙ Eq. 1 

Avec 𝑅∙ un radical quelconque (y compris péroxyle et alkoxyle), 𝐴𝐻 l’antioxydent primaire 

avec l’hydrogène qui sera transféré avec un électron, et 𝐴∙ l’antioxydant primaire avec un 

électron non apparié, mais stable. C’est le principe des tests pour déterminer la capacité 

antiradicalaire des potentielles molécules antioxydantes, comme les tests au  2,2-di(4-tert-

octylphenyl)-1-picrylhydrazyl (DPPH),  le 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic 

acide (ABTS), ou la méthode de mesure de la capacité d'absorption des radicaux oxygénés 

(ORAC pour « Oxygen radical absorbance capacity ») (Gülçin 2012). Ces méthodes utilisent 

des molécules avec des propriétés différentes selon leur forme oxydée ou réduite (couleur, 

fluorescence). Ainsi, par exemple, pour mesurer l’effet d’une autre molécule antioxydante, le 

DPPH doit être rendu oxydé au préalable avec une espèce réactive (𝐷𝑃𝑃𝐻∙), puis l’antioxydant 

testé est ajouté pour réduire le 𝐷𝑃𝑃𝐻∙ en 𝐷𝑃𝑃𝐻 −𝐻, ce qui se traduit par une augmentation 

de couleur mesurée au spectrophotomètre à la longueur d’onde adéquate (Alashi et al. 2014a). 

Techniquement, les radicaux libres peuvent être capturés par deux principaux mécanismes : 

le transfert par atome d’hydrogène (HAT pour « hydrogen atom transfer ») et le transfert par 

électron unique (SET pour « single electron transfer »). Le HAT consiste à transférer un électron 

et un atome d’hydrogène en une étape au ligand (radical libre) (MAYER 2011).  Le SET se 
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réalise en deux étapes : (i) la molécule fournit un électron au radical libre, elle devient ainsi un 

radical ; (ii) transfert de l’hydrogène cationique. Les deux mécanismes sont difficilement 

distinguables et la plupart du temps les deux réactions se font en parallèle et conduisent au 

même résultat, mais les cinétiques et les potentiels d’ionisation diffèrent (Liang & Kitts 2014). 

La Figure 3 reprend la schématisation des mécanismes proposés par Esfandi et al. (2019) pour 

les résidus de tyrosine, cystéine et histidine.  

 
Figure 3 : Mécanisme proposés de HAT et SET de stabilisation de radicaux par les résidus d'acides aminé 

(Esfandi et al. 2019). (A) Tyrosine. (B) Cystéine. (C) Histidine. 

Ainsi, les petits peptides et peptides ayant des résidus de tyrosine, tryptophane, histidine, 

phénylalanine, cystéine et méthionine ont été identifié comme des bons antioxydants car ce sont 

de bons réducteurs (donneurs d’électrons). Puis quand ils sont sous forme radicalaire, ils restent 

stables par résonance (ou mésomérie) grâce aux cycles, doubles liaisons et des groupes alkyl 

voisins (Nwachukwu & Aluko 2019; Esfandi et al. 2019).  

Les peptides antiradicalaires ont été trouvés de nombreuses sources d’hydrolysats 

(hydrolyse enzymatique ou fermentaire) de céréales (Tang & Zhuang 2014; Wang et al. 2015a; 

Yan et al. 2015; Jin et al. 2016; Du et al. 2016; Babini et al. 2017), des légumineuses (Ngoh & 

Gan 2016; Mukhia et al. 2021), des oléoprotéagineux (Xue et al. 2009b, a; Ren et al. 2010; He 

et al. 2012), des poissons  (Kim et al. 2007; Zhang et al. 2016), des œufs (Nimalaratne et al. 

2015), de la viande (Ohata et al. 2016) et du lait (Pihlanto 2006). 
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I.1.5.2.2.3. Activité antioxydante secondaire – action chélatrice 

En plus des ROS, les métaux de transition actifs tel que le fer, (𝐹𝑒2+) ou le cuivre (𝐶𝑢2+) 

sont capables de catalyser la réduction des hydroperoxydes (𝑅𝑂𝑂𝐻) en peroxyle (𝑅𝑂𝑂∙), 

comme présenté par Eq. 2 suivante pour l’exemple des lipides (Elias et al. 2008):   

 𝑀𝛼+ + 𝐿𝑂𝑂𝐻 → 𝑀(𝛼+1)+ + 𝐻𝑂− + 𝐿𝑂∙ Eq. 2 

Avec 𝑀 un métal avec 𝛼 charges positives et 𝐿𝑂𝑂𝐻 un lipide quelconque. De ce fait, ce 

sont  des pro-oxydants très problématiques pour les lipides dans les formulations alimentaires 

ou cosmétiques, responsables du rancissement (Durand et al. 2021a). 

Pour éviter cette réaction, des molécules nucléophiles capables de former plus d’une liaison 

stable sont nécessaires pour capturer l’ion dans une formation en anneau (The Dow Chemical 

Company 2021). Le mécanisme reste le même, par HAT ou SET, mais les molécules restent 

attachées à l’ion métallique. Ce sont des molécules « chélatrices » et l’ion métallique est dit 

« chélaté ». Les tests comme le FRAP (pour « Ferric reducing antioxydent power ») ou le 

CUPRAC (pour « Cupric ions reducing antioxidant power) utilisent des molécules capables de 

former cette cage autour des les ions métalliques (Gülçin 2012). Par exemple, pour le test 

FRAP, quand le complexe de 2,4,6-tripyridyl-s-triazine et de 𝐹𝑒3+ ([𝐹𝑒3+ − (𝑇𝑃𝑇𝑍)2]
3+) est 

formé, la solution est intensément bleue-violette. Pour tester une molécule chélatrice, il faudrait 

alors qu’elle soit mise en solution au préalable avec le 𝐹𝑒2+, puis ajouter le TPTZ, qui ne 

donnera pas de coloration si tous les ions sont chélatés (Durand et al. 2021a). 

Des  petites molécules comme l’ammoniaque ou l’éthylènediamine peuvent former ces 

complexes chélateurs, mais les complexes les plus stables sont réalisés par des grandes 

molécules comme l’acide éthylènediaminetétraacétique (EDTA), capable de former six liaisons 

comme représenté sur la Figure 4 (Li et al. 2020). 

 

Figure 4 : Chélation d'un cation métallique (symbolisé par la lettre M)  par l'EDTA (Li et al. 2020). 

Pour cette raison, l’EDTA est massivement utilisé pour la préservation des aliments sujets 

à l’oxydation. Les acides aminés seuls, libres, ne font pas de telles structures, en revanche s’ils 
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sont assemblés en peptides, la structure totale est grande et est stabilisée par le squelette de la 

chaîne principale. De ce fait, les chaînes latérales présentent de nombreuses fonctions de 

complexation possibles avec les cations. Ces fonctions de complexation ont pu être prédites 

selon le concept d’acide-base de Lewis (Pearson 1969). En effet, un acide de Lewis est un 

accepteur d’électrons (espèce qui a une orbitale vide) alors qu’une base de Lewis en un donneur 

d’élections (espèce qui a un doublet d’électrons). Un classement empirique a ainsi pu être établi 

des différentes acides et bases de Lewis selon leur dureté :  

 Dur(e) (I) : liaisons ioniques stables entre acides et bases dures. 

 Intermédiaire (II) : liaisons de différente nature a priori stables entre acides et bases 

intermédiaires. 

 Doux (douces) (III) : liaisons covalentes stables entre acides et bases douces. 

Selon ce principe, les différents cations ont été mis en relation avec les groupements 

fonctionnels de leurs bases correspondantes, récapitulés dans le Tableau 2. 

Tableau 2 : Classements des cations métalliques (acides) et fonctions correspondantes avec leurs groupements 

fonctionnels (base) de conjugaison stable (d'après Pearson 1969). 

 Dur Intermédiaire Doux 

Acides 

𝐿𝑖+, 𝑁𝑎+, 𝑀𝑔2+, 𝐶𝑎2+, 𝐵𝑎2+, 

𝐴𝑙3+, 𝐺𝑎3+, 𝑉3+, 𝐶𝑟3+, 𝐶𝑜3+, 

𝐹𝑒3+, cations de la famille des 

lanthanides et actinides 

𝑀𝑛2+, 𝐹𝑒2+, 𝐶𝑜2+, 𝑁𝑖2+, 

𝐶𝑢2+, 𝑍𝑛3+, 𝑃𝑑3+ 

𝐶𝑢+, 𝐴𝑔+, 𝐶𝑑2+, 

𝐴𝑢+, 𝐻𝑔+ 

Bases 

Carboxylates (Glu et Asp), 

Hydroxyle (Ser, Thr, Tyr), 

Guanidinium (Arg), Carbonyle, 

alcools, amines, éther, eau, 

nitrate, sulfate, phosphate, 

carbonates, etc. 

Imidazole (His), amides (Asn, 

Gln), azote (liaison 

peptidique), indole (Trp), 

pyrrole (porphyrine), nitrite, 

azides, azote (gaz), pyridine, 

aniline, chloride, etc. 

Thiols (Cys), 

Thioesters (Met), 

phényl (Phe), 

éthylène, cyanide, 

etc. 

Ainsi le mécanisme de chélation par les peptides, présenté en Figure 5, a été proposé par 

(Esfandi et al. 2019) proposant quatre liaisons pour bloquer le cation 𝐹𝑒2+. De ce fait les 

fonctions amines et carboxyle terminales ou celles des chaines latérales, ainsi que les fonctions 

thiol et surtout imidazoles (histidine) avec un enchaînement d’au moins trois acides aminés, 

permettent de former des complexes stables avec les cations métalliques, quand la conformation 

le leur permet (Nwachukwu & Aluko 2019; Paris 2021). 
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Figure 5 : Mécanisme de chélation par les peptides proposé. (A) Repliement du peptides DHHQ permettant un 

rapprochement des doublets d'électrons autour du cation métallique avec quatre liaisons. (B) Piégeage entre 

deux peptides ayant des résidus d’histidine permettant quatre liaisons. 

Des peptides chélateurs ont été mises en évidence dans des hydrolysats protéines issues de 

ressources végétales : soja (Zhang et al. 2010; Mukhia et al. 2021), pois chiche (Torres-Fuentes 

et al. 2012), haricots (Carrasco-Castilla et al. 2012; Ngoh & Gan 2016), colza (He et al. 2013), 

tourteau de palmier (Zarei et al. 2016), sésame (Wang et al. 2012), millet perlé (Agrawal et al. 

2016), médecinier purgatif (Gallegos-Tintoré et al. 2011), algues rouges (Cian et al. 2016)) ; 

animales : lait (Caetano-Silva et al. 2015; Jaiswal et al. 2015), canard (Wang et al. 2015b)) ; et 

marines : goberge (Guo et al. 2015), holothurie (Kim et al. 2018). 
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En résumé, les hydrolysats protéiques présentes de nombreux avantages tant au 

niveau nutritionel (apport des acides aminés essentiels et azote, diminution de 

l’allergénisité), que fonctionnel (modification organoleptique et texturante, 

amélioration d’hydratation et des propriétés de surface, libération de peptides bioactifs) 

permettant leur application dans divers secteurs tels que la nutrition, l’alimentation, la 

nutrition-santé ou la sécurité alimentaire. De plus, dans la plupart des cas, ils sont 

issus d’une valorisation protéique de co-produits, ce qui contribue à augmenter 

l’exploitation des matières premières et par conséquent diminue les déchets finaux 

générés pour la filière concernée.  

Ces propriétés fonctionnelles dépendent des peptides composants l’hydrolysat, dont 

les caractristiques sont directement liées à la composition en acides aminés, la taille 

des peptides, leur proportion et leur concentration. Les hydrolysats sont ainsi 

notament définis en fonction de leur aminogramme, de leur hydrophobicité et de la 

répartition de taille des peptides. L’hydrolyse enzymatique permet de contrôler les 

populations de peptides produits grâce à la spécificité des protéases quant au(x) site(s) 

de coupure peptidique(s).  

La protéolyse enzymatique est réalisée dans des conditions définies de pH et 

température, propre à chaque enzyme. Ces conditions influent également sur la protéine 

à hydrolyser en changeant sa conformation. L’ensemble forme alors un système 

d’hydrolyse dont le mécanisme réactionnel est régi par des cinétiques complexes 

(parallèles, compétitives) avec des lois de vitesse spécifiques. Pour comprendre, et par 

conséquant, maîtriser le mécanisme de formation d’hydrolysat protéique, des études 

ont découlé sur la mise en place de modélisations enzymatiques, dont les 

développements sont présentés dans le paragraphe suivant. 
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 La protéolyse enzymatique 

 Les conditions opératoires de la protéolyse enzymatique 

La propriété première des enzymes est leur spécificité de site catalytique, qui est 

complémentaire à la charge, au degré d’hydrophobie et à la forme de son substrat (Whitehurst 

& Oort 2010). Le système enzyme/protéine est un système de deux protéines, dont une a une 

activité hydrolytique, et l’autre non. Ainsi, la nature des forces de maintien de la structure de 

ces deux entités sont les mêmes (interactions hydrophobes, liaisons hydrogènes, 

électrostatiques, de Wan der Walls, ponts disulfures) et leur état de conformation et d’activité 

dépend du milieu réactionnel (𝑝𝐻, température) et de leurs concentrations respectives. Ces 

paramètres influencent l’efficacité de l’hydrolyse selon plusieurs phénomènes structurels, 

chimiques et énergétiques. 

 Le 𝑝𝐻 

Le potentiel hydrogène, noté communément « 𝑝𝐻 », est une mesure de l’activité chimique 

de protons, 𝐻+ , en solution. Si l’activité en solution est grande (forte concentration en cations 

d’hydrogène), alors la solution est dite « acide », et si l’activité est faible, elle est dite « basique » 

ou « alcaline » (faible concentration en cations d’hydrogène). La définition pour les molécules 

présentent en solution est un peu différente : « un acide est une espèce qui a tendance à perdre 

un proton, et une base est une espèce qui a tendance à gagner un proton » (Leskovac 2003). Les 

AA ont ces capacités à perdre ou capter des protons, ce qui classifie certains comme basiques 

(Arg, Lys) et d’autre comme acides (Asn, Gln). Le milieu de solvation module ainsi l’état 

d’ionisation des groupements (charge positive ou négative) sur les chaînes latérales 

(carboxylate, thiol, amine, etc.), qui à un certain 𝑝𝐻 seront chargés ou non.  Ces états peuvent 

être déterminés avec la constante acide de dissociation, le 𝐾𝑎, ou plus usuellement avec son 

logarithme négatif, le 𝑝𝐾𝑎, qui est une valeur d’indication de la force d’un acide, la tendence 

de la molécule à se dissocier d’un proton. Cela permet de déterminer la forme qui prédomine à 

un certain 𝑝𝐻, sachent que quand le 𝑝𝐻 atteint la valeur du 𝑝𝐾𝑎, les deux formes de la 

molécule, acide et base, seront dans des concentrations égales. Ainsi un 𝑝𝐻 inférieur au 𝑝𝐾𝑎 

donnera une concentration de la forme acide supérieure à la forme basique, alors qu’un 𝑝𝐻 

supérieur au 𝑝𝐾𝑎 donnera une concentration de la forme basique supérieure à la forme acide. 

Au sein des protéines, certains groupements des AA donnent donc differents états d’ionisations, 

résumé par le Tableau 3. Ces charges participent à la stabilité de la protéine par les liaisons 

électrostatiques (entre charges négatives et charge positives) et les liaisons hydrogènes (entre 
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les groupes fonctionnels et les charges partielles des groupes polaires voisins) (Pace et al. 2009).  

Cependant, si le 𝑝𝐻 du milieu change de telle manière que deux mêmes charges se retrouvent 

voisines, elles se repousseront, ce qui participe à la déstabilisation et au dépliement de la 

protéine (Eisenberg 1995). 

Tableau 3 : Ionisations des groupes fonctionnel en fonction du milieu et la plage du pKa possible en fonction de 

la disposition du groupe fonctionnel dans la protéine. R : chaîne peptidique principale. Ar : cycle aromatique. 

Adapté de (Whitaker 1994; Leskovac 2003). 

Groupe 

fonctionnel 
Forme acide Forme basique 

𝒑𝑲𝒂 (dans 

la protéine) 

AA contenant 

le groupe 

Ammonium 𝑅 − 𝑁𝐻3
+ 𝑅 − 𝑁𝐻2 7,5 – 10,6 N-terminal, Lys 

Carboxyle 𝑅 − 𝐶𝑂𝑂𝐻 𝑅 − 𝐶𝑂𝑂− 3 – 5 
C-terminal, Asp, 

Glu 

Phénol 𝑅 − 𝐴𝑟 − 𝑂𝐻 𝑅 − 𝐴𝑟 − 𝑂− + 𝐻+ 9,8 – 10,5 Tyr 

Guanidinium 

  

11,6 – 12,6 Arg 

Thiol −𝑆𝐻 −𝑆− + 𝐻+ 8 – 8,5 Cys 

Imidazole 

  

5,5 – 7 His 

Le 𝑝𝐻 permet donc de moduler la protéolyse en ionisant les groupements fonctionnels, qui 

eux influencent les interactions intramoléculaires de la protéine, pouvant la compacter ou la 

déplier, ce qui jouera par conséquent sur les propriétés fonctionnelles de l’hydrolysat final en 

facilitant au non l’accès aux sites de clivage à l’enzyme. Concernant cette dernière, c’est le 

même principe qui rend le site catalytique de l’enzyme actif, car il doit avoir un certain degré 

de protonation. En exemple, la Figure 6 illustre le mécanisme du site catalytique des protéases 

aspartiques, qui ont deux Asp liés à une molécule d’eau et qui doivent avoir une charge négative 

nette pour fonctionner comme un nucléophile et attaquer le carbonyle de la liaison peptidique 

(Theron & Divol 2014).  
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Figure 6 : Mécanisme catalytique proposé des protéases à acide aspartique (Theron & Divol 2014). R : chaîne 

du peptide 1. R’ : chaîne du peptide 2. (A) Liaison à une molécule d’eau et attaque nucléophile sur le carbonyle 

de la liaison peptidique. (B) Formation d’un intermédiaire tétraèdre stabilisé par les liaisons hydrogènes (traits 

pointillés) à l’Asp32 chargé négativement. (C) Le proton lié à l’atome d’oxygène attaquant est cédé à l’atome 

d’oxygène de l’Asp32, et inversion de configuration de l’azote de la liaison peptidique par la donation d’un 

hydrogène par l’Asp215. (D) Libération des peptides formés et l’Asp215 est régénéré avec une charge négative 

pour un nouveau cycle.  

Ainsi, la mesure de l’activité enzymatique en fonction du 𝑝𝐻 donne typiquement une courbe 

en cloche, où aux extrémités il n’y aura aucune activité, et le sommet représentera le « 𝑝𝐻 

optimum » de l’enzyme, où elle donnera le plus de produits possibles pour un temps donné. Le 

criblage sur le 𝑝𝐻 et l’enzyme peut conduire donc à des hydrolysats avec des populations 

peptidiques différentes (taille et ionisation), découlant sur une variation d’une propriété pour 

un même couple enzyme/protéine. Par exemple, en testant trois 𝑝𝐻 et quatre enzymes pour 

l’hydrolyse de l’isolat protéique de Colza, afin d’améliorer les propriétés émulsifiantes, les 

résultats ont montré des différences de stabilités en fonction du 𝑝𝐻, avec une haute stabilité au 

𝑝𝐻 7 avec la trypsine et une faible stabilité au 𝑝𝐻 4 avec la pepsine (Alashi et al. 2018).  Le 

𝑝𝐻 influe aussi typiquement sur la solubilité des protéines, qui est la plus faible quand le 𝑝𝐻 

est égal au point isoélectrique (𝑝𝐼) de la protéine (Adler-Nissen & Olsen 1979). Le 𝑝𝐼 est le 𝑝𝐻 

auquel la protéine est électriquement neutre, c’est-à-dire qu’elle possède autant de charges 

positives que négatives. Cela contribue à une grande stabilité de la protéine par une 

augmentation des intérractions intramoléculaires, ce qui diminue les interactions ioniques avec 

l’eau environnante, d’où une diminution de la solubilité (Kristinsson & Rasco 2000).  

 La température 

La température est, en thermodynamique, la mesure de l’énergie moyenne de l’agitation des 

molécules dans un système (Giancoli 2014). Elle a ainsi de nombreux effets sur la protéolyse. 

D’abord sur la protéine, l’augmentation de la température du milieu agit comme un facteur 

dénaturant qui modifie la structure de la protéine de sa forme native (souvent compacte, 

globulaire) en forme dépliée (expansée). Plus précisément, la dénaturation a été définie comme 

«la désorganisation de la molécule de protéine native, en passant de l'arrangement régulier d'une 

structure rigide à l'arrangement irrégulier et diffus d’une chaîne peptidique ouverte et flexible » 
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(Eisenberg 1995). La raison de ce changement est liée à la notion d’enthalpie, l’énergie totale 

du système. La protéine sous forme native a une certaine quantité d’énergie qui la maintient 

stable. Pour déstabiliser ce système, il faut apporter une énergie plus élevée. C’est cet effet 

qu’apporte le transfert thermique. Plus la température est élevée, plus les molécules seront 

agitées et rompront les interactions intramoléculaires de la protéine. Ainsi, si les sites de clivage 

sont au départ renfermés profondément, ils seront exposés à la surface dans une protéine 

dénaturée, ce qui facilite leur mise en contact avec le site catalytique de l’enzyme et augmente 

la quantité de produit par unité de temps (Cheison et al. 2011).  

Sur l’enzyme, l’effet de la température est le même mais évidemment on ne cherchera pas 

à la dénaturer, sinon il n’y aura plus de réaction enzymatique. Il lui faut tout de même une 

température à laquelle elle est stable et dans sa conformation active. Par conséquent, pour une 

réaction effective, il faut chercher un compromis entre la stabilité thermique de l’enzyme et sa 

désactivation thermique, c’est la notion de « température de réaction optimale » déterminée 

pour chaque enzyme (Punekar 2018).  

Enfin, pour que la réaction ait lieu entre la protéase et la protéine, il faut que les deux entrent 

en contact. C’est la théorie de la collision, issus de la théorie cinétique des gaz qui présente 

justement la température comme la mesure de l’agitation des particules, et donc leur énergie 

cinétique (Giancoli 2014). Toutes les collisions, les rencontres, entre l’enzyme et la protéine ne 

sont pas effectives à une température donnée. Pour une collision effective, il faut que le site 

catalytique se heurte précisément au site de coupure, et si les molécules sont peu agitées, leur 

probabilité de rencontre dans la bonne conformation est faible. En augmentant la température, 

l’agitation des enzymes et protéines s’intensifie, ce qui augmente leur probabilité de rencontre 

et par extension, cela augmente la vitesse de réaction et la quantité de peptides produits 

(Cornish-Bowden et al. 2005; Cheison et al. 2011).  

Néanmoins, une augmentation de température peut aussi conduire à des effets néfastes pour 

l’hydrolyse. Les températures de fonctionnement appliquées aux enzymes les plus utilisées 

(trypsine, pepsine, Flavourzyme®, etc.) sont généralement dans une gamme de 25°C à 50°C 

(Alashi et al. 2014b; Durand et al. 2021a). Certaines protéases peuvent fonctionner au-dessus 

de 70°C, comme la thermolysine et l’alcalase (Contreras et al. 2011; Beaubier et al. 2021a). Or 

pour les températures au-dessus de 50°C, la solubilité des protéines peut diminuer par leur 

agrégation, due au contact des parties hydrophobes et de la réticulation entre des groupes 

fonctionnels des AA, dont la probabilité de rencontre est également régie par la théorie des 
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collisions (Tolkach & Kulozik 2007; Cheison et al. 2012). L’agrégation des protéines peut aussi 

augmenter la résistance à l’hydrolyse, voire diminuer la libération de peptides bioactifs 

(Elmalimadi et al. 2017) car la conformation de l’agrégat, structure non-native, n’est plus 

reconnue par le site catalytique de l’enzyme (Leeb et al. 2015). 

 Concentration enzyme et substrat 

 Loi d’action des masses 

Une réaction enzymatique est un système de réaction chimique très particulier, mais il suit 

généralement le postulat fondamental des cinétiques chimiques : la loi d’action de masses, c’est-

à-dire que la réaction est directement proportionnelle à la concentration des réactifs présents. 

Pour une réaction simple bimoléculaire, par exemple entre une molécule A et une molécule B 

(Eq. 3) et la loi d’action des masses est représentée par l’Eq. 4 (Korobov & Ochkov 2011a) : 

 
𝐴 + 𝐵

𝑘
→ 𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑖𝑡 Eq. 3 

 
𝑟𝐴𝐵 = 𝑘 × [𝐴]

1 × [𝐵]1 Eq. 4 

La notation plus générale est présentée par l’Eq. 5 : 

 
𝑟𝑥 = −𝑘∏𝐶𝑥

𝑛𝑥

𝑥

 Eq. 5 

Ainsi, la loi d’action des masses pour une réaction est notée 𝑟𝑥, le taux de réaction (appelé 

aussi « vitesse de réaction »). Le taux de réaction est la mesure de la rapidité avec laquelle la 

concentration des réactifs change au cours du temps. En l’occurrence, c’est la variation de la 

(des) concentration(s) 𝐶𝑥 pour chaque substance 𝑥 participante. L’exposant 𝑛𝑥 est l’ordre de 

réaction « partiel » pour chaque substance. La valeur de l’ordre de réaction correspond, pour 

des réactions simples (une réaction identifiée sans ambiguïté, Eq. 3), au coefficient 

stœchiométrique pour chaque substance (Eq. 4). Les valeurs des ordres de réaction partiels 

servent à déterminer l’ordre de réaction « global » de la réaction, qui est la somme des 𝑛𝑥. Pour 

l’exemple de l’Eq. 4, l’ordre de réaction global vaut 1 + 1 = 2. Pour des réactions complexes 

(plusieurs produits, plusieurs états intermédiaires ou étapes non identifiées), une stoechiométrie 

exacte est extrêmement difficile à déterminer. L’ordre de réaction devient alors un paramètre 

expérimental à ajuster, permettant de relier les concentrations à la vitesse de réaction et de 

déterminer le modèle réactionnel (Korobov & Ochkov 2011a; Punekar 2018). La constante de 

vitesse 𝑘, est le principal paramètre cinétique qui exprime la proportionnalité entre le taux de 

réaction et la concentration des réactifs. Cependant, il ne dépend pas des concentrations des 
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réactifs mais de la température, dans la plupart des cas. Ce paramètre est en lien avec la théorie 

des collisions, et plus spécifiquement, c’est l’interprétation du nombre des collisions efficaces 

qui amènent à une réaction entre l’enzyme et son substrat. Cette relation est décrite par la loi 

empirique d’Arrhénius (Cornish-Bowden et al. 2005) : 

 
𝑘 = 𝐾𝑝𝑒 × 𝐹𝑆 × 𝑒

−
𝐸𝑎
ℛ𝑇 Eq. 6 

Avec 𝐾𝑝𝑒, une constante pré-exponentielle qui regroupe les notions de la « fréquence des 

collisions » et le « facteur stérique » (contact entre le site catalytique et le site de clivage dans 

la bonne conformation), 𝐸𝑎, l’énergie d’activation de la réaction, 𝓡 la constante des gaz parfaits 

et 𝑇 la température. Cette relation étant empirique, la détermination des termes 𝐾𝑝𝑒 et 𝐸𝑎 est 

réalisé en traçant un graph 𝑙𝑜𝑔(𝑘) = 𝑓 (
1

𝑇
). Cela donne une droite avec la pente qui vaut 

−
𝐸𝑎

2,203ℛ
 et l’ordonnée qui vaut 𝐾𝑝𝑒.  

Toutes les réactions enzymatiques ne suivent pas cette loi, mais cette méthode reste 

utilisable pour des système complexes dont il est plus simple d’obtenir des informations 

empiriques, comme pour une protéolyse avec plusieurs produits et les REM pour mesurer une 

activation ou désactivation enzymatique (Adu-Amankwa et al. 1981; Sannier et al. 1994; 

Paolucci-Jeanjean et al. 2001; Hedhili et al. 2015). 

 Conséquence sur le mécanisme enzymatique 

Une réaction enzymatique quelconque est représentée généralement par l’Eq. 7 suivante 

(Cornish-Bowden et al. 2005): 

 

𝐸 + 𝑆 

𝑘𝑘1
⇌

𝑘𝑘
𝑘−1

 𝐸𝑆 
𝑘2
→  𝐸 + 𝑃 Eq. 7 

Avec E l’enzyme, S le substrat, ES le complexe d’association entre l’enzyme et le substrat, 

qui se dissocie en donnant l’enzyme E intacte et le produit P. Le complexe ES est donc un 

intermédiaire, qui est formé avec une vitesse 𝑘1, puis ES se dissocie en E et P avec une autre 

vitesse 𝑘2. Cependant, comme de nombreuses réactions sont réversibles, la possibilité de la 

réaction inverse est admise à partir de l’intermédiaire ES à l’enzyme et substrat 𝐸 +  𝑆 initiaux 

avec la vitesse 𝑘−1. De l’autre côté, il est aussi possible d’observer des réactions inverses à 

partir de E + P vers l’intermédiaire ES, mais pour des raisons de simplification de 

démonstration, et les hydrolyses peptidiques n’en faisant pas partie, ce cas n’est pas représenté 

(Brown & Biellmann 1992). 
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Une réaction enzymatique est faite donc en plusieurs étapes, qui ont des vitesses de réactions 

différentes, ce qui résulte en contraintes cinétiques et mécanistiques, qui diffèrent d’une 

réaction chimique classique. La concentration du substrat augmente le taux de réaction, mais 

de manière finie jusqu’à une vitesse maximale, 𝑉𝑚𝑎𝑥. En effet, durant le moment où l’enzyme 

est liée au substrat, elle est indisponible et donc toutes les autres molécules de substrat ne 

réagiront pas. Ainsi quand la concentration en substrat est très supérieure à la concentration en 

enzyme, ce sont des conditions dites « saturantes » car l’enzyme n’est quasiment plus sous 

forme libre puisqu’elle se lie très rapidement à un nouveau substrat disponible. Le taux de 

réaction devient indépendant de la quantité en substrat mais proportionnel à la quantité en 

l’enzyme, car la réaction se fera au rythme de la disponibilité de l’enzyme libre. Dans ce cas-

là, comme la variation de la concentration du substrat est négligeable et la concentration de 

l’enzyme est constante, la réaction est dite « d’ordre zéro », et la formation du produits est 

linéaire (par la constante proportionnelle de vitesse k) en fonction du temps (Whitehurst & Oort 

2010). 

Cette condition particulière de réaction enzymatique peut être recherchée pour une 

caractérisation poussée de l’enzyme, mais qui n’est pas nécessaire pour la production 

d’hydrolysats fonctionnels, surtout qu’une protéine a énormément de sites de clivage sur elle. 

Cette condition sert tout de même à comprendre que la disponibilité de l’enzyme est un facteur 

important qui influence le nombre de liaisons clivées efficacement (la vitesse de réaction), ce 

qui modulent la vitesse de « libération » des différents peptides, et leur proportion relative des 

uns par rapport aux autres, en fonction de l’avancement de l’hydrolyse (Su et al. 2007). Les 

protéines ayant beaucoup de sites de clivages, même pour une protéase qui n’en a que deux 

dans son sélectome, il faudra un certain temps pour que toutes les liaisons soient clivées ou bien 

la concentration en enzyme doit être élevée (Guo et al. 2009). A l’inverse, si la coupure de 

toutes les liaisons n’est pas visée (hydrolyse limitée), la durée de l’hydrolyse peut être écourtée 

sciemment ou bien la quantité de l’enzyme doit être très faible par rapport au substrat (Adler-

Nissen 1984). Ce rapport entre l’enzyme et le substrat est communément modulé par le 

paramètre du ratio 𝐸/𝑆, la quantité de l’enzyme par rapport à la quantité du substrat. Plus la 

quantité du substrat est grande par rapport à l’enzyme, plus la valeur du ratio est petite 

(Contreras et al. 2011). Cette modulation permet par conséquent d’influencer les propriétés 

fonctionnelles de l’hydrolysat avec, par exemple, une augmentation de ±10% d’activité 

antiradicalaire (Elmalimadi et al. 2017). 
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A l’effet du ratio 𝐸/𝑆, la concentration initiale en substrat est aussi à prendre en compte, 

étant donné que les protéines ont tendance à s’agréger, voire se gélifier, ce qui diminue la 

solubilité et l’accès aux sites de clivage (Butré et al. 2012). A cela, peuvent s’ajouter des effets 

possibles d’inhibition par les produits (Deng et al. 2018) et une agitation du mélange réactionnel 

inadapté à la masse introduite (Elmalimadi et al. 2017). 

 Mécanismes spécifiques des protéases 

Tous ces phénomènes physico-chimiques des protéines (ionisation, dénaturation) influencés 

par les conditions opératoires (𝑝𝐻, T, E/S, concentration initiale), le fonctionnement de 

l’enzyme (complémentarité des formes, complexe intermédiaire, plusieurs peptides) et la 

multitude de peptides dont les quantités varient au cours de l’avancement de la réaction, font 

de la protéolyse un système très laborieux à étudier dans son ensemble. Néanmoins, 

Linderstrom-Lang (1953) a développé très tôt un modèle permettant de décrire quantitativement 

la protéolyse par rapport à l’état de la protéine, à l’activité enzymatique et leur influence sur les 

populations peptidiques observés.  

Pour cela, une étape est ajoutée, qui prend en compte la vitesse de la dénaturation de la 

protéine – facteur facilitant l’accès aux sites de coupures enfouis – et elle est comparée à l’étape 

de l’hydrolyse enzymatique. Le modèle se distingue alors en deux types de mécanismes 

extrêmes: le one-by-one (pour « un par un ») et le zipper (pour « fermeture éclair ») 

(Linderstrom-Lang 1953). La Figure 7 A représente le schéma du mécanisme one-by-one et 

indique que si la vitesse de dénaturation protéique (𝑘1) est infiniment plus lente que celle de 

l’hydrolyse enzymatique (𝑘2), chaque molécule de protéine, tour à tour, sera dégradée 

progressivement et entièrement, car dès qu’un site de coupure est découvert, il sera hydrolysé. 

Tout au long de la réaction, l’hydrolysat se composera que protéines résiduelles intactes et 

de « peptides finaux ». Un peptide final est un peptide qui n’a pas de site de clivage et qui 

restera inchangé pour le reste de l’avancement de la réaction. La Figure 7 B représente le 

schéma du mécanisme zipper et indique qu’à l’inverse, si la protéine est dénaturée de manière 

infiniment plus rapide (𝑘1) comparée à l’activité de l’enzyme (𝑘2), les liaisons peptidiques 

seront exposées toutes en même temps, et seront clivées « aléatoirement » dans chacune des 

protéines. Par conséquent, des « peptides intermédiaires », peptides possédant encore des sites 

de clivages, seront libérés en même temps que des peptides finaux. Cet hydrolysat pourrait alors 

avoir des protéines résiduelles, des peptides intermédiaires et des peptides finaux.  
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Figure 7 : Schématisation des mécanismes théoriques rencontrés en protéolyse : (A) one-by-one et (B) zipper. 

Adapté de (Adler-Nissen 1976). 

Ces deux mécanismes impliquent que si on suit la concentration de chaque peptide au cours 

de l’avancement de la réaction, il y aura des différences cinétiques significatives (Fernández & 

Riera 2013). La Figure 8 A présente, en exemple, la cinétique de quatre peptides, 𝐴, 𝐵, 𝐶 et 𝐷 

issus d’un mécanisme one-by-one. Tous ces peptides sont finaux et sont issus directement de la 

protéine mais à des vitesses différentes (𝑘𝐴 > 𝑘𝐵 > 𝑘𝐷 > 𝑘𝐶). La Figure 8 B présente quatre 

peptides hypothétiques issus d’un mécanisme zipper. Les peptides 𝐴 et 𝐶 sont donc des peptides 

intermédiaires, qui ont été libérés de la protéine initiale, à deux vitesses différentes d’apparition 

(𝑘𝐶
𝑎 > 𝑘𝐴

𝑎), ce qui augmente leur concentration au début de la réaction, puis plus tard ils sont 

scindés à leur tour, avec des vitesses de disparition (𝑘𝐶
𝑑 et 𝑘𝐴

𝑑), ce qui diminue leur concentration 

à la fin de la réaction. Le peptide 𝐷 est issu directement de la protéine avec une vitesse 

d’apparition 𝑘𝐷
𝑎  et est un peptide final. Le peptide 𝐵 a une certaine « phase de latence » (pas 

d’augmentation de la concentration franche à partir du temps 0) qui peut s’expliquer par le fait 

que ce peptide est issu d’un (ou des) peptide(s) intermédiaire(s) uniquement. En l’occurrence, 

s’il est issu de 𝐴 et 𝐶 il y aura deux vitesses d’apparition qui seront 𝑘𝐶
𝑑 et 𝑘𝐴

𝑑.   
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Figure 8 : Exemple de cinétique d'évolution des concentrations des peptides lors d’un mécanisme (A) one-by-

one et (B) zipper. Valeurs arbitraires. 

Toutes les réactions protéolytiques (par des endopeptidases) peuvent être considérés comme 

des intermédiaires entre ces deux mécanismes extrêmes, même si un pur one-by-one peut être 

observé (Beaubier et al. 2019a). La tendance vers l’un ou l’autre des mécanisme peut dépendre 

du coupe enzyme/protéine (Ortiz & An 2000), mais cela peut aussi être régulé par la 

température et le ratio 𝐸/𝑆, qui sont en soi les deux facteurs qui influencent la vitesse de 

réaction. En effet, une élevation de la tempréture augmente le nombre de collisions (cf. §I.2.1.2 

p.32 EB), ce qui résulte en une tendance du mécanisme one-by-one (Linderstrom-Lang 1953). 

De la même manière, en augmentant la quantité de l’enzyme par rapport à la protéine (𝐸/𝑆 

élevé), un grand nombre d’enzyme libres se retrouvent en concurrence pour hydrolyser les sites 

de clivage, tendant vers un mécanisme one-by-one, alors qu’une faible disponibilité d’enzymes 

libres (𝐸/𝑆 faible) amenera à des omission des sites de coupure, tendent vers un mécanisme 

zipper (Vorob’ev et al. 1986; Deng et al. 2018). 

 Influence sur les propriétés fonctionnelles 

Les propriétés des hydrolysats sont dirigées par leurs propriétés qui sont dépendantes de 

leurs compositions et propriétés physico-chimiques (répartitions de tailles, charges, 

hydrophobie, etc.). Ces propriétés sont influencées par l’avancement de la réaction, la 

spécificité de coupure de la protéase et le mécanisme suivi, qui peuvent être contrôlés par les 

conditions opératoires appliquées au procédé. A un faible avancement de la réaction, le 

mécanisme zipper va permettre de générer de longs peptides intermédiaires, tandis qu’il sera 

possible d’obtenir des mélanges de petits peptides et de protéines intactes avec le mécanisme 

one-by-one.  
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Ainsi, il a été montré que les propriétés émulsifiantes/moussantes étaient préférentiellement 

améliorées avec la libération de peptides longs amphiphiles (10-18 kg.mol-1), qui de plus étaient 

très stables (Liu et al. 2019; Ding et al. 2021). En revanche, plus les peptides sont courts (plus 

l’hydrolyse est avancée), plus les émulsions sont instables, mais cela peut augmenter des 

activités antioxydantes, avec des peptides de faibles poids moléculaires entre 1 et 10 kg.mol-1 

(Kumar et al. 2016). Dans l’exemple des peptides antimicrobiens, un grand nombre a été 

produit suite au mécanisme semi-zipper avec des tailles peptidiques entre 5 kg.mol-1 et moins 

de 1 kg.mol-1 (Adje et al. 2013).  

Par conséquent, en identifiant le mécanisme responsable de la propriété de l’hydrolysat 

cible, il est possible de reproduire la fonctionnalité à l’identique, ce qui est recherché en 

production d’ingrédients fonctionnels pérenne (López-Morales et al. 2019).  

 Mise en œuvre de la protéolyse en réacteurs 

En pratique, le procédé d'hydrolyse enzymatique des protéines est mis en œuvre de manière 

discontinue, en réacteur batch (pour « lot » en anglais), illustré par la Figure 9. Il s’agit du 

mode de fonctionnement le plus facile à mettre en place et à contrôler car le nombre de variables 

est ainsi limité. En effet, toutes les conditions opératoires sont définies (𝑝𝐻, T, concentration 

substrat et rapport E/S (Adler-Nissen 1984)) en fonction de l’enzyme et de la protéine mises en 

jeu. Au cours de la réaction, le 𝑝𝐻 initial du milieu sera modifié par la libération des fonctions 

amines et acides carboxyliques. Le 𝑝𝐻 étant un paramètre opératoire impactant l’activité des 

enzymes (cf. §I.2.1.1 p.30 EB), il convient de le maintenir constant notamment par titration, au 

même niveau que le maintien de la température.  

Le plus pratique est l’utilisation d’un outil de pH-stat, qui ajoute une base ou un acide en 

fonction des formes ionisées prédominantes, comme illustré par la Figure 10. Au 𝑝𝐻 acide, la 

fonction amine de la liaison peptique coupée est ionisée (pKa = 8), donc elle capte un proton, 

ce qui diminue le 𝑝𝐻 du milieu. Pour le remplacer, un proton est ajouté au moyen du 𝐻𝐶𝑙, qui 

se dissosie en milieu aqueux en 𝐻+ et 𝐶𝑙−. Au 𝑝𝐻 basique, c’est la fonction carboxylique qui 

est ionisée (pKa = 3,7), et pour cela un proton est libéré, ce qui augmente le 𝑝𝐻 du milieu. Pour 

le neutraliser, la soude peut être ajoutée, qui se dissocie en 𝑁𝑎+ et 𝐻𝑂−, et ce dernier anion 

hydroxyle réagit avec le proton pour former une molécule d’eau (Adler-Nissen et al. 1983; Pace 

et al. 2009; Mat et al. 2018). 
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Figure 9 : Illustration d'une protéolyse enzymatique en batch. Dans cet exemple le mélange est assuré par la 

rotation d’un barreau aimanté, le maintien de la température par un réacteur avec une double paroi contentant 

l’eau continuellement chauffée et le suivi de la réaction ainsi que le maintien du pH constant est réalisé par 

l’ajout de HCl ou NaOH. 

 
Figure 10 : Représentation schématique de la protéolyse enzymatique et le principe de la titration par le pH-stat 

aux pH acides et basiques. 𝑃1 et 𝑃2: résidus peptidiques des deux côtés de la coupure. (Mat et al. 2018). 

Toutefois, les performances catalytiques en réacteurs batch peuvent être limités en 

productivité et d’efficacité à cause : 

- des inhibitions de l’enzyme par les produits (ou autre substances), limitant l’hydrolyse 

totale des protéines (Vioque et al. 2001). 

- du coût d'enzyme élevé (jusqu’à plus de 1000 €/𝑘𝑔 pour des enzymes purifiées) au 

regard du prix du marché pour des ingrédients protéiques (20 – 70 €/𝑘𝑔). 

L’arrêt de la réaction enzymatique, également nécessaire en réacteur batch, peut se faire 

soit par dénaturant thermique de l’enzyme soit par changement de 𝑝𝐻. Des post-traitements 
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supplémentaires sont alors nécessaires à chaque production (chromatographie d’échanges 

d’ions, filtration, centrifugation) (Pasupuleti & Demain 2010) et ils entraînent des surcoûts 

importants du produit final : jusqu’à plus de 100 €/𝑘𝑔 voire autour de 2000 €/𝑘𝑔 pour des 

biopeptides (Greenweez.com 2022; iHerb.com 2022; SuperSmart.eu 2022). 

Au final, pour obtenir un « hydrolysat cible » avec la (les) fonctionnalité(s) voulue(s) et 

reproductible, un certain nombre de paramètres doivent être pris en compte et contrôlés. Ces 

propriétés technico-fonctionnelles (solubilité, viscosité, émulsion, pouvoir antioxydant, etc.) 

étant dépendant des caractéristiques de l’hydrolysat, comme le taux de conversion protéique, le 

degré d’hydrolyse,  la répartition de masse molaire ou la libération de groupes fonctionnels. Ce 

sont ces derniers paramètres qui peuvent être suivi au cours de l’hydrolyse (Chabanon et al. 

2007; Valencia et al. 2014; Deng et al. 2018).  

 Les cinétiques de protéolyse enzymatique, modélisation et optimisation 

Dans tout procédé, des conditions optimales sont recherchées pour le critère ciblé, afin 

d’avoir le moins de dépenses énergétiques et matérielles possibles, pour un résultat au plus 

proche de l’objectif. Cependant, le criblage sur les valeurs des conditions opérationnelles est 

discrétisé, cela insinue alors qu’un optimum peut être entre deux valeurs expérimentées (Ruan 

et al. 2010). Pour un critère d’optimalité basé sur la quantité de peptides totaux produits, par 

exemple, la valeur optimale peut alors être inconnue si le prélèvement n’a pas été fait à ce 

moment-là et les conditions optimales ne pourront pas être définies précisément. Ainsi, pour ne 

pas multiplier les prélèvements mais quand même avoir accès à des valeurs continues, des 

modélisations sont communément réalisés, qui relient les conditions opératoires au critère ciblé 

(Guo et al. 2009). L’optimisation est basée ensuite sur ces modélisations, ce qui permet de 

déterminer tous les paramètres nécessaires à la réaction, et, in fine de conceptualiser et mettre 

en œuvre le procédé industriellement (Márquez & Vázquez 1999; Beaubier et al. 2021a).  

 Modèles mécanistiques : la référence, Michaelis-Menten 

Quand les caractéristiques sont maîtrisées, c’est une garantie d’un produit conforme aux 

qualité et quantité attendues. Cette maîtrise est réalisable en orientant les paramètres qui 

influencent la transformation de la matière première. Pour ce faire, il est primordial de connaître 

l’évolution temporelle et le chemin de transformation que subit la matière première jusqu’au 

produit fini. C’est ce qui permet de faire la modélisation.  

La modélisation est l’élaboration d’un modèle, un système d’équations mathématiques, qui 

représente le plus fidèlement possible tous les phénomènes impliqués dans l’observation 
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expérimentale du système étudié, ce qui permettrait de prévoir l’évolution de ce système 

(Cornish-Bowden et al. 2005). Il existe trois méthodologies de modélisation principales : la 

modélisation mécanistique, la modélisation empirique et la modélisation hybride. Les 

modélisations mécanistiques sont les plus appliquées en enzymologie et sont élaborées à partir 

de leur cinétique réactionnelle. La cinétique enzymatique est l’étude de variation de 

concentration du substrat et/ou des produits au cours du temps. Elle permet de déterminer la 

vitesse de la réaction, les étapes réactionnelles, les paramètres cinétiques (cf. §I.2.1.3.1 p.34 

EB), et finalement, de modéliser l’activité enzymatique. 

Lorsque le modèle prend en compte uniquement l’aspect cinétique d’une réaction, dans des 

conditions opératoires définies invariables, c’est un « modèle cinétique » et est le plus simple à 

appliquer quand il y a qu’un seul produit et avec des simplifications (Eq. 7 p.35). C’est sur cette 

base qu’ont été développées la majorité des cinétiques enzymatiques, en reprenant les 

hypothèses du modèle de Michaelis-Menten (M-M). Pour cela, d’abord la loi d’action de masse 

est appliquée et la réaction est réécrite sous forme d’équations différentielles ordinaires 

suivantes, pour chaque composant : 

 𝑑[𝐸]

𝑑𝑡
=  −𝑘1[𝐸][𝑆] + 𝑘2[𝐸𝑆]+𝑘−1[𝐸𝑆] Eq. 8 

 𝑑[𝐸𝑆]

𝑑𝑡
=  𝑘1[𝐸][𝑆] − (𝑘2 + 𝑘−1)[𝐸𝑆] Eq. 9 

 𝑑[𝑆]

𝑑𝑡
=  −𝑘1[𝐸][𝑆]+𝑘−1[𝐸𝑆] Eq. 10 

 
𝑟𝑔 =

𝑑[𝑃]

𝑑𝑡
=  𝑘2[𝐸𝑆] Eq. 11 

La libération du produit étant l’étape limitante, 𝑘2 est la vitesse maximale déterminant le 

taux de la réaction globale 𝑟𝑔 (elle est aussi appelée la constante catalytique, noté 𝑘𝑐𝑎𝑡) 

(Cornish-Bowden et al. 2005). Or, si le taux de réaction est déterminé par Eq. 11, la 

concentration du complexe [𝐸𝑆] est généralement inconue, ou très difficile à obtenir. Pour cela, 

trois contournements sont nécessaires :  

1) La réécriture de [𝐸𝑆] en fonction de [𝐸]0, la concentration en enzyme initiale et [𝐸], la 

concentration en enzyme libre à un intant 𝑡 de la réaction (Eq. 12). 

2) Le principe d’état stationnaire, considérant que la formation de l’intermédiaire [𝐸𝑆] est 

proche de sa vitesse de décomposition, donc que la variation de sa concentration est 

nulle (Eq. 13). 
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3) L’hypothèse que la concentration de l’enzyme initiale [𝐸]0 est nettement inférieure à 

celle du substrat initial [𝑆]0, et dans ce cas la concentration du substrat à tout moment 𝑡 

est egale à sa concentration initiale (Eq. 14). 

  
[𝐸𝑆] =  [𝐸]0 − [𝐸] Eq. 12 

 𝑑[𝐸𝑆]

𝑑𝑡
=  0 Eq. 13 

 
Si [𝑆]0 ≫ [𝐸]0 alors [𝑆] ≅  [𝑆]0 Eq. 14 

Ainsi, en implémentant les Eq. 12, Eq. 13 et Eq. 14 dans l’Eq. 11, le taux de réaction 

devient : 

 
𝑟𝑔 =

𝑑[𝑃]

𝑑𝑡
=

𝑘2[𝐸]0[𝑆]

𝑘−1 + 𝑘2
𝑘1

+ [𝑆]
 

Eq. 15 

Cette équation peut être encore simplifiée car d’une part, il n’est pas nécessaire de connaître 

la valeur de toutes les constantes 𝑘 individuellement, mais une constante apparente 𝐾𝑚 suffit à 

définir la cinétique de la réaction. D’autre part, la véritable quantité de l’enzyme [𝐸]0 peut aussi 

être inconnue, surtout pour des extraits enzymatiques. Cette difficulté est aussi contournée en 

combinant 𝑘2 et [𝐸]0 en un paramètre 𝑉𝑚𝑎𝑥, qui est la vitesse limite, dépendante de l’enzyme 

(Cornish-Bowden et al. 2005). Ainsi l’équation finale s’écrit sous la forme finale suivante : 

 
𝑟𝑔 =

𝑑[𝑃]

𝑑𝑡
=
𝑉𝑚𝑎𝑥[𝑆]

𝐾𝑚 + [𝑆]
 Eq. 16 

Cette équation est très pratique et permet de définir les paramètres cinétiques 𝑉𝑚𝑎𝑥 et  𝐾𝑚 

avec quelques expériences additionnelles de mesure de vitesse initiale ou directement par 

ajustement à la courbe cinétique (Duggleby & Wood 1989; Bisswanger 2014). De plus, elle 

peut être complétée par les phénomènes d’inhibition par le produit (Brown & Biellmann 1992; 

Abu-Reesh 2000). Ainsi, naturellement elle a été appliquée à des hydrolysats protéiques, mais 

en considérant que le produit 𝑃 est la somme de tous les peptides libérés, quelle que soit leur 

taille ou le mécanisme d’apparition (Adu-Amankwa et al. 1981; Azhari & Lotan 1991; Andre 

2015). En fonction du critère que l’on étudie, cette démarche peut être suffisante, comme la 

solubilité, les peptides totaux, le degré d’hydrolyse (𝐷𝐻) ou la conversion protéique (𝑋𝑝) 

(Chabanon et al. 2007; Zapata-Montoya et al. 2018; Mai̇ & Nhan 2020)). 
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 Le degré d’hydrolyse 

Le degré d’hydrolyse (DH) est le pourcentage de liaisons coupés sur la totalité de liaisons 

présentes (Adler-Nissen 1976). C’est le critère communément utilisé pour le suivi cinétique de 

l’hydrolyse et ainsi peut être un objectif à cibler pour obtenir une certaine répartition de taille 

peptidique et par conséquent certaines propriétés physico-chimiques ou activités : solubilité 

(Adler-Nissen et al. 1983), activité antimicrobienne (Adje et al. 2013) ou activité antioxydante   

(Elmalimadi et al. 2017) par exemple. Il peut être quantifié par diverses méthodes comme le 

pH-stat, l’osmométrie (lien entre le nombre de liaisons peptidiques et l’osmolarité de la 

solution) ou encore la spectrophotométrie (réaction entre le terminaisons ionisées et des 

chromophores) (Rutherfurd 2010). Une méthode originale récemment publiée propose sa 

quantification par CLHP-ES (Beaubier et al. 2019a).  

 Le taux de conversion protéique 

Le taux de conversion protéique (Xp), est le pourcentage de protéines hydrolysées à un 

instant t, est l’un des critères pratiques de mesure de l’efficacité de l’hydrolyse dans différentes 

configurations (Mannheim & Cheryan 1990). Il peut être mesuré en comparant la quantité 

d’azote soluble par rapport à la quantité d’azote total (Kjeldahl), où la concentration en azote 

soluble sera élevée à la fin de l’hydrolyse (Mullally et al. 1994), ou bien par CLHP avec le 

chromatogramme de l’hydrolysat, où le signal de la protéine sera faible à la fin de l’hydrolyse 

(Beaubier et al. 2019a). 

 Limites du modèle M-M, retour aux cinétiques formelles 

Même si le modèle de M-M peut être appliqué à la majorité des mécanismes enzymatiques 

étudiés, on se rend compte que ces conditions peuvent être très contraignantes et inadaptées à 

une analyse cinétique généralisée. En effet, il faut avoir des conditions particulières et 

contrôlées pour appliquer les Eq. 12, Eq. 13 et Eq. 14, car il s’agit du cas particulier ou la 

réaction est d’ordre zéro (cf. §I.2.1.3.2 p.35 EB), alors que cette condition n’est généralement 

pas respectée tout au long de l’hydrolyse (Bisswanger 2011; Choi et al. 2017). En effet, la 

formation de produits suit une cinétique de forme concave divisée en trois phases (Bisswanger 

2011):  

1) Un début d’activité pré-stationnaire non linéaire, trop courte pour être mesurée (quelques 

microsecondes) (Figure 11 B ①). 

2) Une deuxième phase où l’activité est stationnaire et a donc une progression linéaire car 

le substrat est en grande quantité (ordre zéro) (Figure 11 A ②). 
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3) Puis l’activité ralentie puis atteint un plateau (premier ordre ou supérieur), le substrat a 

été consommé et la réaction est terminée (Figure 11 A ③). 

De plus, une approche basée sur les peptides totaux serait injustifiée étant donnée la 

complexité du système, car ce modèle ne prend en compte ni la diversité de composants de 

réaction (autant produits que substrats), ni la diversité de types de réactions simultanées, ni la 

diversité du réseau réactionnel (production, déplétion, inhibition, inactivation), ni les vitesses 

de réaction respectives (Qi & He 2006; Pinto et al. 2007). Certaines études sont alors reparties 

des lois chimiques générales, en considérant que l’Eq. 11 suit une cinétique de premier ordre, 

pseudo-premier ordre (lorsque l’un des réactifs est en très large excès, comme l’eau en milieu 

aqueux), ou second ordre puisque l’évolution de la concentration du produit en fonction du 

temps ressemble à ces courbes, comme le montre la Figure 11 A. De plus, il est assez simple 

de passer d’un taux de réaction (qui est une équation différentielle) à une solution analytique 

au temps t de la réaction, qui est une équation simple à ajuster aux données expérimentales, 

comme le résume le Tableau 4. Les études utilisant cette approche avec différents degrés 

d’adaptation sont résumées dans le Tableau 5 p.48. 

 
Figure 11 :  Première lecture : (A) Evolution de concentration d'un (des) produit(s) issu(s) d'une réaction 

enzymatique hypothétique (croix noires), comparée aux réactions d’ordre 1 (tirés rouges) et 2 (petits tirés bleus) 

avec [𝑆]0 = 5 et k = 0.2. Deuxième lecture : (B) ① Début de formation des produits, activité pré-stationnaire, 

non linéaire. (A) ② Activité stationnaire. ③ Ralentissement de l’activité et atteinte d’un plateau, concentration 

totale du produit formé. Adapté de (Cornish-Bowden et al. 2005; Bisswanger 2011) 
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Tableau 4 : Réactions d'ordres 1 à 𝑛 avec leur taux de réaction et leurs solutions analytiques des concentrations 

correspondantes des réactifs et du produit (Cornish-Bowden et al. 2005; Korobov & Ochkov 2011a; Seoud et al. 

2016). 

Ordre Réaction Taux de réaction Solution Analytique 

1er ordre 𝐴
𝑘
→ 𝑃 

𝑟𝐴 = −𝑘[𝐴] [𝐴]𝑡 = [𝐴]0𝑒
−𝑘𝑡 

𝑟𝑃 = 𝑘[𝐴] [𝑃]𝑡 = [𝐴]0(1 − 𝑒
−𝑘𝑡) 

Pseudo-

1er ordre 
𝐴 + 𝐵

𝑘
→ 𝑃 

B en excès 

𝑟𝐴 = −𝑘[𝐴][𝐵] [𝐴]𝑡 = [𝐴]0𝑒
−𝑘𝑡[𝐵]0 

𝑟𝑃 = 𝑘[𝐴][𝐵] [𝑃]𝑡 = [𝐴]0(1 − 𝑒
−𝑘𝑡[𝐵]0) 

2nd ordre 𝐴 + 𝐴
𝑘
→ 𝑃 

𝑟𝐴 = −𝑘[𝐴]
2 [𝐴]𝑡 =

[𝐴]0
1 + 𝑘𝑡[𝐴]0

 

𝑟𝑃 = 𝑘[𝐴]
2 [𝑃]𝑡 = [𝐴]0 −

[𝐴]0
1 + 𝑘𝑡[𝐴]0

 

Ordre n 
𝐴1 +⋯+𝐴𝑛

𝑘
→𝑃 

𝑛 × 𝐴
𝑘
→ 𝑃 

𝑟𝐴 = −𝑘[𝐴]
𝑛 

[𝐴]𝑡 =
[𝐴]0

√1 + (𝑛 − 1)𝑘𝑡[𝐴]0
(𝑛−1)𝑛−1

 

𝑟𝑃 = 𝑘[𝐴]
𝑛 

[𝑃]𝑡 =
1

√[𝐴]0
(1−𝑛)𝑛−1

−
1

√[𝐴]0
(1−𝑛)

+ (𝑛 − 1)𝑘𝑡
𝑛−1

 

Ainsi, ces équations ont été reprises pour être adaptées à la protéolyse, en modélisant les 

cinétiques des critères globaux (𝐷𝐻, 𝑋𝑝) mais surtout les cinétiques des concentractions de 

différentes fractions peptidiques identifiées, comme le montre le Tableau 5. Ces dernières 

méthodes (Butré et al. 2014; Trusek-Holownia & Noworyta 2015; Deng 2018) se rapprochent 

le plus de ce qu’on pourrait attendre d’une modélisation de la protéolyse, car elles discrétisent 

les différents peptides en prenant en compte leur différentes cinétiques d’apparition. Cependant, 

ces cinétiques peuvent correspondre uniquement aux peptides issus du mécanisme one-by-one, 

et pas du tout pour un mécanisme zipper. Il manque donc encore une partie essentielle à la 

méthodologie de modélisation de la protéolyse.
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Tableau 5 : Exemples non exhaustif de méthodes de régression non-linéaires pour ajuster les paramètres 

cinétiques aux critères ciblés. Paramètres ajustables : a et b. Réactivité des liaisons :𝑦𝑥. Constantes de vitesse 

réactionelles : 𝐾𝑥 et 𝑘𝑥.  

Critère modélisé Modèle Référence 

Substrat – Premier 

ordre 
𝑙𝑛 (

𝑑𝑆

𝑑𝑡
) = 𝑙𝑛(−𝑘𝑆0) − 𝑘𝑡 (Archer et al. 1973) 

𝑫𝑯 - Premier ordre 
𝑑𝐷𝐻

𝑑𝑡
= 𝑎 ∙ 𝑒−𝑏∙𝐷𝐻 

(Márquez & Vázquez 1999) 

(Martínez-Araiza et al. 2012) 

(Zapata-Montoya et al. 2018) 

𝑫𝑯 - Premier ordre 𝐷𝐻 =
1

𝑏
∙ 𝑙𝑛 (𝑎𝑏𝑡 + 1) 

(Valencia et al. 2015) 

(Zhou 2016) 

𝑫𝑯 – Second ordre 
𝑑𝐷𝐻

𝑑𝑡
= 𝐷𝐻𝑚𝑎𝑥 −

𝐷𝐻𝑚𝑎𝑥
1 + 𝑘𝐷𝐻 ∙ 𝐷𝐻𝑚𝑎𝑥 ∙ 𝑡

 

(Deng et al. 2017, 2018; 

Deng 2018) 

(Beaubier et al. 2019a) 

𝑿𝒑 – Second ordre 
𝑑𝑋𝑝

𝑑𝑡
= 𝑋𝑝𝑚𝑎𝑥 −

𝑋𝑝𝑚𝑎𝑥
1 + 𝑘𝑋𝑝 ∙ 𝑋𝑝𝑚𝑎𝑥 ∙ 𝑡

 (Beaubier et al. 2019a) 

𝑿𝒑 – Pseudo-premier 

ordre / M-M 

𝐴

𝐴0
= 1 − 𝑒

−
𝑘2
𝐾𝑚

∙𝐸0∙𝑡
 

(Agard et al. 2012) 

(Deng et al. 2017) 

Fraction massique de 

chaque peptide – 

Premier ordre / M-M 

𝑑𝑦𝑖
𝑑𝑡
= 𝑘 ∙

1

1 +
𝐶0 ∙ 𝑦ℎ
𝐾𝐼

∙ ( ∑ 2 ∙
𝑦𝑖
𝑗
− 𝑦𝑖(𝑖 − 1)

𝑁

𝑗=𝑖+1

) 
(Trusek-Holownia & 

Noworyta 2015) 

Concentration de 

chaque peptide – 

Premier (f) et Second 

ordre (s) 

𝐶𝑖,𝑡
𝑓
= 2 ∙ (𝐶0

𝑓
− 𝐶0

𝑓
∙ 𝑒
−𝑘𝑖,𝑎𝑝𝑝

𝑓
∙𝑡
) 

𝐶𝑖,𝑡
𝑠 = 2 ∙ (𝐶0

𝑠 −
𝐶0
𝑠

1 + 𝑘𝑖,𝑎𝑝𝑝
𝑠 ∙ 𝑡 ∙ 𝐶0

𝑠) 

(Butré et al. 2014) 

(Deng 2018) 

 

 Modèles empiriques : Surface de réponse 

L’impact des conditions opératoires (𝑝𝐻, 𝑇, 𝐸/𝑆) sur les cinétiques de protéolyse a été 

l’objet d’un grand intérêt pour l’optimisation des conditions de réaction. Il en va de même pour 

l’optimisation des propriétés obtenues par protéolyse enzymatique. 

Si le mécanisme exact de la protéolyse enzymatique n’a pas pu être modélisé, l’application 

de modèles statistiques et empiriques a permis de contourner cette difficulté en reliant 

directement les conditions opératoires à une (ou des) propriété(s) recherchée(s). Cela a été 

possible notamment grâce la stratégie des plans d’expériences (DoE pour « Design of 

Experiments ») et méthode de surfaces de réponses (SRM pour « Surface Response 

Methodology ») (Hill & Hunter 1966; Telford 2007). Le DoE est un processus structuré qui 

permet de mettre en œuvre et d’analyser des tests contrôlés pour évaluer les facteurs 
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indépendants qui affectent une variable de réponse dans un domaine donné. De plus cette 

méthode est multivariable, c’est-à-dire qu’elle permet d’établir des corrélations en faisant varier 

les facteurs simultanément, ce qui ne se faisait pas avec les tests enzymatiques cinétique usuels. 

Ainsi les conditions opératoires telles que le 𝑝𝐻, la température, le ratio 𝐸/𝑆, la concentration 

en enzyme, la nature de l’enzyme, la concentration en substrat et la nature du substrat, sont 

autant de facteurs dont l’influence peut être évaluée sur les propriétés de l’hydrolysat telles que 

le 𝐷𝐻, la 𝑋𝑝, l’activité microbienne, l’activité anti-radicalaire, l’activité chélatrice, l’activité 

inhibitrice de ACE, la solubilité, etc. (Linder et al. 1997; Guerard et al. 2007; Guo et al. 2009; 

Chabeaud et al. 2009a; Seo et al. 2015; Wali et al. 2017; Vidal et al. 2018; Korkmaz & Tokur 

2022).  

Cela permet ainsi d’implémenter un (ou des) modèle(s) polynomial(aux) avec des termes 

significatifs qui mettent en lien les facteurs (conditions opératoires) et les réponses (propriétés) 

(cf. Eq. 79 p.109 M&M). L’avantage de cette méthodologie est qu’elle permet de modéliser un 

système même si l’on ne connait pas tous les phénomènes physico-chimiques impliqués, car les 

valeurs nécessaires au bon ajustement du modèle seront compensées par les constantes du 

modèle. Ces modèles permettent notamment de trouver les conditions optimales, c’est-à-dire 

l’ensemble des conditions significatives et leur valeur qui amènent à la capacité maximale (ou 

minimale) de la propriété recherchée, c’est l’optimisation (Telford 2007). 

 Modèles hybrides 

Cependant, un modèle polynomial ne correspond pas forcement à toutes les cinétiques 

enzymatiques. Une méthodologie alternative propose alors de combiner le modèle du 

mécanisme (qui comprend des paramètres cinétiques) et à la caractérisation simple du procédé 

en termes des paramètres opératoires (Valencia et al. 2014). Pour cela, les constantes et les 

paramètres cinétiques a, b et/ou k (cf. modèles Tableau 5 p.48) sont les variables dépendantes 

auxquelles la stratégie DoE attribue des corrélations en fonction des conditions opératoires (𝑝𝐻, 

𝑇, 𝐸/𝑆). Par conséquent, ces modèles permettent de modéliser toute la cinétique réactionnelle 

et l’évolution d’une propriété en fonction des conditions opératoires appliquées (Valencia et al. 

2015; Huang et al. 2020a; Du et al. 2022).  

 Modèles empiriques : Equations différentielles 

La question de la modélisation du mécanisme protéolytique reste toute de même importante 

car la compréhension de la dynamique de l'hydrolyse permet d’une part, de contrôler les 

propriétés du produit (Andrade et al. 2019), et d’autre part, d’accroître le succès d’un 
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changement de mode de production (d’un batch à un mode continu par exemple, où le substrat 

est ajouté et les produits sont soutirés) ou d’un accroissement de volume de production 

(extrapolation à l’échelle industrielle) (Saran et al. 2007; Punekar 2018). A l’heure actuelle, la 

généralisation d’outils informatiques (Vorob’ev 1998), des méthodes statistiques (Sousa et al. 

2003; duVerle & Mamitsuka 2012; Seleme 2019) et des modèles mathématiques (Vorob’ev et 

al. 1987; Meena et al. 2010) pour générer des fonctions de plus en plus complexes, ont permis 

d’élargir les possibilités d’étude de systèmes d’hydrolyse très complexes avec l’intégration des 

cinétiques de chaque composé, mais il n’y pas encore de méthode simple compatible ce qu’un 

développement industriel accepterait d’investir en temps et en énergie.  

Le problème général réside dans le fait que si un modèle est trop simple, son application 

sera très limitée, mais s’il est trop complexe, il ne peut être analysé statistiquement avec une 

précision suffisante (Márquez & Vázquez 1999). Un consensus doit alors être trouvé en ajustant 

les valeurs d’un modèle le plus adéquate possible sur les expériences empiriques, de cette 

manière même si tous les phénomènes ne sont pas identifiés, ils seront quand même pris en 

compte et permettront d’établir un modèle significatif. 

Toutes les modélisations citées dans Tableau 5 sont valables pour un mécanisme de type 

one-by-one. La seule étude mécanistique proposant une modélisation zipper est présentée par 

Trusek-Holownia & Noworyta (2015). Cela suppose néanmoins de connaître la protéine 

hydrolysée (en l’occurrence β-lactoglobuline), les sites de coupures de l’enzyme utilisée 

(tyrosine), la réactivité des liaisons peptidiques, afin de présupposer les différentes masses des 

groupes de monomères libérés pour ajuster les paramètres du modèle appliqué (inhibition ou 

non, le nombre de monomères, la fraction, inactivation enzyme) et ses paramètres cinétiques, 

qui étaient issus des données de Fernández & Riera (2013). Cela reste donc plutôt applicable 

dans un cadre académique qu’industriel, étant donné que ce niveau de connaissances demande 

plusieurs années d’analyses. Il est alors nécessaire de trouver des raccourcis pour rendre le 

développement plus attractif et abordable. 

La solution proposée est alors d’utiliser les données expérimentales et les combiner aux 

équations différentielles, qui sont en fait déjà des équations mathématiques des réactions 

chimiques (cf. §I.2.1.3.1 p.34 EB). La libération des peptides finaux et intermédiaires au cours 

des mécanismes one-by-one et zipper trouvent justement leur ressemblance aux réactions 

chimiques usuelles d’un produit issu du substrat (𝐴 en 𝐵, Eq. 17) ou bien d’un produit devenu 

substrat intermédiaire (𝐴 en 𝐵 puis en 𝐶, Eq. 20) dont les taux de réaction sont aisément écrits 
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sous forme d’équations différentielles. Dans le premier cas (Eq. 17)), l’Eq. 18 est le taux de 

réaction du réactif 𝐴 qui disparait, et l’Eq. 19 et le taux de réaction du produit 𝐵 qui apparait. 

C’est une analogie du mécanisme one-by-one où chaque peptide provient de la protéine, qui a 

déjà était appliquée en remplaçant le modèle de M-M par le premier ou second ordre de réaction.  

 𝐴
𝑘1
→𝐵 Eq. 17 

 
𝑑𝐴

𝑑𝑡
= −𝑘1[𝐴] Eq. 18 

 
𝑑𝐵

𝑑𝑡
= 𝑘2[𝐴] Eq. 19 

Dans le deuxième cas (Eq. 20), l’Eq. 21 est le taux de réaction du réactif 𝐴 qui se transforme 

en produit-réactif 𝐵, qui lui-même se transforme en produit 𝐶 par le taux de réaction en Eq. 22 

et enfin l’Eq. 23 et le taux d’apparition du produit 𝐶. Cette réaction est une analogie du 

mécanisme zipper, où un peptide intermédiaire est libéré de la protéine, puis ce peptide libère 

un peptide final. 

 𝐴
𝑘1
→𝐵 

𝑘2
→𝐶 Eq. 20 

 
𝑑𝐴

𝑑𝑡
= −𝑘1[𝐴] Eq. 21  

 
𝑑𝐵

𝑑𝑡
= 𝑘1[𝐴] − 𝑘2[𝐵] Eq. 22  

 
𝑑𝐶

𝑑𝑡
= 𝑘2[𝐶] Eq. 23 

Les cinétiques de ces réactions sont illustrées par la Figure 12. Dans le premier cas (Figure 

12 A), la totalité du réactif 𝐴 est transformé en produit 𝐵 donc les courbes sont l’opposé l’une 

de l’autre. Dans le deuxième cas (Figure 12 A), le produit-réactif 𝐵 est libéré au début, puis il 

est consommé au profit du produit 𝐶. Une certaine latence est ainsi observée au début pour le 

produit 𝐶 étant donné qu’il fallait une phase de formation du produit-réactif 𝐵. Les produits 𝐵 

et 𝐶 ont des évolutions bien différentes et pourtant la somme des deux définira la même courbe 

que le produit 𝐵 que dans le premier cas (Figure 12 A). 
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Figure 12 : Simulation de réactions de transformation de réactifs, supposé d’ordre 1. (A) Réactif A en produit B, 

avec k1 = 0,5 et [A]0=5. (B) Réactif A en B puis en C, avec k1= 0,5, k2 = 0,33 et [A]0=5. Les valeurs sont 

arbitraires. 

Ainsi, la méthodologie la plus précise pour étudier la protéolyse incluant l’ensemble des 

produits consisterait à identifier, dans un premier temps, les différentes populations de peptides 

générés, par CLHP (Sousa et al. 2003; Trusek-Holownia & Noworyta 2015) ou par 

spectrométrie de masse (Munoz-Tamayo et al. 2012; Fernández & Riera 2013). Dans un 

deuxième temps, la cinétique d’hydrolyse est étudiée en suivant les concentrations de chaque 

peptide (ou fraction peptidique) identifié par les mêmes technologies. Puis, un procédé 

séquentiel de génération de ces peptides en fonction des populations identifiées (taille, 

séquence) est proposé. Cela donne le schéma réactionnel qui montre l’intervention de chaque 

peptide dans le mécanisme d’hydrolyse et ainsi un bilan de matière (taux de réaction) est établi 

pour chaque composant (protéine, peptide intermédiaire, peptide final). Enfin, les paramètres 

cinétiques de ces équations de bilan de masse sont ajustés aux expériences. De cette manière 

Munoz-Tamayo et al. (2012) ont identifié les paramètres cinétiques de neuf fragments 

peptidiques (dont deux intermédiaires) issus de l’hydrolyse de la β-caséine par Lactococcus 

lactis. Les concentrations de l’enzyme ont été prises en compte. Fernández & Riera (2013) ont 

utilisé la relation de l’Eq. 24 pour les peptides finaux et l’Eq. 25 pour les peptides 

intermédiaires. Cela a permis de déterminer les paramètres cinétiques pour quinze peptides 

issus de la β-lactoglobuline digérée par la trypsine. 

 
𝑑𝑃𝑒𝑝𝑥
𝑑𝑡

= 𝑘𝑥 ∙ 𝑃𝑒𝑝𝑥 ∙ 𝐸 Eq. 24 

 
𝑑𝑃𝑒𝑝𝑥
𝑑𝑡

= 𝑘𝑥 ∙ 𝑃𝑒𝑝𝑥 ∙ 𝐸 − 𝑘ℎ ∙ 𝑃𝑒𝑝𝑥 ∙ 𝐸 Eq. 25 

Avec 𝑃𝑒𝑝𝑥 un peptide 𝑥, 𝑘𝑥 la constante d’apparition du peptide 𝑥, 𝑘ℎ la constante 

d’hydrolyse (de disparition) supplémentaire si c’est un peptide intermédiaire, et 𝐸 l’enzyme. 
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 Optimisation économique multicritère 

Un hydrolysat protéique doit non seulement avoir des propriétés technico-fonctionnelles, 

mais en plus le process de sa fabrication doit être économiquement viable, pour un retour sur 

investissement convenable. Ainsi, même à une étape précoce du développement il faut tenir 

compte des coûts de production (Faber et al. 2015). Au stade de la protéolyse, les deux critères 

les plus coûteux sont le temps d’hydrolyse (demande en énergie pour maintenir la température) 

et la quantité de l’enzyme. Il faut donc trouver un juste compromis en la quantité de l’enzyme, 

le temps de la réaction, et la propriété de l’hydrolysat à un niveau acceptable. La résolution de 

ce genre de problématique ne peut pas être facilement déterminée à partir d’une SRM car 

l’optimalité réactionnelle se trouve généralement un jeu de conditions qui coûtent cher à la 

réalisation (température élevée, temps long, quantité d’enzyme élevé) (Reeves & Wright 1999). 

Ainsi des outils de résolution spécifiques aux problèmes d’optimisation multicritère ont été 

développés, notamment les algorithmes évolutionnaires qui permettent d’obtenir un ensemble 

de solutions optimales respectant les compromis avec un temps de calculs réduit (Sarkar & 

Modak 2005). Cette dernière approche d’optimisation par l’algorithme génético-évolutionnaire 

avec la modélisation par les plans d’expériences de paramètres cinétiques (cf. §I.2.3.4 p.49 EB) 

a été appliquée avec succès par Beaubier et al. (2021a) et représente une méthodologie très utile 

à l’optimisation des protéolyses en batch.  
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En résumé, la protéolyse enzymatique dépend de nombreux paramètres : la 

spécificité de l’enzyme, la conformation de la protéine et les conditions opératoires 

(concentration des réactifs, 𝑝𝐻, 𝑇, 𝐸/𝑆). Ces paramètres définissent le mécanisme 

protéolytique (one-ny-one ou zipper), lequel attribuera une certaine composition 

(fractions peptidiques, fraction protéique), certaines caractéristiques (hydrophobie, 

répartition masse molaire, concentration, etc.), et à la fin, certaines propriétés à 

l’hydrolysat (émulsion, hydratation, viscosité, bioactivité, etc.). 

Le mécanisme protéolytique peut être dirigé par les conditions opératoires, mais 

pour cela il faut pouvoir modéliser cette dynamique particulière et très complexe. Les 

modèles mécanistiques, appliqués usuellement en enzymologie, ne sont pas adaptés à un 

système complexe de plusieurs réactions en parallèle et plusieurs produits qui sont 

aussi des réactifs. Des modélisations basées sur les données empiriques et équations 

différentielles ont été développées et appliquées avec succès pour déterminer les 

paramètres cinétiques de chaque peptide identifié. Cependant, elles nécessitent une 

étude très poussée de l’enzyme, afin de connaître non seulement sa spécificité mais 

aussi sa séléctivité, et de la protéine, afin d’identifier les peptides et leur séquence. 

Pour optimiser la production de l’hydrolysat sur critères technico-économiques 

(temps hydrolyse, quantité enzyme), un modèle hybride, combinant une SRM et un 

modèle cinétique, peut être utilisé en tandem avec une méthode d’optimisation 

multicritères. Cela permet d’obtenir des conditions opératoires optimales donnant la 

propriété d’hydrolysat ciblée en accord avec un compromis économonique. 
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 Filtration membranaire 

Les propriétés des hydrolysats dépendent généralement de certaines populations cibles de 

peptides (de taille ou séquence spécifique). Or en mélange complexe, ces propriétés/activités 

peuvent être diminuées due à la présence d’autres fractions non actives. Afin d’enrichir les 

hydrolysats en peptides d’intérêt pour améliorer leurs activités, des procédés de 

fractionnement/purification en aval de la protéolyse peuvent être nécessaires. Il s’agit 

principalement de méthodes de précipitation sélective, chromatographie et séparation 

membranaire. Cette dernière technique est très avantageuses pour la purification de peptides : 

elle ne nécessite pas de solvant organique, peut être réalisée en conditions douces (température 

ambiante et 𝑝𝐻 de la solution tampon), ce qui permet de garantir leurs intégrité et activité 

biologique ; elle permet de séparer une fraction peptidique d’intérêt (fractionnement) ; peut être 

combinée facilement à d’autres opérations unitaires, et donc permet un fonctionnement 

continu  ; ce qui à la fin, permet d’obtenir un rendement élevé en produit (Agyei et al. 2016).  

Ainsi, cette technologie s’est développée en fonction de différents besoins de clarification, 

concentration, purification, lavage, fractionnement, amenant à une diversité de techniques, 

géométries, matériaux et performances. Ce sont maintenant des procédés très bien étudiés et 

décrits dont les dossiers approfondis sont disponibles dans la revue « Techniques de 

l’Ingénieur » (Maurel 1993; Aimar & Daufin 2004; Aimar 2006; Causserand 2006; Gésan-

Guiziou 2007; Remigy & Desclaux 2007; Rabiller-Baudry 2009; Aimar et al. 2010a; Rios 

2012) donc les aspects sont succinctement repris dans cette partie.  

 Notions et mécanismes de base 

La séparation à travers une membrane (une couche mince d’un matériau physique 

perméable et insoluble) nécessite l’action d’une force motrice de transfert, qui peut être une 

différence de potentiel en termes de pression, de concentration ou électrique. Les constituants 

perméables à la membrane vont ainsi s’écouler avec la phase liquide dans un compartiment 

perméat (fraction transmise). Les constituants ne pouvant pas s’écouler dans les pores de la 

membrane vont eux rester dans le compartiment rétentat (fraction retenue) et s’accumuler sur 

la membrane (formation d’un dépôt) (Figure 13 A) (Rios 2012). La filtration tangentielle 

applique un flux parallèle à la membrane et permet de limiter le dépôt en perturbant son 

accumulation avec un cisaillement provoqué par ce flux de recirculation. Cela permet ainsi 

d’avoir une diminution du flux de perméat plus lente (Figure 13 B) (Aimar et al. 2010a).  
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Figure 13 : (A) Illustration du principe de la filtration tangentielle, avec QA le débit d’alimentation de la 

solution à traiter, qui est divisé en deux, en QP, le débit traversant la membrane, formant le débit de perméat, et 

QR le débit ne traversant pas la membrane et formant le débit de rétentat. (B) Conséquence de la filtration 

tangentielle sur le dépôt des composés retenus sur la membrane et sur le débit de perméat (débit de filtration) 

(Aimar et al. 2010a; Rios 2012).  

Un procédé membranaire implique des notions de transfert de matière (écoulement, 

accumulation), de transfert de solvant (pression transmembranaire) et de transfert membranaire 

(sélectivité, seuil de coupure) qui sont influencés par la géométrie, les matériaux utilisés et les 

paramètres de fonctionnement. 

 Flux de perméation 

Les membranes de filtration sont assimilées à des milieux poreux incompressibles, ainsi le 

flux de perméat (𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥) de solvant pur (eau) est proportionnel à la différence de pression 

appliqué de part et d’autre de la membrane. Cette caractéristique est décrite par la loi de 

Darcy (Aimar & Daufin 2004): 

 
𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 = 𝐿𝑝 ∙

∆𝑃

µ
 Eq. 26 

Avec 𝐿𝑝 le coefficient de perméabilité (ou juste perméabilité) (𝑚), µ la viscosité du perméat 

(𝑃𝑎. 𝑠). La pression transmembranaire est la force agissante de l’opération et c’est la moyenne 

des pressions d’alimentation (𝑃𝐴) et celle dans le compartiment rétentat (𝑃𝑅), à laquelle on 

soustrait la pression dans le compartiment perméat (𝑃𝑃), cette dernière vaut en général 

zéro (Aimar & Daufin 2004): 

 
𝑃𝑇𝑀 = 𝛥𝑃 =  

𝑃𝐴 + 𝑃𝑅
2

− 𝑃𝑃 Eq. 27 

Tout composé 𝑖 dans le rétentat est véhiculé vers le perméat avec une vitesse 𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥, 

définissant un flux convectif, ou flux de matière, 𝐶𝑖 ∙ 𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 (𝑔.𝑚−2. 𝑠−1). Ainsi, plus 𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 est 

élévé, plus de composé 𝑖 sera transféré pendant un temps donné. Par conséquent, le flux de 

perméat est le paramètre principal qui détermine la rentabilité du procéssus de séparation en 

terme de réduction du temps et de productivité élevée (Cui et al. 2010). 
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 Transport de solutés 

L’application d’une membrane pour un procédé dépend essentiellement de ses propriétés 

sélectives, c’est-à-dire sa capacité à être perméable à certains composés d’une taille particulière. 

Ainsi, en premier lieu les membranes ont été considérées comme des tamis et la loi de Ferry 

(Ferry 1936) a été définie pour décrire le transport de molécules à travers une membrane 

(Cherkasov 1990). Elle considère que dans un pore de rayon r, les molécules se répartissent 

dans un cylindre de rayon r – a. Avec a le rayon de Stokes de la molécule. Grâce à cette règle, 

dans des conditions idéales d’exclusion stérique, le taux de rétention (R) peut être 

approximé par (Aimar & Daufin 2004): 

 𝑅 =  [1 − (1 −
𝑎

𝑟
)
2

]
2

 Eq. 28 

La rétention définit la sélectivité du procédé, avec R = 1 si la molécule est parfaitement 

retenue, et R = 0 si la membrane est perméable à la molécule (concentration dans le perméat 

égale à la concentration dans le rétentat). La sélectivité est la capacité de la membrane à retenir 

les solutés de différentes tailles, indiquée par son seuil de coupure nominal (NMWCO pour 

« nominal molecular weight cut-off ») qui est déterminé par le constructeur. Le seuil de coupure 

est défini comme la masse molaire minimale d’un soluté étalon dont la rétention est supérieure 

à 90% ou 95% (Causserand 2006). Les membranes d’ultrafiltration ont des seuils de coupure 

qui varient de 1 à 300 kg.mol-1 généralement, ce qui correspond à peu près à des tailles de pores 

entre 2 et 100 𝑛𝑚 (Sablani et al. 2006).  

Les courbes de tamisage sont usuellement réalisées avec des polymères, notamment la 

norme NF X45-103 préconisait d’utiliser le dextran ou le polyéthylène glycol (PEG) comme 

polymère traceur car ils présentent une diversité de tailles et interagissent très peu avec les 

membranes (Afnor NF X 45-103 1997). Or, la rétention du soluté est basée sur les dimensions 

efficaces du soluté et non sur le poids moléculaire seul. Les solutés non sphériques s'orienteront 

sous le cisaillement, de sorte que leur grand axe soit parallèle aux pores. Ainsi, les dextrans à 

chaîne linéaire ont un passage plus élevé que les protéines globulaires de même poids 

moléculaire, car le rayon effectif des protéines augmente (jusqu’à un facteur 4) avec la 

diminution de la force ionique en raison de la réduction du blindage électrostatique (Pujar & 

Zydney 1998). Ensuite, les interactions entre la membrane et les peptides en solution sont très 

fortes et dépendent des conditions opératoires (pH, T, force ionique). Ainsi, par exemple, les 

particules chargées augmentent la rétention si les charges des particules et de la membrane sont 

du même type (les particules sont repoussées), ou sont à l’origine du phénomène d’adsorption 
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électrostatique (le flux de matière est bloqué). On peut voir les différences que cela peut amener 

par la Figure 14 quand la sélectivité est stérique (effet tamis pur) et quand l’effet électrostatique 

est ajouté (Aimar 2006). Ainsi, l’indication du seuil de coupure n’est pas une garantie pour 

obtenir un hydrolysat enrichi uniquement en peptides inférieurs au seuil, ce qui nécessite une 

caractérisation plus résolutive en fractions peptidiques présentes (Bourseau et al. 2009). 

Notamment cela peut être fait en étalonnage avec l’hydrolysat, ce qui donne une courbe de 

sélectivité et cette dernière représente le plus fidèlement possible les fractions peptidiques qui 

seront retenuse et avec quelle intensité (Chabeaud et al. 2009c; Kapel et al. 2011). 

 

Figure 14 : Courbes de tamisage. Rétention calculée selon la loi de Ferry pour un soluté supposé sphérique 

pour une membrane supposée homopore (pores uniformes) avec et sans interactions électrostatiques (Aimar 

2006). 

 Classification des techniques de séparation membranaire 

Les procédés de séparation baro-membranaires sont classifiés en fonction de leur taille des 

pores, qui indiquent les constituants (particules en suspension ou en solution) qu’ils peuvent 

retenir, comme schématisé sur la Figure 15. La filtration conventionnelle est utilisée pour l’eau 

brute, pour la purifier de particules supérieures à 10 µ𝑚 (émulsions huileuses, certaines 

bactéries, des complexations de particules coagulées). La microfiltration traite plus ou moins la 

même catégorie, mais pour des particules entre 0,1 et 10 µ𝑚 (bactéries et colloïdes complexés 

ou en flocs). Cette technique est souvent utilisée en préfiltration de l’ultrafiltration, pour 

diminuer l’impact de l’encrassement/colmatage. L’ultrafiltration est utilisée pour des particules 

entre 1 et 100 𝑛𝑚 qui permet d’avoir une clarification marquée du perméat en enlevant les 

macromolécules (polymères, protéines, colloïdes, virus, de 1000 à 500 000 g.mol-1) ou bien en 

concentration ces particules si elles représentent un intérêt. La nanofiltration, est comme le nom 

l’indique, permet la rétention des composée de l’ordre du nanomètre, notamment les sels ionisés 

multivalents (calcium, magnésium, sucres composés organiques entre 100 et 1000 g.mol-1) et 

les composés organiques non ionisés de masse molaire supérieure à 300 g.mol-1. L’osmose 
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inverse enfin ne laisse passer que l’eau (retient les ions minéraux et peptides composés 

organiques de 20 à 100 g.mol-1) et peut ainsi être utilisée pour le dessalement de l’eau de mer, 

la production d’eau ultrapure ou la concentrations des jus de fruits (Aimar 2006; Aimar et al. 

2010a). 

 

Figure 15 : Techniques de séparation en fonction de la taille des particules (Aimar et al. 2010a). 

 Géométrie et matériaux 

Il existe quatre configurations de membranes principales : fibres creuses (Figure 16 A), 

spiralées (Figure 16 B) (qui sont des membranes planes enroulées autour d’un axe), planes 

(Figure 16 C), et tubulaires (comme les fibres creuses mais avec des canaux plus larges avec 

possibilité d’un seul canal très large), avec chacune leurs particularités, telles que résumées 

dans le Tableau 6. Les membranes tubulaires et en fibres creuses sont autosupportées, cela veut 

dire qu’elles n’ont pas besoin d’un support sur lequel serait accrochée la couche active 

(sélective) de la filtration, contrairement aux membranes planes ou spiralées (Remigy & 

Desclaux 2007). La distinction entre les membranes tubulaires et fibres creuses se fait au niveau 

du diamètre des canaux et matériaux utilisés : les membranes tubulaires ont des canaux de plus 

de 2 mm tandis que ceux des fibres creuses ont des diamètres en dessous de 1 𝑚𝑚.  

Les matériaux utilisés peuvent être des minéraux (technologie céramique) ou des composés 

organiques (polymères) et doivent être choisis en fonction de l’application (contrainte 

température, pH, etc.), du mode du procédé de séparation et de la géométrie possible. Le 

Tableau 7 suivant reprend les avantages et les inconvénients de chaque matériau. Les 
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membranes tubulaires sont surtout minérales, alors que les fibres creuses sont surtout faites de 

polymères. 

 

Figure 16 : Schéma des différents modules de filtration (Millipore corporation). 

Tableau 6 : Différentes géométries de membranes et leur caractéristiques principales (Aimar & Daufin 2004; 

Aimar 2006). 

Géométrie Matériaux Caractéristiques 

Plane 
Polymères/ 

céramiques 

Montage en filtre-presse (séparateurs) 

Changement possible membrane par membrane 

Démontage facile 

Adaptée aux faibles pressions 

Seule géométrie pour des procédés électromembranaires 

Pas de rétrolavage 

Plane 

spiralée 
Polymères 

Séparateurs indispensables 

Nettoyage et désinfection difficile 

Adaptés aux pressions moyennes à élevées 

Mal adapté aux débits de filtration élevés 

Mal adapté aux traitements des suspensions 

Fibres 

creuses 

Polymères/ 

céramiques 

Autosupportée 

Régime laminaire 

Pression limitée 

Mal adapté aux suspensions 

Rétrolavage possible 

Plusieurs fibres dans une enveloppe 

Tubulaire 
Céramiques/ 

Polymères 

Autosupportée 

Régime turbulent la plupart du temps 

Monocanale ou plusieurs canaux dans une enveloppe 

Très adapté aux hautes pressions et aux suspensions 

Pas de rétrolavage 
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Pour le fractionnement des hydrolysats protéiques, c’est surtout l’ultrafiltration qui est 

opérée, parfois la nanofiltration pour cibler des peptides de plus petite taille (<1 kg.mol-1). Les 

membranes organiques ont été le plus souvent utilisées (cellulose, polysulphone), pour leur coût 

plus abordable et plus de géométrie et taille des pores disponibles (cf. Tableau 9 p.70 EB). Les 

performances de séparation des membranes (rendement, sélectivité, flux de perméat, etc.) 

dépendent fortement de la nature et de la composition de l’hydrolysat, nécessitant souvent un 

criblage de plusieurs membranes disponibles (matériau et/ou seuil de coupure) pour étudier les 

phénomènes impliqués et obtenir la séparation voulue (Bourseau et al. 2009; Chabeaud et al. 

2009c).  

Tableau 7 : Principales caractéristiques des matériaux les plus courants (Aimar & Daufin 2004; Remigy & 

Desclaux 2007). 

Matériau Organique/polymère Minéral/Céramique 

Exemple 

Acétate de cellulose, cellulose 

régénérée, polysulfone, polysulfone 

sulfonée, polyéther-sulfone, 

difluorure de polyvinyle 

Zircone sur carbonne, alumine, 

oxyde de titane sur alumine 

Avantages 

Grande variété de taille de pore 

(MF, UF, NF, OI) 

Grande variété de géométrie 

(plan, tube, spiralée, fibre creuse) 

Faible coût 

Stabilité thermique (𝑇 > 300°C) 

Stabilité chimique 

(0 < 𝑝𝐻 < 14, oxydants) 

Résistances mécaniques aux 

pressions élevées (10-100 𝑏𝑎𝑟) 

Résistance aux solvants 

Inconvénients 

Faible stabilité thermique 

(𝑇 < 100°C) 

Faible stabilité chimique 

(1 – 4 < 𝑝𝐻 < 8 – 12, oxydants) 

Faible résistance aux solvants 

Coût (facteur 10 par rapport aux 

membranes organiques) 

N’existe pas pour des faibles 

tailles de pore (NF, OI) 

Géométrie possible tubulaire ou 

plane 

 

 Lois de comportements et phénomènes associés 

 Polarisation de concentration 

Contrairement au fonctionnement en eau pure (Eq. 26 p.56), la présence de solutés entraîne 

leur accumulation à la membrane, changeant ses propriétés et le comportement du 𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥. Au 

début du fonctionnement, le flux augmente linéairement avec l’augmentation de la 𝑃𝑇𝑀, puis 

il stagne voire diminue à des 𝑃𝑇𝑀 très élevées (Jönsson & Trägårdh 1990; Meireles et al. 

1991a). Il s’agit de l’encrassement de la membrane et de l’effet de polarisation de concentration. 

La Figure 17 présente la formation du dépôt de solutés le long de la paroi d’une membranaire 
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tubulaire lors d’une filtration tangentielle. Les solutés étant transférés dans le perméat par le 

flux convectif, une partie s’accumulent à la membrane et forment une couche de plus en plus 

chargée, la « couche limite ». 

 

Figure 17 : Formation de la couche de polarisation dans une membrane tubulaire (Aimar et al. 2010a). 

La Figure 18 A présente en détails ce qui se passe à la surface de la membrane et dans la 

couche limite. L’accumulation des solutés à la surface de la membrane, dû au flux de matière 

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 ∙ 𝐶0, modifie localement la concentration (𝐶𝑚), qui peut être jusqu’à 10 fois supérieure à 

la concentration moyenne initiale (𝐶0) dans la solution à filtrer dans une configuration de fibres 

creuses (Sanders & Hubble 1991). La conséquence directe est la mise en place d’une couche 

limite, d’épaisseur δ, avec un gradient de concentration entre 𝐶𝑚 et 𝐶0. Dans un cas extrême 

(Figure 18 B), la concentration à la surface de la membrane peut atteindre la concentration 

critique de gel (𝐶𝑔) où les solutés ayant atteint leur limite de solubilité, créent un gel compact, 

formant une sorte de deuxième membrane (Aimar et al. 2010a). 

 

Figure 18 : Représentation de la polarisation par (A) la théorie du film, (B) la théorie du gel. U est la vitesse 

moyenne de la solution d’alimentation (rétentat) (Aimar et al. 2010b). 

Cette couche de polarisation augmente la résistance au flux de matière par des phénomènes 

de rétro-diffusion (𝐷 ∙
𝑑𝐶

𝑑𝑥
), qui créé un flux des solutés de la zone concentrée (membrane) vers 
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la zone diluée (solution à filtrer) et provoque ainsi : une « déconcentration » de la couche limite; 

l’interaction de surface (agrégation, adhésion) qui emprisonnent les solutés dans la couche 

limite ; l’interaction hydrodynamique (cisaillement, érosion) qui fait migrer les molécules le 

long de la membrane, ce qui contribue à déstabiliser le dépôt et réintégrer la matière dans la 

solution à filtrer (Aimar et al. 2010b).  

 Encrassement et colmatage 

Le phénomène de polarisation de concentration survient principalement lors de la séparation 

de macromolécules et molécules de faibles poids moléculaire (inférieurs à 6 kg.mol-1), mais il 

est réversible car le flux peut être restauré en appliquant une alimentation en eau pure (Sablani 

et al. 2006).  Cependant, un encrassement voire un colmatage des membranes est observé lors 

de la mise en œuvre de procédés membranaires. Il est lié à de nombreux phénomènes comme 

l’obstruction, l’adsorption, le dépôt de gel, la précipitation, etc., illustrés par la Figure 19 p.64. 

L’adsorption est le dépôt d’une couche de solutés sur les parties accessibles de la membrane, 

ce qui diminue la taille des pores. Elle peut être peu gênante pour le transfert, mais l’adsorption 

d’ions chargés peut changer la charge apparente du matériau de la membrane. Les molécules 

très petites (MM < 1000 g.mol-1) ou très grandes (>100 𝑛𝑚) ne représentent pas de freins étant 

donné que la taille des pores n’est pas modifiée par les petites molécules et les grandes 

molécules s’adsorbent très peu dû à leur faible diffusivité. Les molécules aux tailles moyennes 

(~50 𝑛𝑚), comme les macromolécules et les agrégats, posent le plus de problèmes. C’est le cas 

des protéines qui s’adsorbent assez facilement dû à leur faible solubilité et une diffusivité 

relativement élevée, ce qui signifie qu’il n’y a pas besoin d’un flux pour qu’elles s’adsorbent 

dans les pores, et une capacité à se déformer pour présenter une conformation qui favorise 

l’adsorption (Meireles et al. 1991b; Brião & Tavares 2012; Field et al. 2017). Par ces 

phénomènes d’adsorption et d’interaction hydrophobes, les membranes hydrophobes ont 

tendance à s’encrasser plus facilement que les membranes hydrophiles et la diminution du 𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 

d’une membrane avec un flux initial élevé (MWCO élevé) est plus rapide, par rapport à une 

membrane au flux initial faible (MWCO faible) (Jönsson & Trägårdh 1990; Dizge et al. 2011). 

L’obstruction des pores se fait par des molécules de la taille des pores ou supérieure qui 

sont entraînées par le liquide et finissent par se bloquer par « promiscuité ». Ce phénomène est 

très lié aux propriétés individuelles des particules et à leurs interactions avec le matériau et est, 

en général, la première raison d’un diminution très rapide du flux de perméat (Corbatón-

Báguena et al. 2015).  
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Le dépôt est le résultat d’un changement d’état de fluides, la formation de gel ou de solide 

dû à la criticité de concentration limite de l’ensemble des solutés, qui peut obstruer totalement 

ou partiellement la membrane (Aimar 2006).  

 
Figure 19 : Principaux mécanismes d’encrassement de membranes (Aimar et al. 2010a) 

L’encrassement et l’effet de concentration de polarisation sont des phénomènes apparentés, 

mais distincts par la nécessité ou non d’un nettoyage chimique (Sablani et al. 2006). 

L’encrassement est donc considéré comme réversible si le nettoyage chimique est efficace. En 

revanche, il est considéré comme irréversible si ce nettoyage ne suffit pas, qualifié à ce moment 

de « colmatage ». Ce phénomène survient lorsque les macromolécules parviennent à remplir 

les interstices du dépôt et ainsi augmentent d’autant plus la résistance totale à l’interface 

membranaire (Shi et al. 2014). La concentration initiale de la solution à filtrer est alors aussi un 

paramètre à prendre en compte, car plus la concentration est élevée, plus l’encrassement 

augmente et par la même occasion les risques de colmatage, ce qui diminue rapidement le 𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 

et nécessitera un nettoyage approfondi de la membrane (Jönsson & Trägårdh 1990; Chabeaud 

et al. 2009b). 

Pour limiter l’effet de polarisation de concertation et l’encrassement, il est possible d’abord 

de chercher des compromis entre une membrane performante (adsorption minimisée, taille de 

pores adapté) et le fluide à traiter (concentration, pH, température) (Field et al. 2017). Ensuite 

les conditions opératoires (géométrie, vitesse de recirculation, PTM) peuvent permettre 

d’étendre la durée de fonctionnement avec un flux acceptable comme une vitesse de 

recirculation élevée qui augmente le taux de cisaillement et le flux, mais cela implique plus 

d’énergie dépensée par la pompe d’alimentation/gavage (Brião & Tavares 2012) et une 

dénaturation protéique favorable à l’encrassement (Meireles et al. 1991a). Cependant à un 

moment donné le flux ne sera pas satisfaisant et un nettoyage en profondeur devra être réalisé 

pour retrouver les conditions de fonctionnement requises. Le nettoyage peut être fait de deux 

manières : chimiquement (avec 𝐻𝐶𝑙, 𝐻𝑁𝑂3, 𝑁𝑎𝑂𝐻, enzymes ou tensioactifs) et 



Etude bibliographique - Filtration membranaire 

65 
Simulation des REM pour la production continue d’hydrolysats protéiques 

mécaniquement par un « rétrolavage », qui renvoie le solvant du perméat vers le rétentat pour 

décoller périodiquement le dépôt sur la membrane (Aimar & Daufin 2004; Aimar 2006). 

 Modes de mise en œuvre 

 Pression transmembranaire et flux de perméat 

Deux modes de régulation du flux de perméat sont principalement mis en œuvre : par 

imposition d’un flux de perméat fixe, impliquant une libre augmentation de la 𝑃𝑇𝑀 ; ou par 

imposition d’une PTM fixe, impliquant une diminution de flux non compensatoire (Grenier 

2005). Le mode à pression constante est plus simple à mettre en œuvre pour des pressions 

moyennes, mais un pressostat est nécessaire pour maintenir la pression imposée. Le mode à 

flux constant peut être préférable pour éviter un encrassement lourd. Le flux devrait être faible 

et la pression doit être suivie pour qu’au moment où la limite « haute » de pression est atteinte, 

le procédé soit arrêté (Aimar 2006).  

Dans le cas du fractionnement d’hydrolysats protéiques, deux cas de mises en œuvre de 

l’ultrafiltration sont principalement rencontrés : en concentration discontinue ou en 

diafiltration. 

 Concentration discontinue 

La concentration discontinue (CD) consiste à relier le bac d’alimentation au module de 

séparation avec un retour (recyclage) du rétentat au bac d’alimentation, en récoltant le perméat, 

comme schématisé par la Figure 20. Le volume du rétentat diminue au cours du procédé jusqu’à 

atteindre un volume critique (𝑉𝑐𝑟𝑖𝑡). Le volume critique, ou « volume de travail minimal » est 

la quantité de fluide de rétentat nécessaire pour faire fonctionner le système au débit souhaité 

sans entraîner d’air (GE Healthcare 2014). Ce volume dépend de la conception du système 

(échelle laboratoire ou pilote industriel, réservoir d’alimentation, volume des tuyaux, volume 

nécessaire pour remplir le module de filtration) et varie de quelques millilitres à quelques litres 

(GE Healthcare 2008). L’avancement de ce procédé est caractérisé par le facteur de réduction 

volumique (FRV), exprimé par l’Eq. 29, avec 𝑉0 le volume initial à traiter et 𝑉𝑟 le volume du 

rétentat à l’instant t (Muller et al. 1999): 

 
𝐹𝑅𝑉 =  

𝑉0
𝑉𝑟

 Eq. 29 
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Figure 20 : Schématisation d'une installation fonctionnant en concentration discontinue pour la séparation des 

protéines et peptides. Adapté d’après (Aimar 2006). 

Avec l’avancement de la séparation et la diminution du volume du rétentat, la concentration 

de l’hydrolysat dans le rétentat sera de plus en plus élevée, diminuant considérablement le flux 

de perméat et par conséquent la productivité, la quantité de peptides sortis avec le perméat par 

unité de temps (Asbi & Cheryan 1992; GE Healthcare, Life Sciences 2011; Baldasso et al. 

2011).  

 Diafiltration à volume constant 

Le mode en diafiltration (DF) consiste à remplacer le volume qui s’est écoulé dans le 

perméat par le même volume en solution aqueuse (ou tampon) dans le rétentat (Figure 21). Le 

débit de la pompe de transfert est ainsi reproduit sur celui du perméat afin de maintenir le 

volume initial constant. L’avancement du procédé est alors caractérisé par un nombre de 

volumes d’eau équivalent au volume initial au rétentat, appelée nombre de diavolumes (DV). Il 

est défini par l’Eq. 30, avec 𝑉𝑝 le volume du perméat et 𝑉0 le volume initial. Pour un bilan de 

matière, le ratio (α) du débit d’eau ajoutée (𝑄𝑎) sur le débit du gavage (𝑄𝐺) est nécessaire (Eq. 

31), en supposant  𝑄𝑎 = 𝑄𝑝, le débit du perméat (Muller et al. 1999): 

𝐷𝑉 = 
𝑉𝑝

𝑉0
 Eq. 30 𝛼 =

𝑄𝑝

𝑄𝐺
 Eq. 31 
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Figure 21 : Schématisation d'une installation fonctionnant en diafiltration pour la séparation des protéines et 

des peptides. Adapté d’après (Aimar 2006). 

Dans ce mode de fonctionnement, le flux de perméat n’est généralement pas affecté et 

permet d’éliminer les microsolutés. En revanche, l’efficacité d’élimination du rétentat (ou 

d’enrichissement dans le perméat) dépend du nombre de diavolume et donc de la quantité d’eau 

utilisée, et non de la concentration en microsolutés (GE Healthcare, Life Sciences 2011). Ainsi 

ce procédé engendre une consommation d’eau importante. De ce fait, il n’est pas rare de 

combiner les deux modes d’implémentation (CD et DF), en réduisant le volume du rétentat qui 

donne un flux de perméat acceptable, puis de garder ce volume constant en ajoutant de l’eau ou 

un tampon. Ce mode permet d’obtenir des performances supérieures qu’en CD seule, une 

consommation en eau plus faible qu’en DF seule et un volume de perméat à traiter convenable 

(Asbi & Cheryan 1992; Muller et al. 1999; Barba et al. 2001; Baldasso et al. 2011; Al-Mutwalli 

et al. 2020). 

 Suivi de performance 

En fonction du but recherché par la séparation, différents critères peuvent être calculés à la 

fin de l’opération ou en faisant des prélèvements au cours du procédé. Le rendement (Eq. 32 et 

Eq. 33), la concentration (Eq. 34 et Eq. 35), la pureté (Eq. 36 et Eq. 37) ou l’enrichissement 

(Eq. 38 et Eq. 39) d’un soluté 𝑥 peuvent être calculés dans le compartiment rétentat ou perméat. 
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Tableau 8 : Quelques formules de calculs de performances utilisées dans la littérature pour l’ultrafiltration 

d’hydrolysats protéiques (Muller et al. 1999; Chabeaud et al. 2009b; Kapel et al. 2011; Beaubier et al. 2021b). 

Rétentat Perméat 

𝑹𝒅𝒎𝒓,𝒙 =
𝒎𝒓,𝒙

𝒎𝟎,𝒙
 Eq. 32 𝑅𝑑𝑚𝑝,𝑥 =

𝑚𝑝,𝑥

𝑚0,𝑥
 Eq. 33 

𝑪𝒓,𝒙 =
𝒎𝒓,𝒙

𝑽𝒓
 Eq. 34 𝐶𝑝,𝑥 =

𝑚𝑝,𝑥

𝑉𝑝
 Eq. 35 

𝑷𝒖𝒓𝒓,𝒙 =
𝑪𝒓,𝒙

∑ 𝑪𝒓,𝒇
𝒇
𝒅=𝟏

 Eq. 36 𝑃𝑢𝑟𝑝,𝑥 =
𝐶𝑝,𝑥

∑ 𝐶𝑝,𝑓
𝑓
𝑑=1

 Eq. 37 

𝝉𝒓,𝒙 =
𝑷𝒖𝒓𝒓,𝒙
𝑷𝒖𝒓𝟎,𝒙

 Eq. 38 𝜏𝑝,𝑥 =
𝑃𝑢𝑟𝑝,𝑥

𝑃𝑢𝑟0,𝑥
 Eq. 39 

De manière la plus simple, la concentration en peptides totaux peut être suivie pour évaluer 

quantitativement le procédé en termes de peptides contenus dans le perméat (Muller et al. 1999; 

Chabeaud et al. 2009b; Kapel et al. 2011). Cette donnée permet par la suite de calculer des 

performances qualitatives qui caractérisent l’hydrolysat et le procédé, de manière à discriminer 

l’efficacité des différentes procédés (montage pilote, membrane) (Chabeaud et al. 2009c; 

Arunkumar & Etzel 2014; Md Saleh et al. 2021; Song et al. 2021) et les optimiser (Al-Mutwalli 

et al. 2020). La pureté est surtout recherchée pour un (des) composé(s) retenu(s) par la 

membrane par rapport aux autres molécules présentent dans le rétentat. Le but est donc d’avoir 

uniquement cette (ces) molécule(s) dans le rétentat et toutes les autres dans le perméat 

(Bourseau et al. 2009; Chabeaud et al. 2009b). L’enrichissement dans le perméat est recherché 

surtout pour un (des) peptide(s) identifié(s) et dont la (les) transmission(s) doit (doivent) être 

élevée(s) par rapport à aux autres molécules non ciblées qui restent dans le rétentat (Beaubier 

et al. 2021b). Le rendement pour la (les) molécule(s) dans le rétentat indique leur rétention 

effective et donc leur conservation au cours du procédé (Chabeaud et al. 2009b; Ng et al. 2015). 

Le rendement pour la (les) molécule(s) dans le perméat indique la fraction des molécules 

d’intérêt transférées du rétentat et donc l’efficacité d’extraction du procédé en ces molécules 

ciblées (Muller et al. 1999).  

 Applications pour le fractionnement d’hydrolysats protéique 

Les procédés de fractionnement permettent d’enrichir une fraction en un (ou plusieurs) 

peptide(s) cible(s) d’un hydrolysat, pour augmenter sa bioactivité. Plus encore, certains 

hydrolysats avec plusieurs fonctionnalités peuvent donner des fractions enrichies en chacun de 

ces activités. Par conséquent, cela peut amener à une valorisation supérieure des hydrolysats 
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protéiques aux propriétés ciblées (Gauthier & Pouliot 2003; Chabeaud et al. 2009b; Power et 

al. 2014). Le fractionnement par séparation membranaire est une méthode privilégiée pour des 

purifications ou enrichissements de molécules d’intérêt lorsqu’elles ont besoin de conditions 

douces. En effet, la séparation peut être réalisée à température ambiante et dans un tampon 

adéquat pour la stabilité des molécules, ce qui n’est le cas pour une chromatographie qui 

demande des solvants organiques (Agyei et al. 2016).  

Le Tableau 9 suivant reprend de manière non exhaustive les fractionnements réalisés sur 

différentes sources protéiques hydrolysées par divers systèmes et l’impact engendré sur les 

bioactivités recherchées. Cette analyse montre qu’une amélioration de propriétés par un 

fractionnement n’est pas systématique, et dépend non seulement des caractéristiques de 

l’hydrolysat de départ (enzymes utilisées, des conditions opératoires, de répartition des masses 

molaires et de la présence déjà dans les protéines de la combinaison d’acides aminés favorables 

à une activité recherchée) mais également du criblage réalisé sur les membranes notamment sur 

les seuils de coupure qui donnent lieu à différents populations peptidiques plus ou moins 

bioactives. Ces travaux de criblages en UF restent donc nécessaires car ils permettent de définir 

les conditions à assembler pour ensuite produire à plus grande échelle les fractions d’intérêt. 

Ainsi, la production des hydrolysats bioactifs a été basée principalement sur une 

méthodologie empirique, alors que les phénomènes membranaires ont été beaucoup étudiés 

avec des modélisations valides. Ces modélisations membranaires ont surtout été utilisées pour 

la prédiction du flux de perméat (Sulaiman et al. 2001), qui permettrait de calculer les autres 

performances générales, la rétention réelle (d’un composé, ou somme de composés) 

(Bhattacharjee & Datta 1997; Krippl et al. 2020), ou bien de faire une optimisation économique 

(durée, quantité d’eau consommé) (Paulen et al. 2011; Sharma et al. 2019). Or l’objectif d’un 

fractionnement d’hydrolysat est de purifier ou d’enrichir une fraction d’intérêt (bioactive ou 

fonctionnelle). Certaines études ont réussi à le faire en modélisant la rétention de l’ensemble 

des solutés présents (Ahmad et al. 2006; Kapel et al. 2011; Beaubier et al. 2021b), mais ils ne 

représentent pas une généralité par rapport à la quantité d’hydrolysats disponibles avec leurs 

spécificités d’interactions membranaires.
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Tableau 9 : Liste non exhaustive de travaux réalisés sur le fractionnement d'hydrolysats dans l'optique de mettre en évidence ou d'améliorer les propriétés. Indications (si 

présentes dans l’article initial) de la (des) matrice(s) protéique(s) utilisée(s), des enzymes et des conditions opératoires de l’hydrolyse, du module de filtration (type, matériau, 

seuil de coupure) et des principaux résultats recueillis. N.D. = pas de données. 

Matrice(s) 

protéique 

Enzyme(s) – conditions 

hydrolyse 

Module(s) de 

filtration 

Propriété(s) mise(s) en évidence / améliorée(s) par 

rapport à l’hydrolysat 
Référence 

Concentrat de 

protéines du 

petit lait 

(CPL) (34%) 

α-La 

β-Lg 

Trypsine et/ou chymotrypsine :  

𝑝𝐻8 – 50°C – 240 min 

Pepsine :  

𝑝𝐻3 – 50°C – 1/330 – 240 min 

PTN 3S :  

𝑝𝐻8 – 50°C – 1/330 – 120 min 

UF cellule à agitation 

(cellulose)  

MWCO : 1-3-10 

kg.mol-1 

Inhibition ACE augmenté pour les systèmes trypsine/CPL 

et trypsine/β-lg avec la fraction < 3 kg.mol-1. 

(Mullally et al. 

1997) 

α-La 

β-Lg 

 

Pepsine :  

𝑝𝐻2 – 37°C – 1/200 – 3h 

Trypsine :  

𝑝𝐻8 – 37°C –1/200 – 3h 

Pepsine (3h) + trypsine (7h) 

Pepsine (3h) + trypsine (3h) + 

chymotrypsine (7h) 

UF (PS) 

MWCO : 30 kg.mol-1  

UF (cellulose) 

MWCO : 1 kg.mol-1  

Inhibition ACE améliorée par un facteur deux pour le 

fractionnement < 1 kg.mol-1, trypsine/β-lg et par un facteur 

trois pour trypsine/α-la. 

Les autres combinaisons sont aléatoires au niveau des 

activités améliorées ou non. 

(Pihlanto-

Leppälä et al. 

2000) 

β-Lg Trypsine ou chymotrypsine :  

𝑝𝐻8 – 42/45°C – 1/200 – 45 min 

UF (PS) 

MWCO : 30-1 kg.mol-1 

Amélioration des propriétés émulsifiantes pour les 

fractions 21-40 et 41-60. 

(Gauthier & 

Pouliot 2003) 

Gluten de 

maïs 

Thermamyl 120L + Flavourzyme: 

𝑝𝐻6 – 80°C – 3ℎ – 1/100 + 

  𝑝𝐻7,5 – 50°C – 1/100 – 8ℎ 

UF cassette (PES) 

MWCO : 5-10 kg.mol-1  

Activité inhibition ACE multiplié par 3 pour la fraction > 

5 kg.mol-1. 

Propriétés émulsifiantes multiplié par deux voire trois 

pour des 𝑝𝐻 entre 5 et 8. 

Stabilité nettement améliorée pour les fractions < 5 

kg.mol-1 uniquement. 

Propriétés moussantes mise en évidence (10-60% de 

capacité selon 𝑝𝐻 et fraction) et stabilités supérieures 

pour les fractions > 10 kg.mol-1 au 𝑝𝐻 acide et fractions 5-

10 kg.mol-1 pour les 𝑝𝐻 basiques. 

(Kim et al. 

2004) 
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Matrice(s) 

protéique 

Enzyme(s) – conditions 

hydrolyse 

Module(s) de 

filtration 

Propriété(s) mise(s) en évidence / améliorée(s) par 

rapport à l’hydrolysat 
Référence 

Hydrolysat de 

poisson 

commercial 

(Prolastin) 

N.D. UF tubulaire (PES) 

MWCO : 4 kg.mol-1  

NF tubulaire 

(Polyamide/PES) 

MWCO : 300 g.mol-1  

Activité du neuropeptide reliée au gène de la calcitonine 

(réduction risque d’ulcération) 10 fois supérieur après UF. 

Pas d’augmentation significative d’activité antioxydante, 

d’inhibition ACE et peptides apparentés aux hormones 

gastro-intestinales. 

(Picot et al. 

2010) 

Isolat 

protéique de 

graines de 

chanvre 

In vitro – Pepsine + Pancréatine: 

𝑝𝐻2 – 37°C – 1/25 – 2h  +  

𝑝𝐻7,5 – 37°C – 1/25 – 4h 

UF cellule à agitation 

(PS) 

MWCO : 1-3-5 

kg.mol-1  

Activité antiradicalaire augmenté de 15% à 20% pour 

toutes les fractions. 

Impact négatif du fractionnement sur la capacité chélatrice 

de métaux. 

Pas d’impact du fractionnement sur l’activité 

antioxydante. 

(Girgih et al. 

2011) 

Isolat 

protéique de 

colza 

Alcalase ou Thermoysine ou 

Flavourzyme : 

𝑝𝐻8 – 50°C – 1/25 – 4h 

Protéinase K : 

𝑝𝐻7,5 – 37°C – 1/25 – 4h 

In vitro – Pepsine + Pancréatine : 

𝑝𝐻2 – 37°C – 1/25 – 2h  +  

𝑝𝐻7,5 – 37°C – 1/25 – 4h  

UF cellule à agitation 

(PS) 

MWCO : 1-3-5-10 

kg.mol-1  

Amélioration légère de l’activité antiradicalaire surtout 

pour les fractions 1 – 3 kg.mol-1 quel que soit l’enzyme. 

Amélioration activité chélatrice pour la fraction 5 – 10 

kg.mol-1 pour toutes les enzymes sauf la Thermolysine et 

la Flavourzyme.  

Activité antioxydante satisfaisante et stable jusqu’à 5 

jours. 

(He et al. 2013) 

Isolat 

protéique de 

colza 

Alcalase : 

𝑝𝐻8 – 60°C –1/20 – 4h 

Trypsine ou chymotrypsine : 

𝑝𝐻8 – 37°C –1/20 – 4h 

Pepsine : 

𝑝𝐻3 – 37°C –1/20 – 4h 

Pancréatine : 

𝑝𝐻8 – 40°C –1/20 – 4h 

UF cellule à agitation 

(PS) 

MWCO : 1-3-5-10 

kg.mol-1  

Légère amélioration activité radicalaire des fractions <1 

kg.mol-1 pour tous sauf l’alcalase. 

Inhibition du radical superoxyde pour la fraction <1 

kg.mol-1 pepsine. 

Activité antioxydante remarquable sur 7 jours IPC/pepsine 

<1 kg.mol-1.  

(Alashi et al. 

2014a) 



Etude bibliographique - Filtration membranaire  

 

72 
Simulation des REM pour la production continue d’hydrolysats protéiques 

Matrice(s) 

protéique 

Enzyme(s) – conditions 

hydrolyse 

Module(s) de 

filtration 

Propriété(s) mise(s) en évidence / améliorée(s) par 

rapport à l’hydrolysat 
Référence 

β-Lg 

 

Trypsine :  

𝑝𝐻8 – 37°C – 1/250 – 24h 

UF (PES) 

MWCO : 1-5 kg.mol-1 

UF (cellulose) 

MWCO : 2 kg.mol-1 

Activité antiradicalaire augmentée de 16% à 40%. 

Inhibition de DPP-IV améliorée de 20% à 30%.  

Inhibition ACE amélioration par deux que pour la fraction  

< 1 kg.mol-1. 

(Power et al. 

2014) 

Extrait 

protéique du 

Ficus à 

feuilles en 

delta 

Trypsine :  

𝑝𝐻8 – 50°C – 1/20 – 18h 

UF 

MWCO : 3-10-30-100 

kg.mol-1 

 

Activité antimicrobienne améliorée pour toutes les 

fractions (entre 20 et 85%) contre P. aeruginosa. Pas 

d’amélioration d’activité contre E.Coli. Amélioration pour 

les fractions <10 kg.mol-1 et <100 kg.mol-1 (20%) contre S. 

aureus. 

Activité antiradicalaire pour toutes les fractions. 

(Abdullah et al. 

2018) 

Isolat 

protéique de 

lin 

Thermolase GL-30 : 

𝑝𝐻8 – 37°C – 1/32-1/40 – 4h   

UF (PES) 

MWCO : 1-3-5-10 

kg.mol-1  

Légère amélioration activité antiradicalaire pour toutes les 

fractions. 

Faible apparition d’activité de piégeage de superoxyde 

pour les fractions > 3 kg.mol-1. 

Amélioration activité antiradicalaire hydroxyle pour la 

fraction 5 – 10 kg.mol-1. 

Légère amélioration de chélation de métaux surtout pour 

la fraction 3 – 5 kg.mol-1. 

Activité de chélation d’ions ferreux spécifique surtout 

pour la fraction > 1 kg.mol-1. 

(Nwachukwu & 

Aluko 2018) 

Protéines de 

son de riz 

In vitro –  Pepsine + Trypsine 

𝑝𝐻1,5 – 37°C – 1/100 – 2h + 

𝑝𝐻8 – 37°C – 1/100 – 2h 

 

UF plane (cellulose) 

MWCO : 3-5-10 

kg.mol-1  

Amélioration des propriétés antiradicalaires dans toutes 

les fractions par un facteur quatre.  

Activité chélatrice de métaux améliorée par un facteur 

trois pour la fraction 3 – 5 kg.mol-1. 

(Phongthai et 

al. 2018) 

Collagène  

(peaux de 

poissons) 

Hydrolyse physique haute 

température (150 – 250°C) – 

moyenne pression (350 – 3900 

𝑘𝑃𝑎) – 10 min 

UF cellule à agitation 

(PS) 

MWCO : 1-3-5-10 

kg.mol-1  

Activité antiradicalaire multipliée par 2 après 

fractionnement. Pas d’amélioration pour l’activité anti-âge 

générale. Seulement 20% d’amélioration de l’inhibition de 

la collagénase pour la fraction 5 – 10 kg.mol-1 

(Park & Jo 

2019) 
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Matrice(s) 

protéique 

Enzyme(s) – conditions 

hydrolyse 

Module(s) de 

filtration 

Propriété(s) mise(s) en évidence / améliorée(s) par 

rapport à l’hydrolysat 
Référence 

Collagène  

(co-produits 

calamar) 

Protéase XIV : 

𝑝𝐻8 – 37°C – 1/500 – 30 𝑚𝑖𝑛 

UF spirale (PS) 

MWCO : 5-10 kg.mol-1  

Amélioration des propriétés antiradicalaire (15% à 40%) 

et antimutagènes (20% – 50%) pour toutes les fractions. 

Aucun impact sur l’activité antiproliférative. 

(Suárez-

Jiménez et al. 

2019) 

Foie de porc Papaïne :  

𝑝𝐻6 – 37°C – 1/100 – 10h 

Bromélaïne : 

𝑝𝐻6 – 40°C – 1/100 – 10h 

Alcalase : 

𝑝𝐻8 – 50°C – 1/100 – 10h 

UF (cellulose)  

MWCO : 5-10-30 

kg.mol-1 

Meilleure activité antiradicalaire pour l’Alcalase aux 

fractions 30 kg.mol-1 et 10 kg.mol-1.  

Meilleure activité antibactérienne pour la Bromelaïne à la 

fraction 30 kg.mol-1. 

(Borrajo et al. 

2020) 

Hémoglobine 

bovine 

Pepsine : 

𝑝𝐻3,5 – 23°C – 1/11 – 2,5 min/10 

min / 3h /24 h 

UF plane (cellulose)  

MWCO : 1-3 kg.mol-1 

Enrichissement ciblé du peptide antimicrobien NTK. 

Conditions déterminées à 𝐷𝐻 3%, FRV de 5 et 3 pour les 

membranes de 3 et 1 kg.mol-1 respectivement. Pureté de 

79%. 

(Beaubier et al. 

2021b) 

Crabes des 

Rocheuses 

fraîchement 

cueillis du 

Golfe 

Persique, 

congelés et 

pulvérisés 

Alcalase 2,4L : 

𝑝𝐻8,5 – 55°C – 1/50 – 3h 

UF cellule à agitation  

MWCO : 3-10-30 

kg.mol-1 

Activité antiradicalaire améliorée jusqu’à fois deux pour 

les fractions <3 kg.mol-1 et activité chélatrice de fer 

jusqu’à 3 fois pour la même fraction. 

Activité anticancer contre les cellules MCF-7 pour les 

fractions 3 – 10 et <3 kg.mol-1. 

(Emadi 

Shaibani et al. 

2021) 

Hémoglobine 

bovine 

Pepsine : 

𝑝𝐻3,5 – 23°C – 1/11 – 2,5 min/ 

10 min / 3h / 24h 

Electrodyalyse 

UF (PES)  

MWCO : 10 kg.mol-1 

Récupération de 

cations 

Récupération du peptides antimicrobien TSKYR meilleur 

à 𝐷𝐻 5%, car donne lieu à une grande proportion de 

peptides entre 500 et 1000 g.mol-1. 

(Przybylski et 

al. 2021) 
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 Modélisation de la séparation membranaire 

 Modélisation du flux de perméat 

L’efficacité du procédé membranaire est directement liée au flux de matière et donc au flux 

de perméat. Par conséquent, les phénomènes influençant son évolution ont été beaucoup étudiés 

et ont donné deux modèles généraux de polarisation : la théorie du film et le modèle du gel.  

L’augmentation de la concenration à la surface de la membrane (𝐶𝑚) est donc un équilibre 

entre les flux qui diffusent de part et d’autre de la membrane et de la couche limite. Cela conduit 

à une notion de flux de perméat en régime stationnaire déterminé par cet équilibre (théorie du 

film) : 

 
 𝐽𝑠𝑡𝑎𝑡 =

𝐷

𝛿
∙ 𝑙𝑛 (

𝐶𝑚 − 𝐶𝑝

𝐶0 − 𝐶𝑝
) Eq. 40 

Avec le quotient 𝐷 𝛿⁄ , le coefficient de diffusion du soluté et l’épaisseur de la couche limite 

de diffusion, qui est plus généralement noté 𝑘𝑐𝑙, le coefficient de transfert de matière du soluté 

(𝑚. 𝑠−1). L’équation devient : 

 
 𝐽𝑠𝑡𝑎𝑡 = 𝑘𝑐𝑙 ∙ 𝑙𝑛 (

𝐶𝑚 − 𝐶𝑝

𝐶0 − 𝐶𝑝
) Eq. 41 

Si la concentration 𝐶𝑚 à la membrane atteint la concentration de gel, 𝐶𝑔, le transfert n’est 

plus possible donc la concentration dans le perméat est nulle (𝐶𝑝 = 0). Le flux stationnaire 

devient alors le flux limite et l’équation devient (modèle du gel) : 

 
 𝐽𝑙𝑖𝑚 = 𝑘𝑐𝑙 ∙ 𝑙𝑛 (

𝐶𝑔

𝐶0
) Eq. 42 

Ainsi ces modèles mettent en évidence la proportionnalité entre 𝐽𝑠𝑡𝑎𝑡 ou 𝐽𝑙𝑖𝑚 et 𝑘𝑐𝑙, et varient 

avec la vitesse tangentielle de la solution. Ils sont également indépendant des caractéristiques 

de la membrane et de la pression (Aimar et al. 2010b). 

Ces modèles sont indispensables pour estimer le flux et donc la productivité des procédés, 

mais ils peuvent être compliqué à résoudre étant donné que la concentration à la membrane ne 

peut pas être mesurée directement (cf. §I.3.8.2.2 p.78 EB). A ces modèles on peut ajouter le 

modèle en série (Eq. 43), le modèle osmotique (Eq. 45) et le modèle hybride (Eq. 46) (Poddar 

et al. 1999). Le terme osmotique est lié à une possible contre-pression osmotique qui réduit 

l’effet de la 𝑃𝑇𝑀 appliquée. Le modèle indique que si la 𝑃𝑇𝑀 est égale à ∆𝛱 (différence de 

pression osmotique entre le rétentat-concentré et le perméat-dilué), les forces s’annulent et donc 
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il n’y a plus de flux. Et si la 𝑃𝑇𝑀 et supérieure, nous serons dans le cas d’une osmose inverse 

(Aimar et al. 2010a). Le modèle des résistances en série vient de la loi de Darcy (Eq. 26 p.56) 

en remplacent le terme de perméabilité (𝐿𝑝) par son inverse, la résistance intrinsèque de la 

membrane (𝑅𝑒𝑠𝑚) (Eq. 43) qui est le facteur qui limite le flux. Ensuite à cette résistance s’ajoute 

les résistances liées à la couche de polarisation et/ou à l’encrassement ou encore de la couche 

adsorbée (∑𝑅𝑒𝑠 ou 𝑅𝑒𝑠𝑝𝑙, 𝑅𝑒𝑠𝑒𝑛𝑐𝑟 et 𝑅𝑒𝑠𝑎𝑑𝑠), qui restreignent d’autant plus 𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 (Jönsson & 

Trägårdh 1990; Persson & Nilsson 1991; Aimar 2006).  

 
𝐿𝑝 =

1

𝑅𝑒𝑠𝑚
 Eq. 43 

 𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 = 
𝑃𝑇𝑀

µ ∙ (𝑅𝑒𝑠𝑚 + ∑𝑅𝑒𝑠)
 Eq. 44 

 𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 = 
𝑃𝑇𝑀 − ∆𝛱

µ ∙ 𝑅𝑒𝑠𝑚
 Eq. 45 

 𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 = 
𝑃𝑇𝑀 − ∆𝛱

µ ∙ (𝑅𝑒𝑠𝑚 + ∑𝑅𝑒𝑠)
 Eq. 46 

La Figure 22 résume les différences de flux induits par ces phénomènes de résistance. Dans 

le cas de l’eau pure (Figure 22 ①), le flux de perméat est proportionnel à la 𝑃𝑇𝑀. Pour une 

eau avec des solutés, le flux augmente linéairement jusqu’à un perméat critique (𝐽𝑐𝑟𝑖𝑡) (Figure 

22 ②) en dessous duquel la polarisation de concentration est réversible si l’on diminue la 𝑃𝑇𝑀. 

Au délà de cette valeur, l’effet s’accentu vers un encrassement (voire un colmatage) qui est 

irréversible et ne permet pas de revenir au 𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 initial en diminuant la 𝑃𝑇𝑀 (Figure 22 ③). 

 
Figure 22 : Schématisation de l'effet de polarisation et du colmatage sur le flux du perméat en fonction de la 

PTM (Aimar et al. 2010b). 
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Ces modèles (Eq. 43, Eq. 44, Eq. 45, Eq. 46 p.75) permettent alors de déterminer ces 

résistances car, contrairement à la résistance intrinsèque de la membrane, la polarisation et 

l’encrassement varient au fur et à mesure du procédé. Ces phénomènes peuvent être estimés 

après une première mise en œuvre en relevant les flux en eau (avant lavage), qui donnera la 

valeur de l’ensemble des résistances et dont la résistance intrinsèque devrait être enlevée, ou 

bien cela peut être en faisant des régressions sur les modèles choisis avec des constantes à 

déterminer en fonction du temps ou de la concentration fixées (ou tout autre paramètre notoire) 

et du flux de perméat relevé (Yeh et al. 2000, 2003; Wang et al. 2009; Barjoveanu & Teodosiu 

2010; Quezada et al. 2021). Le but final étant de pouvoir prédire le comportement du flux en 

fonction de ces paramètres et/ou en fonction du temps. 

 Modélisation de la concentration de constituants d’un mélange en UF 

Pour déterminer les performances d’un procédé UF, il est possible de modéliser la 

concentration de chaque constituant dans chacun des compartiments en fonction du temps. Pour 

cela, il faut connaître les concentrations initiales et les valeurs de rétention (ou transmission) de 

chaque constituant. La concentration initiale est facilement obtenue par CLHP-ES. La rétention 

peut être réelle ou observée, en fonction de l’importance des phénomènes à la surface 

membranaire. 

 Rétention observée 

Avec tous les phénomènes agissants au cours de la filtration (électrostaticité, rétro-

diffusion, polarisation, interactions de surface, encrassement), la loi de Ferry (Eq. 28 p.57) n’est 

pas la plus adaptée pour évaluer la rétention de chaque composé pour des mélanges complexe 

tels que les hydrolysats protéiques (Cherkasov 1990). Ainsi, dans la littérature les coubes de 

tamisage sont de plus en plus réalisées directement avec l’hydrolysat avant l’implémentation 

finale, afin d’évaluer en amont si les performances de purification ou d’enrichissement en 

molécules d’intérêt ciblées de l’hydrolysat seront satisfaisantes (Bourseau et al. 2009; 

Chabeaud et al. 2009c; Kapel et al. 2011). Pour cela, l’hydrolysat est filtré dans le système mis 

en place en recirculation totale du rétentat et du perméat dans le réservoir d’alimentation. La 

concentration des composants de l’hydrolysat est mesurée dans le rétentat et dans le perméat, 

par CLHP-ES. Cette méthode a en effet été proposée comme un moyen d’étalonnage universel 

pour le membranes d’ultrafiltration car elle permet de séparer les molécules en fonction de leur 

rayon hydrodynamique, ce qui est le plus précis qu’en fonction de la masse molaire en poids 

réel ou par le rayon de Stokes (Cherkasov 1990; Aimar & Meireles 2010). De cette manière, la 
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rétention observée 𝑅𝑜𝑏𝑠 pour chaque molécule 𝑥 présente est calculée grâce à l’Eq. 47. La 

transmission (𝑇𝑟𝑜𝑏𝑠) est une autre approche qui calcule le tranfert des peptides (Eq. 48), et est 

l’opposé de la rétention. L’une ou l’autre des méthodes peut être utilisées pour caractériser la 

sélectivité des membranes.  

Rétention 

observée 
𝑅𝑜𝑏𝑠,𝑥 = 1 −

𝐶𝑝,𝑥

𝐶𝑟,𝑥
 Eq. 47 

Transmission 

observée 
𝑇𝑟𝑜𝑏𝑠,𝑥 =

𝐶𝑝,𝑥

𝐶𝑟,𝑥
 Eq. 48 

La valeur de la rétention (ou de la transmission) permet ainsi de déterminer la concentration 

du soluté dans le perméat en fonction de la concentration dans le rétentat pour un 

fonctionnement en concentration discontinue ou en diafiltration grâce aux équations de bilan 

de matière qui expriment les concentrations (Eq. 49 et Eq. 50) et les volumes (Eq. 31 p.66, Eq. 

51 et Eq. 52) dans les deux compartiments en fonction du temps par l’intermédiaire du débit de 

perméat (𝑄𝑝). 

Concentration 

rétentat 

𝑑𝐶𝑟,𝑥
𝑑𝑡

=  
𝐶𝑟,𝑥
𝑉𝑟
∙ 𝑄𝑝 ∙ (𝑅𝑜𝑏𝑠,𝑥 − 𝛼) Eq. 49 

Concentration 

Perméat 

𝑑𝐶𝑝,𝑥

𝑑𝑡
=  
𝑄𝑝 ∙ (𝐶𝑟,𝑥 ∙ (1 − 𝑅𝑜𝑏𝑠,𝑥) − 𝐶𝑝,𝑥)

𝑉𝑝
 Eq. 50 

Variation 

volume rétentat 

𝑑𝑉𝑟
𝑑𝑡
= 𝑄𝑝 ∙ (𝛼 − 1) Eq. 51 

Variation 

volume perméat 

𝑑𝑉𝑝

𝑑𝑡
= 𝑄𝑝 Eq. 52 

Ainsi, cette méthode a été appliquée avec succès pour différents modélisation de séparation 

avec des hydrolysats de lactosérum, poisson et hémoglobine bovine (Chabeaud et al. 2009b; 

Kapel et al. 2011; Bodin 2016; Beaubier et al. 2021b). Ces modélisations peuvent prédire les 

évolutions de concentration ou des critères de performances (cf. Tableau 8 p.68) dans les deux 

compartiments sur base de chromatogramme d’exclusion stérique entier, représentatif de toutes 

les masses molaires présente dans l’hydrolysat.  

Ces équation peuvent également s’écrire de manière analytique en fonction de FRV (Eq. 29 

p.65), de DV (Eq. 30 p.66) et la concentration initiale (Muller et al. 1999) : 

Rétentat CD 𝐶𝑟,𝑥 = 𝐶0,𝑥 ∙ 𝐹𝑅𝑉
𝑅𝑜𝑏𝑠,𝑥 Eq. 53 
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Perméat CD 𝐶𝑝,𝑥 = 𝐶0,𝑥 ∙
𝐹𝑅𝑉 − 𝐹𝑅𝑉𝑅𝑜𝑏𝑠,𝑥

𝐹𝑅𝑉 − 1
 Eq. 54 

Rétentat DV 𝐶𝑟,𝑥 = 𝐶0,𝑥 ∙ 𝑒
(𝑅𝑜𝑏𝑠,𝑥−1)∙𝐷𝑉 Eq. 55 

Perméat DV 𝐶𝑝,𝑥 = 𝐶0,𝑥 ∙
1 − 𝑒(𝑅𝑜𝑏𝑠,𝑥−1)∙𝐷𝑉

𝐷𝑉
 Eq. 56 

 

 Rétention réelle 

Ces modèles utilisant la rétention observée s’appliquent pour la séparation d’hydrolysats 

n’entraînant pas de phénomène de polarisation important qui permettent de supposer qu’il n’y 

a pas de gradient de concentration, avec la concentration à la membrane égale à cette dans le 

réservoir du rétentat (Muller et al. 1999). Autrement, la méthodologie la plus répandue et 

valable pour de nombreuses solutés (sels, mono- et  polysaccharides, PEG, lignine, protéines 

pures et issus de co-produit industriel) consistait à utiliser la théorie du film (Bhattacharjee & 

Bhattacharya 1992; Bhattacharjee et al. 1996; Combe et al. 1997; Ahmad et al. 2006; Kuhn et 

al. 2010), sans laquelle la prédiction des performances serait toujours surestimée (Sulaiman et 

al. 2001). La modélisation prend en compte le phénomène de concentration de polarisation avec 

la concentration à la membrane, pour intégrer la rétention réelle 𝑅𝑟𝑒́𝑒𝑙 au bilan de matière, telle 

que définie dans l’Eq. 57. 

Rétention réelle 𝑅𝑟𝑒́𝑒𝑙,𝑥 = 1 −
𝐶𝑝,𝑥

𝐶𝑚,𝑥
 Eq. 57 

Cependant, cette concentration 𝐶𝑚 ne peut être mesurée directement et nécessite des 

expériences complémentaires ou de chercher des modèles d’approximation correctes ou bien 

de se référer à la littérature et trouver des auteurs qui ont fait ce travail. En général, le modèle 

de polarisation de concentration (Eq. 41 p.74) ou du gel (Eq. 42 p.74) sont pris en considération 

pour estimer la concentration à la membrane (𝐶𝑚) et le coefficient de transfert de matière (𝑘𝑐𝑙), 

voire directement 𝑅𝑟é𝑒𝑙 (Zydney 1997; Yeh et al. 1998; Paulen et al. 2011; Bakhshayeshi et al. 

2012). Pour cela, il est possible de faire une régression sur un modèle choisi (polynomiale, 

puissance, etc.) ou faire des estimations par des techniques itératives. Ces estimations donnent 

les valeurs des variables recherchés qui correspondent à la résolution du modèle de polarisation 

(Bhattacharjee & Datta 1996; Poddar et al. 1999; Kuhn et al. 2010; Sarkar et al. 2011; Oueslati 

et al. 2015).  
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Une autre manière plus traditionnelle est de linéariser l’Eq. 41 (p.74) en Eq. 58 après avoir 

remplacé 𝐶𝑟 et 𝐶𝑚 par 𝑅𝑜𝑏𝑠 et 𝑅𝑟é𝑒𝑙 : 

 𝑙𝑛 (
1 − 𝑅𝑜𝑏𝑠
𝑅𝑜𝑏𝑠

) = 𝑙𝑛 (
1 − 𝑅𝑟𝑒́𝑒𝑙
𝑅𝑟𝑒́𝑒𝑙

) + (
𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥

𝑈𝛼
) Eq. 58 

Cela implique donc de faire des expériences où il faut varier le débit d’alimentation/gavage 

(ou la 𝑃𝑇𝑀) et de relever les flux de perméat et les concentrations pour tracer une relation 

linéaire entre 𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 et 𝑅𝑜𝑏𝑠 (Nakao & Kimura 1981; Aimar 2006; Causserand 2006; Aimar et 

al. 2010a) : 

 𝑓(𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥) = 𝑙𝑛 (
1 − 𝑅𝑜𝑏𝑠
𝑅𝑜𝑏𝑠

) Eq. 59 

 Cette relation linéaire (𝑓(𝑥) = 𝑎𝑥 + 𝑏) permet de déterminer que : 

 𝑎 =
1

𝑈𝛼
=
1

𝑘𝑐𝑙
 Eq. 60 

 𝑏 =  𝑙𝑛 (
1 − 𝑅𝑟𝑒́𝑒𝑙
𝑅𝑟𝑒́𝑒𝑙

) Eq. 61 

Le transfert de matière 𝑘𝑐𝑙 est en effet approximé par 𝑈𝛼, qui n’est pas la vitesse de 

recirculation du fluide fixée par la pompe d’alimentation/gavage mais la vitesse moyenne du 

fluide de recirculation dans le module de filtration. Le coefficient 𝛼 est souvent pris égal à ± 

0,8 (Nakao & Kimura 1981) mais il peut aussi être ajusté aux données expérimentales qui donne 

la meilleur corrélation (Ahmad et al. 2006).  

Enfin des corrélations ont été établies pour le coefficient transfert de matière en fonction du 

nombre de Sherwood, ce dernier étant déterminé expérimentalement en fonction de la 

géométrie et du régime d’écoulement, laminaire (Eq. 62) ou turbulent (Eq. 63). Si des auteurs 

ont travaillé sur des modules similaires, ces valeurs peuvent être utilisées en première 

approximation ou pour valider la modélisation par l’expérimentation de sa propre 

installation (Aimar et al. 2010a; Aguirre Montesdeoca et al. 2016) : 

Régime 

laminaire 

𝑘𝑐𝑙 ∙ 𝑑ℎ
𝐷

= 𝑆ℎ = 𝛼1 ∙ (𝑅𝑒 ∙
𝑑ℎ
𝐿
)𝑎2 ∙ 𝑆𝑐𝑎3 Eq. 62 

Régime 

turbulent 

𝑘𝑐𝑙 ∙ 𝑑ℎ
𝐷

= 𝑆ℎ =  0,023 ∙ (𝑅𝑒)𝑎1 ∙ 𝑆𝑐𝑎2 Eq. 63 

Les coefficients 𝛼𝑥 dépendent des géométries des modules de filtrations utilisés.
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En résumé, le fractionnement membranaire d’hydrolysats présente de nombreux 

avantages tant pour sa mise en œuvre (conditions douces, pas de solvants organiques, 

facilement couplé à d’autres procédés) que sa polyvalence (géométrie, matériaux, 

sélectivité), et surtout pour son rendement élevé, ce qui rend le procédé 

économiquement intéressant.  

Au cours du procédé des phénomènes de polarisation de concentration et 

d’encrassement diminue la productivité en augmentant la résistance par la rétro-

diffusion et blocage des pores. Ces phénomènes sont dépendants des conditions 

opératoires (mode d’implémentation, 𝑃𝑇𝑀, vitesse de recirculation, concentration 

initiale) qui peuvent être modulées afin de diminuer leurs impacts sur le flux de 

perméat. De plus, ces phènomènes ont été modélisés par des modèles mécanistiques et 

bilan de matière, pour prédire les performances en fonction du flux de perméat et de 

la rétention et déterminer ainsi les meilleures conditions de mise en œuvre. 

De nombreux fractionnements membranaires d’hydrolysats protéiques ont été 

réalisés pour améliorer leur fonctionnalité. Cependant, dû à la complexité d’un 

mélange peptidique, qui a de nombreux solutés, très peu d’études ont intégré une 

méthodologie de fractionnement précise avec une modélisation de composition du 

perméat entier. 

 



Etude bibliographique - Réacteurs enzymatiques à membranes  

 

81 
Simulation des REM pour la production continue d’hydrolysats protéiques 

 Réacteurs enzymatiques à membranes 

 Généralités 

 Principe et intérêts 

Un procédé de protéolyse en continu consiste à ajouter en permanence le substrat (protéines) 

tout en retirant le produit de l’hydrolyse (peptides) et en gardant la même quantité d’enzyme 

pendant tout le procédé, c’est le recyclage. Pour permettre cela, il faut rajouter un module de 

séparation, comme une membrane qui permet de retenir les enzymes et les protéines du côté de 

la réaction tout en laissant passer les peptides. Le montage est analogue à la diafiltration, 

excepté la solution d’ajout qui contient le substrat cette fois-ci (Figure 23). Cette combinaison 

technologique est simple car c’est un réacteur traditionnel à cuve agitée en continu (CSTR) 

couplé à une unité de séparation. Cette configuration est dite « à boucle externe », « en 

recirculation » ou « flux latéral ». L’inconvénient est le volume mort (pompe, tuyaux) et le taux 

de cisaillement qui doit être adapté à la biomasse ou aux enzymes, ainsi que la consommation 

énergétique élevée des pompes externes (Aimar & Daufin 2004). Cependant cela n’a pas 

empêché le développement de ces réacteurs enzymatiques à membranes (REM) depuis les 

années 1970 pour diminuer la consommation d’enzyme et donc les coûts de mise en œuvre 

discontinue des réactions enzymatiques dans les domaines de technologies vertes et industrielle 

(Bouhallab & Touzé 1995; Mišún et al. 2008).  

 

Figure 23 : Illustration d'un réacteur enzymatique à membrane en flux latéral pour la protéolyse continue. 
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Les avantages des REM sont nombreux (Prazeres & Cabral 1994; Rios et al. 2004; Plumb 

2005; Korhonen & Pihlanto 2006; Cole & Johnson 2018) :  

 Deux procédés intégrés en un seul ce qui permet un gain de temps. 

 Productivité et rendement augmentés en retenant l’enzyme ce qui étend son activité dans 

le temps. 

 Contrôle des propriétés des produits par la spécificité de l’enzyme et de la sélectivité de 

la membrane, et qui déplace aussi l’équilibre réactionnel (Adje et al. 2013; Beaubier et 

al. 2021a). 

 Inhibition diminuée de l’enzyme car les produits sont transférés dans le perméat. 

 Produit final purifié sans enzymes et sans substrat (si perméat récupéré). 

 Volumes des cuves d’alimentation raisonnables pour une production équivalente en 

batch, ce qui diminue le risque d’accidents (inondation, chute, écrasement) et plus 

économique en développement (deux batch de 10 000 𝐿 remplacées par un continu de 

16 𝐿 (Bodmann & Marti 2015)). 

 Plus de facilité à mettre en œuvre plusieurs unités du même procédé continu avec un 

volume raisonnable qu’une unité d’un procédé batch au volume élevé, ce qui permet en 

gain de plusieurs mois/année de la phase de développement pour une commercialisation 

plus rapide. 

 Production stabilisée (qualité uniforme) nécessitant cependant d’atteindre l’état 

stationnaire tant au niveau de l’hydrolyse, qu’au niveau de la séparation. 

 Réduction de la quantité de produits chimiques à utiliser, ce qui est lié aux avantages 

des membranes. 

Ces avantages sont accompagnés de l’inconvénient aussi inhérent aux membranes, 

l’encrassement/colmatage, dont s’en suit une diminution de flux de perméat. De plus, la couche 

de polarisation implique une hétérogénéité de concentration et ainsi de réaction, entre la surface 

de la membrane et le réservoir d’alimentation. Enfin, l’enzyme perd de son activité au cours du 

temps, ce qui est dû à une dénaturation thermique, des forces de cisaillement, l’adsorption par 

la membrane, etc. (Prazeres & Cabral 1994; Paolucci-Jeanjean et al. 2001). Cependant, ces 

problèmes n’entravent pas la prévalence des performances des REM sur les classiques batch-

séparation. Ainsi, le plus limitant serait l’encrassement de la membrane, dont les paramètres de 

fonctionnement devraient être réfléchis pour le retarder ou développer un cycle de lavage 

efficace, comme il est de rigueur pour les membranes (cf. §I.3.4.2 p.63 EB). 
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Toutefois, la mise en œuvre de procédé continue n’est pas autant utilisée que les opérations 

discontinues car le bénéfice (productivité élevé et économie d’énergie) doit être largement 

supérieur au coût de l’implémentation (durée du développement, ressources mobilisées, 

nouvelle technologie à appréhender, etc.) (Plumb 2005; Cole & Johnson 2018). Par exemple, 

si un procédé en batch permet de faire une quantité suffisante de produit, un changement de 

méthode de production n’est pas nécessaire. D’autre part, un procédé continu ne s’appliquerait 

pas à un produit dont l’exploitation exclusive est de courte durée, comme le brevet, dont la 

protection est effective pendant 20 ans, mais qui n’est pas suffisante pour le retour sur 

l’investissement employé pour le développement et la commercialisation (Plumb 2005). Enfin, 

l'apprentissage de nouveaux concepts demande du temps de l’investissement qui n’est pas en 

en faveur du procédé continu. Notamment, les compétences nécessaires regroupent le génie 

chimique, mécanique, la chimie analytique avancée, l'automatisation et la modélisation des 

processus. Si un procédé est amené à durer longtemps, le processus devra être sous un contrôle 

constant afin de garantir la stabilité et détecter d’éventuels problèmes. Cela comprend 

notamment le contrôle précis des débits massiques et des produits, requérant des systèmes 

supplémentaires d'automatisation et de contrôle des processus, des technologies de suivi 

analytique en ligne de procédé (rétroaction des débitmètres massiques, sondes de température, 

transmetteurs de pression, capteurs de niveau, spectroscopie infrarouge, CLHP, etc.) (Plumb 

2005; Cole & Johnson 2018).  

Néanmoins, en ce qui concerne les hydrolysats protéiques, qui présentent un très haut 

potentiel pour des applications diverses et variées (Tableau 9 p.70), il y aurait un fort intérêt à 

implémenter directement un procédé continu avec un séparation intégrée. En effet, la quantité 

des peptides bioactifs peut être de l’ordre de moins de 5% sur les peptides totaux de 

l’hydrolysat, ce qui est très faible par rapport à l’énergie dépensée, avec au moins deux 

opérations à la suite avec leur temps de mise en œuvre et d’arrêt, la production et la séparation, 

ce qui se répercute sur un coût final très élevé (cf. §I.2.2 p.40 EB). 

 Classifications des réacteurs 

La classification des réacteurs membranaires peut se faire de différentes manières et 

ressemble un peu à la classification des modules de filtration, avec en plus l’ajout de la fonction 

et de la nature des catalyseurs (Figure 24 p.85). Un premier niveau est basé sur la fonction de 

transport de la membrane : extracteur, distributeur et contacteur. L’action d’extracteur dans le 

perméat de la membrane d'un ou plusieurs produits permet l'amélioration de la conversion et/ou 

de la sélectivité des réactants encore présents dans le rétentat. C’est le cas typique des 
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productions continues des peptides d’intérêt. Le fonctionnement comme un distributeur est 

décrit comme dosant les réactifs par leur diffusion du rétentat dans le perméat où la réaction 

sera faite. Cela augmente la sélectivité des réactions cinétiquement contrôlées telles que 

l'hydrogénation et l'oxydation (Fontanova & Drioli 2010). La configuration de contacteur 

permet le contact entre les réactifs dans des phases immiscibles. Cela élimine le besoin d'un 

solvant commun et permet un contrôle actif de la concentration des réactifs à proximité des 

sites catalytiques. Ce système est développé surtout pour l'oxydation des composés dissous dans 

l'eau afin de réduire la demande chimique en oxygène et en carbone organique total dans les 

eaux usées industrielles (Iojoiu et al. 2006).  

Vient ensuite la nature du matériau membranaire (organique ou inorganique), puis le rôle 

de la membrane dans le processus catalytique. Si la membrane est elle-même catalytiquement 

active, le réacteur est indiqué comme « réacteur à membrane catalytique » (RMC). Les enzymes 

peuvent être soit prises au piège dans la membrane (en trempant la membrane dans la solution 

d’enzymes ou en réalisant un cycle d’ultrafiltration), soit gélifiée sur la membrane (en enrobant 

préalablement les enzymes dans des polymères gélifiants), soit liées à la membrane par 

différents mécanismes : l’adsorption physique (forces de van de Waals, électrostatiques et 

liaison hydrogènes), liaison ionique, liaison covalente (nécessite de recouvrir la surface et les 

pores de la membranes de groupes actifs (amino, hydroly, carboxy, azido, etc.) par des 

méthodes chimiques, induction d’ultraviolets, etc.), ou réticulation (par application d’agents 

bifonctionnels) (Drioli & Giorno 2010; Cen et al. 2019). Si la fixation des enzymes à un support 

peut les rendre plus stables, elle peut présenter certains désavantages conséquents : avant de 

procéder à la réaction à proprement parlé, il faut réaliser cette transformation et cela comprend 

plusieurs étapes et donc du temps et des composants chimiques en plus, ce qui se répercute sur 

le coût total. De plus la fixation peut rendre a contrario certaines enzymes instables voire 

inactives. De ce fait il faudrait optimiser déjà le procédé d’activation de la membrane et trouver 

une enzyme compatible, ce qui rajoute des étapes de développement qu’il faut être capable 

d’assurer (Rios et al. 2004; Rodrigues et al. 2013).  

Alternativement, si la membrane n'assure qu'une fonction de séparation et que le catalyseur 

est en solution, en configuration enzyme libre, lit fixe ou lit fluidisé, le système est désigné 

comme réacteur inerte ou assisté par membrane et est appelé simplement « réacteur 

enzymatique à membrane » (REM). Enfin la nature du catalyseur, biologique ou artificiel, 

termine la caractérisation (Fontanova & Drioli 2010). 
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Figure 24 : Classification des réacteurs à membranes par la fonctionnalité de leurs composants. Adapté de (Fontanova & Drioli 2010).
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 Applications des REM 

Les développements en continu des REM ont abouti tout de même à un certain nombre 

d’applications pour des grands biopolymères comme l’amidon (Kędziora et al. 2006), la 

cellulose (Bélafi-Bakó et al. 2006), la chitine (Kuroiwa et al. 2009) et les protéines (Trusek-

Holownia 2008).  

La valorisation des co-produits de la mer est une filière en très fort accroissement pour la 

production par exemple des chitooligosaccharides (COS) à partir du chitosan. Les COS ont en 

effet aussi des activités biologiques et sont utilisées comme compléments alimentaires en 

capteurs de graisses (Ylitalo et al. 2002), nanofibres dans des application biomédicales 

(Jayakumar et al. 2010) ou encore en biostimulants de défenses végétales (van Aubel et al. 

2016). Un dispositif continu avec des enzymes immobilisées et des membranes aux différents 

seuils de coupure a permis, d’une part, de produire des COS avec des longues chaînes, ce qui 

est limitant dans un mode discontinu, et d’autres part, d’avoir différentes fractions aux 

différentes tailles de COS ciblées qui pourrait être utilisée sans d’autres étapes d’hydrolyse ou 

de purification (Jeon & Kim 2000).  

La lignocellulose est la biomasse la plus abondante avec 2,0×1011 de tonnes disponibles par 

an. Elle est notamment utilisée pour la production de bioéthanol à partir de co-produits des 

filières végétales. Le bioéthanol est produit à partir du glucose, fermentation alcoolique, mais 

avant de rendre disponible le glucose, une hydrolyse de la cellulose est nécessaire au préalable. 

Cette étape limitante est évincée par une hydrolyse en continue (Stickel et al. 2018; Lischeske 

& Stickel 2019; Al-Mardeai et al. 2022a, b). 

L’hydrolyse de l’amidon est une méthode développée depuis le XIXème siècle (à partir du 

maïs, patate douce, blé ou riz) pour produire du sirop de glucose ou de maltose, produit très 

utilisé en cuisine pour les pâtisseries (Sarbatly & England 2004). Hydrolyse exclusivement 

acide et en batch au départ, la biocatalyse continue a permis d’améliorer la qualité et la 

conformité des sirops avec des degrés DE (dextrose équivalents) contrôlables et stables (Sims 

& Cheryan 1992; Woo & McCord 1994; Bayramoğlu et al. 2004). 

En industrie agroalimentaire l’application des REM se trouve surtout dans la production 

d’alcool (boissons alcoolisées), l’hydrolyse de pectines (clarification des jus de fruits et vins), 

l’hydrolyse des lipides (émulsifiants, principes actifs) ou encore la production d’additifs 

alimentaires (L-acide malique). L’hydrolyse des matières protéiques concerne le traitement du 

lait, pour le rendre digestible par l’être humain, pour l’alimentation infantile (hydrolyse du 
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lactose et des caséines) et pour attendrir la viande (Giorno & Drioli 2000). Ces applications 

peuvent être largement étendues comme le montrent de nombreuses recherches, résumées dans 

le Tableau 10, qui ont montré que les REM permettent d’avoir un contrôle des performances 

de l’hydrolyse protéique, des peptides produits et la sélectivité, aboutissant à des intérêts 

applicatifs en adéquations avec les attentes de responsabilité écologique des consommateurs et 

des objectifs économiques des industriels.  
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Tableau 10 : Liste non exhaustive de développements de REM réalisés pour l'hydrolyse continue des protéines. Indications (si mentionnées dans l’article initial) de la (des) 

matrice(s) protéique(s) utilisée(s), des enzymes et des conditions opératoires de l’hydrolyse continue, du module de filtration (type, matériau, seuil de coupure), des 

paramètres de soutirage (volume du rétentat, flux du perméat) et des principaux résultats recueillis. 

 

Matrice(s) 

protéique(s) 

Enzyme(s) – CO  Module de filtration et 

caractéristiques 

Résumé études fonctionnement / production(s) activité(s) 

ciblé(s) 

Référence 

Caséine 

 

Alcalase : 

𝑝𝐻8,8 – 40-50°C – 1/100 

– 120-150h 

Pré-hydrolyse 5h. 

Enzyme libre et stabilisée 

par glutaraldéhyde. 

UF cellule agitée (PS) 

MWCO : 30 kg.mol-1 

𝑉𝑟 = 300 mL 

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 constant et variable 

Rétention meilleure de l’enzyme stabilisée. 

Perte d’activité enzymatique d’environ 50% au bout de 24h pour 

l’enzyme libre mais seulement 25% pour l’enzyme stabilisée. 

Contamination microbienne légère et constante sur 5 jours. 

Application d’enrichissement en peptides solubles dans les jus de 

fruits. 

(B
o

u
d

ran
t &

 

C
h

eftel 1
9

7
6

) 

Isolat protéique 

de soja (93%) 

 

Pronase : 

𝑝𝐻8 – 50°C –  1/16-1/400 

– 100h 

UF fibres creuses (PS) 

MWCO : 10 kg.mol-1 

𝑉𝑟 = 550-2750 mL 

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 constant 

Plus l’espace-temps est faible plus les peptides sont de haut poids 

moléculaire. Même chose avec l’avancement de la réaction à cause 

de l’inactivation enzymatique, la conversion diminue et les peptides 

sont gros.  

Bonne capacité de solubilisation, clarification et sorption 

d’humidité mais faibles capacités moussantes et émulsifiantes. 

Augmentation d’amertume. 

La conversion diminue avec la concentration en substrat et 

l’augmentation du flux. 

La conversion augmente avec le volume du réacteur et le temps de 

séjour. 

(D
eeslie &

 C
h

ery
an

 1
9
8

8
) 

(D
eeslie &

 C
h

ery
an

 1
9
8

1
a) 

Isolat protéique 

de soja (93%) 

 

Pronase : 

𝑝𝐻8 – 37-50°C – 1/16-

1/400 – 7h 

UF fibres creuses (PS) 

MWCO : 10 kg.mol-1 

𝑉𝑟 = 550 mL 

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 variable 

La capacité du réacteur diminue avec la concentration enzymatique 

et le volume du réacteur, mais la conversion augmente.  

La conversion diminue avec le flux et la concentration en substrat, 

mais capacité de réacteur augmente avec le flux. 

L’index de rendement enzymatique augmente avec flux et avec une 

faible concentration enzymatique. 

Production stable jusqu’à 10 volumes de remplacements et peu de 

différences en doublant le 𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 ou en changeant la température. 

(C
h
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an

 &
 D

eeslie 1
9
8

3
) 
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Matrice(s) 

protéique(s) 

Enzyme(s) – CO Module de filtration et 

caractéristiques 

Résumé études fonctionnement / production(s) activité(s) 

ciblé(s) 

Référence 

Muscle du lieu 

jaune d’Alaska 

Samoase®: 

𝑝𝐻7,7 – 60°C – 1/66-

1/425 – 220-700 min 

 

UF fibres creuses (PS) 

MWCO : 3 kg.mol-1 

𝑉𝑟 = 250 mL 

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 variable 

Conversions élevées (>90%). 

Modélisation et ajustement paramètre cinétique sur modèle M-M 

sur expériences en batch mais déviation avec l’expérience en 

continue. 

Stabilisateur CaCl2 inefficace. 

Une faible vitesse de recirculation permet un meilleur maintien de 

l’activité enzymatique. Cependant seulement entre 30 et 10% 

d’activité restante à la fin. 

(N
ak

ajim
a et a

l. 1
9

9
2
) 

β-caséine Chymosine : 

𝑝𝐻6,2 – 32°C – 1/2000 – 

420 min  

Temps de séjours 37,5-

300 min 

 

UF tubulaire (minéral) 

MWCO : 10 kg.mol-1 

UF spirale (cellulose) 

MWCO : 3 kg.mol-1 

𝑉𝑟 = 1,5 𝐿 

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 constant 

Conversion de 90%. 

Faible transmission des peptides avec membrane minérale (5%) et 

satisfaisante avec la membrane organique (34%). 

Index de rendement enzymatique pour les peptides immuno-

modulatoires de 160 𝑔𝑃𝑒𝑝 ∙ 𝑔𝐸
−1. 

(B
o

u
h

allab
 et a

l. 

1
9

9
3
) 

Hémoglobine 

bovine 

 

Pepsine : 

𝑝𝐻2 – 40°C – 1/49 – 24h 

UF tubulaire (minéral) 

MWCO : 20 kg.mol-1 

UF fibres creuses (PS) 

MWCO : 3,5-5-10-20 

kg.mol-1 

𝑉𝑟 = 1,8 𝐿 

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 variable 

Passage enzyme dans perméat pour membrane organique : 0,53%, 

4%, 23%, 47%. 

Activité enzymatique de 40% restante dans rétentat après 24h. 

Au  𝑝𝐻 = 𝑝𝐼 de la protéine la transmission peptidique est maximale 

(~20%) pour les membranes minérale et organique. 

Autolyse de la pepsine réduite en présence de l’hémoglobine. 

(S
an

n
ier et a

l. 1
9

9
4

) 

Caséino-

macropeptide 

(CMP) 

Trypsine : 

 𝑝𝐻7,5 – 40°C – 1/1560  

–  6-7h  

Ajout enzyme à 0 et 3h 

UF tubulaire (minéral) 

MWCO : 10 kg.mol-1 

UF spirale (cellulose) 

MWCO : 3 kg.mol-1 

𝑉𝑟 = 1,5 𝐿 

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 constant 

Rétention des peptides entre 20 et 50%. 

Valeur 𝑘𝑐𝑎𝑡 10 fois inférieur en réacteur qu’en batch.  

Enrichissement en peptides antithrombotiques de 59% après REM 

et 89% une nanofiltration additionnelle (400 g.mol-1 organique). 
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Matrice(s) 

protéique(s) 
Enzyme(s) – CO 

Module de filtration et 

caractéristiques 

Résumé études fonctionnement / production(s) activité(s) 

ciblé(s) 
Référence 

Concentrat de 

protéines de lait 

(35%) 

Alcalase 0.6L : 

𝑝𝐻8,5 – 50°C – 1/4-1/40 

– 10h 

UF fibres creuses (PS) 

MWCO : 10 kg.mol-1 

𝑉𝑟 = 100-1000 mL 

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 constant 

La conversion augmente avec le temps de séjours et le  𝐸/𝑆, mais 

diminue après 2h de fonctionnement (désactivation enzymatique). 

La capacité du réacteur diminue avec augmentation du  𝐸/𝑆 (plus 

d’enzyme) et l’augmentation du temps de séjour. 

Index enzymatique doublé par rapport au batch avant la fin du 

premier volume de remplacement. 

Capacité moussante optimale avec un faible temps de séjour mais 

stabilité plus élevée avec un très haut temps de séjour (petits 

peptides). 

Activité enzymatique résiduelle dans le perméat de 16%. 

(P
erea &

 U
g

ald
e 1

9
9
6

) 

β-caséine Trypsine : 

𝑝𝐻8,2 – 50°C – 1/50 – 4h   

Sept membranes planes à 

différentes  𝑝𝐻 préparées 

à base de polyacrylamide. 

Pas de  𝑃𝑇𝑀 mais flux hydrique dans toutes les chambres et 

application d’un champ électrique. 

Conversion >90%. 

Haute purification des peptides (phosphopeptides, casomorphines) 

par leur 𝑝𝐼.  

(R
ig

h
etti et a

l. 

1
9

9
7
) 

Lait de chèvre 

 

Pepsine : 

𝑝𝐻2 – 40°C – 1/50 – 4h 

UF tubulaire (minéral) 

MWCO : 30 kg.mol-1 

𝑉𝑟 = 100 mL 

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 variable 

Protéolyse sélective de l’α-lactalbumine. Résistance de la  

β-lactoglobuline. 

Rendement molaire de 3,81% pour l’α-lactorphine (opioïde). 

(B
o

rd
en

av
e 

et a
l. 1

9
9

9
) 

Isolat protéique 

de soja 

 

Flavourzyme type A et 

Alcalase 2,4L : 

Ratio F/A 3/2 –  𝑝𝐻Ø – 

50°C – 1/40 –– 16h 

UF fibres creuses (PS) 

MWCO : 3-30 kg.mol-1 

𝑉𝑟 = Ø 

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 variable 

Solubilités totales des hydrolysats entre  𝑝𝐻 2 et 9. 

Fuite enzyme au bout de 8h. 

Peu de différences de profile molaire des peptides entre les deux 

membranes. 

Index de rendement enzymatique supérieur par rapport au batch 

après un deuxième volume de remplacement. 

Augmentation de la capacité de sorption de l’eau par 2-3 fois. 

Augmentation de l’activité antioxydante de 3 à 72%. 

(C
h

ian
g

 et a
l. 1

9
9
9

) 
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Matrice(s) 

protéique(s) 
Enzyme(s) – CO 

Module de filtration et 

caractéristiques 

Résumé études fonctionnement / production(s) activité(s) 

ciblé(s) 
Référence 

CMP (80%) Trypsine : 

𝑝𝐻8 – 40°C – 1/48-

1/2500 – 4h 

 

UF tubulaire (minéral) 

𝑉𝑟 = 1,25 𝐿 

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 fixe 

Mécanistiques et cinétiques des groupes peptidiques diffèrent en 

fonction du ratio  𝐸/𝑆. 

Le processus hydrolytique consiste en trois liaisons coupées, les 

deux premières sont clivées consécutivement mais la dernière est 

contrôlée par l’accumulation de peptides intermédiaires. La dernière 

coupure dépend donc du ratio  𝐸/𝑆 mais aussi de l’alimentation en 

solution protéique. 

(M
artin

-O
ru

e et a
l. 

1
9

9
9
) 

Hémoglobine 

bovine 

Papaïne : 

𝑝𝐻8 – 55°C – 1/3-1/15 – 

4h 

Pré-hydrolyse 1h 

MF tubulaire (minéral) 

Taille pores : 0,14 µ𝒎 

UF tubulaire (minéral) 

MWCO : 10 kg.mol-1 

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 variable 

40% activité enzymatique résiduelle dans le perméat pour l’UF et 

20% pour la MF. 

75% d’activité restante dans le rétentat au bout de 4h pour l’UF et 

près de 90% pour la MF. 

L’adsorption des protéines et peptides sur la membrane changent de 

manière spectaculaire les propriétés de perméabilité et de sélectivité 

membranaire. 

La vitesse du fluide tangentielle augmente le 𝐷𝐻. 

Plus le ratio  𝐸/𝑆 est faible (augmentation de substrat pour une 

quantité d’enzyme fixe) plus de temps sera nécessaire pour atteindre 

un état stationnaire. 

(B
elh

o
cin

e et a
l. 2

0
0

0
) 
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Matrice(s) 

protéique(s) 
Enzyme(s) – CO 

Module de filtration et 

caractéristiques 

Résumé études fonctionnement / production(s) activité(s) 

ciblé(s) 
Référence 

CMP (80%) Trypsine : 

𝑝𝐻8 – 40°C – 1/400-

1/1250 – 4h 

 

UF cellule agitée 

(cellulose) 

MWCO : 3 kg.mol-1 

𝑉𝑟 = 400 mL 

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 variable 

Etude discontinue de la rétention des peptides : rétention des petits 

peptides plus élevée à une 𝑃𝑇𝑀 plus faible. Rétention plus élevée à 

des concentrations plus élevée sauf pour les fractions chargées 

négativement et hydrophobe. Rétention diminuée avec ajout de sels 

(𝑁𝑎𝑁𝑂3). 

Etude des rétentions en continue : légère augmentation de rétention 

à plus haute concentrations en substrat.  

Pas de différence de conversion en fonction de la 𝑃𝑇𝑀. Distribution 

du temps de séjour (9-24h) en correspondance avec une distribution 

d’un réacteur parfait mais le soutirage des peptides est plus lent que 

le taux de production. 

82% d’activité enzymatique résiduelle dans le rétentat. 

(P
rata-V

id
al et a

l. 2
0
0

1
) 

Hémoglobine 

bovine  

 

Pepsine : 

𝑝𝐻3 – 25°C – 1/40  – 48 

min 

Pré-hydrolyse 2 min 

UF cassette (cellulose) 

MWCO : 10 kg.mol-1 

𝑉𝑟 = 40 mL 

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 constant 

Enrichissement en peptide intermédiaire LVVh-7 (opioïde) par 

production continue en fixant le temps de séjour à 2 min (𝐷𝐻 3%), 

car il est produit à 2 min de l’hydrolyse.  

(K
ap

el et 

a
l. 2

0
0
3

) 

Isolat protéique 

de soja (IPS) 

Alcalase 2,4L : 

𝑝𝐻9 – 50°C – 1/40 – 8h 

UF spirale (PES) 

MWCO : 10 kg.mol-1 

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 constant 

Peptides avec activité ACE inhibiteur 10 fois supérieure à l’IPS. 

Activité liée aux peptides <1 kg.mol-1. 

Deux volumes de remplacements suffisent pour être plus perdant 

que le batch en index de rendement enzymatique. Stabilité de 

production entre 1 et 8h de fonctionnement. 

(C
h

ian
g

 et a
l. 

2
0

0
6
) 

Protéines de lait 

 

Protex 6L : 

𝑝𝐻8,5 – 50°C – 1/16 – 

16h 

UF casette (PES) 

MWCO : 3 kg.mol-1 

𝑉𝑟 = 2 𝐿 

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 variable 

Suivi du colmatage (facteur 10 entre le début et la fin). 

Faible diminution d’activité enzymatique après 13h (<10%). 

Pas d’influence sur l’activité enzymatique par le taux de 

cisaillement ou l’adsorption membranaire. 

Conversion de 80% et hydrolysats avec allergénicité diminuée de 

~100%. 

(G
u

ad
ix

 et a
l. 

2
0

0
6
) 
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Matrice(s) 

protéique(s) 
Enzyme(s) – CO 

Module de filtration et 

caractéristiques 

Résumé études fonctionnement / production(s) activité(s) 

ciblé(s) 
Référence 

Concentrat 

protéique de 

luzerne  

 

Delvolase® : 

𝑝𝐻9,5 – 37°C – 1/50 – 

20h 

UF tubulaire (minéral) 

MWCO : 10 kg.mol-1 

𝑉𝑟 = 32 𝐿 

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 fixe 

Temps de séjour fixé à 8h pour une production de petits peptides, 

dont 75% responsables de l’activité inhibitrice d’ACE. 

Activité d’inhibition ACE de l’hydrolysat produit 30 fois supérieure 

à l’hydrolysat de soja. 

(K
ap

el et 

a
l. 2

0
0
6

) 

Isolat protéines 

de lait (87%) 

Protease N : 

𝑝𝐻7 – 55°C – 1/16 –  

2-5h 

UF cassette (PES) - 

casette (cellulose) 

MWCO : 10-3 kg.mol-1 

𝑉𝑟 = 1 𝐿 

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 variable 

Allergenicité diminuée et/ou augmentation activité anti-radicalaire 

dans certaines configurations. En général l’allergénicité est 

supérieure pour peptides > 10 kg.mol-1 puis entre 10 et 3 kg.mol-1, et 

faible pour ceux <3 kg.mol-1. 

De même les plus hautes activités antiradicalaires sont attribuées 

aux fractions <3 kg.mol-1. 

(C
h

eiso
n

 et a
l. 

2
0

0
7
b

) 

Protéines de lait 

ovin (20%) 

 

Promod 439L : 

𝑝𝐻8,5 – 40°C – 1/100 – 

3h  

Pré-hydrolyse 1h 

 

UF tubulaire monocanal 

(minéral) 

MWCO : 8 kg.mol-1 

𝑉𝑟 = 1,5 𝐿 

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 constant 

Temps de séjours moyen de 1h. Sans réglage pH-stat. 

Hydrolysats avec meilleure pureté peptidiques que batch. 

Gain enzymatique de 50%. 

Conversons légèrement meilleure en continu qu’en batch. 

La pré-hydrolyse diminue la  𝑃𝑇𝑀 pour le même 𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥. 

(M
išú

n
 et a

l. 

2
0

0
8
) 

Gluten de blé 

 

Alcalase 2,4L : 

𝑝𝐻9 – 40°C – 1/33 – 6-

10h 

Pré-hydrolyse 5 min 

 

UF casette (PES) 

MWCO : 10 kg.mol-1 

𝑉𝑟 = 500 mL 

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 constant 

Index de rendement enzymatique supérieur au batch au bout de 2 

volumes de remplacement. 

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 moyen diminue avec la concentration du substrat, mais 

augmente avec  𝐸/𝑆 et  𝑃𝑇𝑀. Conversion inchangée (28%) avec 

concentration en substrat et  𝑃𝑇𝑀, augmente avec  𝐸/𝑆. 

Capacité réacteur diminue avec  𝐸/𝑆.  

Perte activité enzymatique de 45%. 

(C
u

i et a
l. 2

0
1

1
) 
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Matrice(s) 

protéique(s) 
Enzyme(s) – CO 

Module de filtration et 

caractéristiques 

Résumé études fonctionnement / production(s) activité(s) 

ciblé(s) 
Référence 

Isolat protéique 

de sésame 

 

Protéase A Amago 2G : 

𝑝𝐻7 – 50°C – 1/1000-

1/50 – 30 min 

Pré-hydrolyse 10 min 

UF casettes (PES) 

MWCO : 5-2-1 kg.mol-1 

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 variable 

𝐷𝐻 augmente avec  𝐸/𝑆. 

La population peptidique change en fonction du  𝐸/𝑆 vers des plus 

petits peptides. 

Activité antioxydante et antiradicalaires plus importantes après UF 

à 1 kg.mol-1 que 5 kg.mol-1 (60-50% contre 20-25%). Activité 

antioxydante efficace pendant 10 jours. 

Comportement inhabituel d’encrassement des membranes. 

(D
as et a

l. 2
0

1
2

) 

Caséine bovine Pancréatine : 

𝑝𝐻8 – 37°C – 1/100 – 3h 

Pré-hydrolyse 20 min 

UF casette (PES) 

MWCO : 5-1 kg.mol-1 

𝑉𝑟 = 2 𝐿 

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 variable 

Ajout d’une purification par chromatographie pour distinguer les 

peptides anioniques (34 phosphopeptides identifiés), des peptides 

cationiques (antimicrobiens) des inhibiteurs d’ACE (24 peptides 

identifiés). 

Toutes les fractions ont des activités antimicrobiennes contre E. coli 

et S. aureus (20-100%). 

(W
u

 et a
l. 2

0
1

3
) 

Protéines de blé 

(85%) 

 

Flavourzyme® : 

𝑝𝐻5 – 50°C – 1/5 – 24h 

UF casettes (PES) 

MWCO : 1-5-10 kg.mol-1 

𝑉𝑟 = 10 mL 

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 constant 

Production stable et supérieur par la membrane 10 kg.mol-1. 

Index de rendement enzymatique multiplié par deux par rapport au 

batch (20h). Etendu à 9 jours, c’est un facteur vingt. 

Inhibition par la L-Cystéine mais stabilité correcte de l’enzyme. 

Optimisation par méthode de plan d’expériences pour augmenter le 

rendement de l’espace-temps. 

(B
eren

d
s et a

l. 

2
0

1
4
) 

(B
eren

d
s et a

l. 

2
0

1
6
) 

Collagène de 

peau de poisson 

(Oreochromis 

niloticus)  

 

Alcalase : 

𝑝𝐻8 – 50°C – 3/4 – 6h 

Pré-hydrolyse 0 à 60 min 

UF fibres creuses (PS) 

MWCO : 1 kg.mol-1 

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 variable 

Pré-hydrolyse de 60 min permet des doubler l’index de rendement 

enzymatique. Elle diminue la résistante irréversible de la membrane 

(facteur 4) et augmente légèrement la conversion. 

Pas d’impact sur la désactivation enzymatique (perte de 25% dans 

tous les cas). Pas de différence sur l’activité inhibitrice d’ACE.  

Capacité de réacteur la plus faible sans pré-hydrolyse. 

(T
au

n
to

n
g

 et a
l. 

2
0

1
4
) 
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Matrice(s) 

protéique(s) 
Enzyme(s) – CO 

Module de filtration et 

caractéristiques 

Résumé études fonctionnement / production(s) activité(s) 

ciblé(s) 
Référence 

Protéines du 

blanc d’œuf 

(12%) 

 

Neutrase 0.8L : 

𝑝𝐻7 – 50°C – 9/10 –  

135 min 

Papaïne : 

𝑝𝐻7 – 55°C – 1/2-1/14 – 

135 min 

Alcalase 2,4L : 

𝑝𝐻8 – 50°C – 1/3 –  

135 min  

UF casette (PES) 

MWCO : 10 kg.mol-1 

𝑉𝑟 = 300 mL 

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 constant 

Optimisation par plan d’expérience pour alcalase pour la capacité 

de réacteur et 𝐷𝐻. 

Capacité de réacteur supérieur avec une vitesse de mélange et  𝐸/𝑆 

faible et un grand flux. 

Pour un haut 𝐷𝐻 il faut une vitesse rapide et faible flux. 

Apparition de l’activité antiradicalaire (10-90%) pour toutes les 

conditions, pas forcément corrélé à un haut 𝐷𝐻, sauf pour 

l’alcalase. 

(Jak
o

v
etić et a

l. 2
0

1
5

) 

Gluten de blé Flavourzyme® 1000L: 

𝑝𝐻7,5 – 37°C –  

1/1000-1/10000 – 16-96h 

UF fibres creuses 

(minéral) 

MWCO : 1-5-10 kg.mol-1 

𝑉𝑟 = 1 𝐿 

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥variable 

Contrôle microbiologique par ajout d’éthanol. 

Activité enzymatique dans le perméat entre 1 et 10%. 

Inhibition par produits très présente pour des grandes 

concentrations en substrat (𝐷𝐻 divisé par deux). Mais le rendement 

de l’espace-temps est quand même meilleur pour la plus haute 

concentration et stable. 

Meilleure production pour une concentration en substrat moyenne 

(100  𝑔. 𝐿−1). 

Rendement de l’index enzymatique supérieur qu’en batch. 

(M
erz et a

l. 2
0

1
5
b

) 
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Matrice(s) 

protéique(s) 
Enzyme(s) – CO 

Module de filtration et 

caractéristiques 

Résumé études fonctionnement / production(s) activité(s) 

ciblé(s) 
Référence 

Protéines de lait 

(34%) 

Neutrase : 

𝑝𝐻7 – 50°C – 1/2,6 – 300 

min 

UF cassette (cellulose) 

MWCO : 5 kg.mol-1 

𝑉𝑟 = 1,3 𝐿 

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 variable 

Comparaison entre alimentation en substrat puis en eau (AWFS), en 

substrat seulement (CCFS) et graduelle en substrat dilué en eau 

(GDFS). 

Les différents modes ne changent pas la concentration des peptides 

dans le perméat. 

La perte de flux la plus importante est pour le mode CCFS, le mode 

GDFS permet de garder le flux stable. 

Dans le rétentat une accumulation de protéines se produit pour le 

mode CCFS. Le mode GDFS est stable sans accumulation, et le 

mode AWFS présente une accumulation puis une diminution 

marquée une fois que l’eau est alimentée.  

Le mode GDFS présente la meilleure conversion (67%), meilleurs 

rendement peptidique (67%), meilleur index de rendement 

enzymatique, et meilleure activité inhibitrice d’ACE. 

(H
u

an
g

 et a
l. 2

0
2

0
b
) 

Protéines de 

soja fermenté 

(51%) 

Papaïne : 

𝑝𝐻6,8 – 40°C – 1/20-1/7 

– 5h 

Temps de séjour 5-9h 

UF casette (PES) 

MWCO : 10 kg.mol-1 

𝑉𝑟 = 90 ml 

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 constant 

Ajustement automatique du flux (contrôleur PID). 

Pas d’influence du ratio  𝐸/𝑆 sur la production de peptides totaux, 

aux activités antioxydantes (équivalent au substrat) ou inhibiteurs 

d’ACE (supérieur de 10% au substrat). 

Les différents temps de séjour moyens n’ont pas d’influence 

significative sur ces paramètres et sensiblement les mêmes 

grandeurs. 

Des UF aux seuils de coupures plus faibles (5-4-2 kg.mol-1) par la 

suite permettent de doubler l’efficacité des bioactivités. 

(S
itan

g
g

an
g

 et a
l. 2

0
2

1
) 
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 Performances des REM 

Dans certaines études de performances du Tableau 10 précédent, des grandeurs ont été 

mises en place pour pouvoir caractériser, quantifier et surtout comparer la production du REM 

par rapport à une mise en œuvre batch.  

Le plus incontournable est le temps de séjour moyen ou le temps de passage (𝑡𝑠), qui 

détermine de temps de réaction dans le compartiment et permet de déplacer l’équilibre de 

réaction (Eq. 64). Ainsi, plus le volume du réacteur est grand ou plus le flux de perméat est 

faible, plus la conversion du substrat en produit sera élévée mais plus la capacité du réacteur 

(𝜅) sera faible (Cheryan & Deeslie 1983). 

Le temps de séjour moyen peut inclure la quantité en enzyme, substrat ou produit, il est 

alors appelé l’espace-temps (STY) (Eq. 65 ou Eq. 66). Ainsi, en prenant en compte toutes ces 

variables opérant dans le réacteur il est possible d’évaluer de manière plus précise la capacité 

de l’équipement, l’économie de la réaction et la stabilité (Cheryan & Deeslie 1983; Berends et 

al. 2016).  

La capacité de réacteur (𝜅) est la valeur pratique de performance de peptides produits par 

unité de temps et par enzyme (Eq. 72). Il permet de faire des comparaisons entre les différents 

réacteurs ou suivre les effets d’une variable (Cheryan & Deeslie 1983; Bressollier et al. 1988).  

L’incontournable critère économique est l’index de rendement enzymatique (𝑌𝑁/𝐸𝑅𝐸𝑀) 

(appelé productivité aussi parfois (Tauntong et al. 2014)), qui montre le gain principal de masse 

produite pour une quantité d’enzyme inchangée par rapport à un système batch (Eq. 73) 

(Cheryan & Deeslie 1983; Jakovetić et al. 2015).  

La conversion protéique (Xp ou 𝑋𝑚) peut être de même notion que pour une hydrolyse (Eq. 

71) mais parfois c’est la conversion entre le substrat entrée (hydrolyse et alimentation en 

nouveau substrat), et le produit sorti (après la membrane) qui est pris en compte, ce qui peut 

donner la notion d’une conversion protéique « membranaire » 𝑋𝑚. Ainsi, si le produit est encore 

dans la partie rétentat, il ne compte pas dans la conversion (Perea & Ugalde 1996).  

Enfin la distribution du temps de séjour (𝐹(𝑡)) (Eq. 75) des produits en sortie est comparée 

à une distribution théorique (Eq. 76) et permet de confirmer si même en étant dans un système 

combiné avec une membrane, le montage a un comportement d’un mélange parfaitement agité 

(CSTR) (Bressollier et al. 1988).  
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Tableau 11 : Quelques grandeurs de caractérisation du fonctionnent en continu. Les notations dans les articles ayant été parfois très différentes, les équations ont été unifiées 

et adaptées en reprenant la codification du présent manuscrit. 

Paramètre Formule de calcul  Références 

Temps de séjour/passage 

(𝒎𝒊𝒏 ou 𝒉) 
𝑡𝑠 = 

𝑉𝑟
𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥

 Eq. 64 (Cheryan & Deeslie 1983) 

(Bressollier et al. 1988) 

Espace-temps 

(𝒈𝑬. 𝒈𝑷𝒆𝒑
−𝟏. 𝒉−𝟏) 

𝑆𝑇𝑌 = 𝐸 ∙
𝑉

[𝑆]
∙ 𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 Eq. 65 

(Deeslie & Cheryan 1981a) 

(Cheryan & Deeslie 1983) 

(Bressollier et al. 1988) 

Rendement espace-temps 

(𝒈𝑷𝒆𝒑. 𝑳−𝟏. 𝒉−𝟏) 
𝑆𝑇𝑌 =  

𝑚𝑃𝑒𝑝

𝑡𝑅𝐸𝑀∙𝑉𝑟
 = 𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 ∙

[𝑃𝑒𝑝]

𝑉𝑟
 Eq. 66 

(Berends et al. 2014) 

(Merz et al. 2015b) 

Performance 

(𝒈𝑷𝒆𝒑. 𝑳−𝟏. 𝒉−𝟏) 
𝑃𝑟 =  𝑆𝑇𝑌 ∙

𝐷𝐻

100
 Eq. 67 (Merz et al. 2015b) 

Michaelis-Menten combiné avec bilan 

de masse par la conversion 

𝑘2 ∙
𝐸 ∙ 𝑉𝑟
𝑆0 ∙ 𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥

= 𝑋𝑝 +
𝐾𝑚 ∙ 𝑋𝑝

𝑆0 ∙ (1 − 𝑋𝑝)
=  𝑉𝑚𝑎𝑥 ∙ 𝜏 

ou 

𝑉𝑚𝑎𝑥 ∙ 𝑡𝑠
𝐾𝑚

=
𝑆0 ∙ 𝑋𝑝

𝐾𝑚
+

𝑋𝑝

1 − 𝑋𝑝
= 𝑘2 ∙ 𝐸 ∙ 𝑡𝑠 

Eq. 68 

  

Eq. 69 

(Cheryan & Deeslie 1983) 

(Belhocine et al. 2000) 

(Cui et al. 2011) 

(Huang et al. 2020b) 

(Bressollier et al. 1988) 

(Qu et al. 2013) 

Michaelis-Menten - conversion 
𝑋𝑝

1 − 𝑋𝑝
= 𝑉𝑚𝑎𝑥 ∙ 𝜏 Eq. 70 (Boudrant & Cheftel 1976) 

Conversion protéique membranaire 

(%) 
𝑋𝑝 = 𝑋𝑚 = 

𝑃𝑒𝑝𝑝

𝑆0,𝑟
 Eq. 71 

(Cheryan & Deeslie 1983) 

(Perea & Ugalde 1996) 
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Paramètre Formule de calcul  Références 

Capacité de réacteur 

(𝒈𝑷𝒆𝒑. 𝒎𝒊𝒏−𝟏. 𝒈𝑬
−𝟏) 

𝜅 =  
[𝑃𝑒𝑝]. 𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 

𝑔𝐸
 Eq. 72 

(Cheryan & Deeslie 1983) 

(Perea & Ugalde 1996) 

(Cui et al. 2011) 

(Jakovetić et al. 2015) 

Index de rendement enzymatique 

(𝒈𝑷𝒆𝒑. 𝒈𝑬
−𝟏) 

𝑌𝑁/𝐸𝑅𝐸𝑀 =  
[𝑃𝑒𝑝]. 𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥. 𝑡𝑅𝐸𝑀

𝑚𝐸
 Eq. 73 

(Cheryan & Deeslie 1983) 

(Perea & Ugalde 1996) 

(Chiang et al. 1999) 

(Cui et al. 2011) 

Productivité en peptides 

(𝒈𝑷𝒆𝒑. 𝒎𝑳−𝟏.𝒎𝒊𝒏−𝟏) 
𝑃𝑟𝑅𝐸𝑀 =  

𝑚𝑃𝑒𝑝. 𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥

𝑉𝑟
 Eq. 74 (Perea & Ugalde 1996) 

Distribution du temps de séjour par 

rapport à une distribution idéale 

𝐹(𝑡) =
[𝑃𝑒𝑝]

[𝑆]𝑆𝑜𝑙𝑢𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑎𝑗𝑜𝑢𝑡
 

𝐹(𝑡)𝑖𝑑é𝑎𝑙 = 1 − 𝑒
−
𝑡
𝑡𝑠 

Eq. 75 

 

Eq. 76 

(Bressollier et al. 1988) 

(Prata-Vidal et al. 2001) 
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 Modélisation et optimisation des REM protéolytiques 

Dans un REM, la conversion se fait dans le compartiment rétentat, avec une alimentation 

en substrat et un soutirage du produit, en continu. La maîtrise du système se fait essentiellement 

par les conditions opératoires de réaction, le débit d’alimentation et soutirage sous le contrôle 

de la pression transmembranaire appliquée. Ce procédé permet une très grande capacité de 

production, une fois les conditions opératoires connues pour un produit d’intérêt. Toutefois, 

l’étude de la protéolyse entre un couple enzyme/substrat en régime continu peut être un 

processus fastidieux et coûteux, ne permettant pas sa généralisation. Pour pallier ce problème, 

des simulations peuvent être faites à partir des équations de cinétique enzymatique et des 

paramètres du module de séparation, à condition de n’avoir qu’un système simple (Bressollier 

et al. 1988). En effet, la simulation de la composition des peptides dans le perméat d’un REM 

doit être réalisée au substrat et à chaque peptide. Elle doit intégrer la bioconversion par réaction 

dans le compartiment rétentat (élimination du substrat et production de peptides) et la 

transmission des peptides vers le compartiment perméat par séparation membranaire. Or, le 

système est complexe car les produits sont des mélanges de nombreux peptides (plusieurs 

dizaines de peptides différents), produits avec des vitesses variables et transmis avec des 

vitesses et efficacités également différentes. Il est donc très difficile de maîtriser le système et 

d'identifier les conditions (conditions de réaction, seuil de coupure des membranes et débits) 

qui permettent d'avoir un soutirage stable d'une population peptidique d'intérêt. Cela limite 

essentiellement la mise en œuvre de ce type de procédé pour la protéolyse enzymatique (Guadix 

et al. 2006).  

Une méthodologie basée sur la simulation et l’optimisation de la composition en protéines 

et peptides dans les compartiments du REM, en fonction des conditions opératoires 

réactionnelles et séparatives, permettrait de surpasser les difficultés liées au coût de 

développement (Vos et al. 1993; Noworyta et al. 2018; Costandy et al. 2019). 

Basiquement pour la mise en place d’un REM, Cole & Johnson (2018) ont déterminé les 

questions suivantes à se poser : 

 Comment définir le produit d’intérêt ?  

 Comment déterminer les conditions d’obtention de ce produit d’intérêt pendant le 

processus ? 

 Comment valider la stabilité de la production du produit d’intérêt ? 

 Quelles sont les limites d’acceptabilité des caractéristiques du produit ?  
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 Dans le cas d’un suivi en ligne, quelle est la fréquence d'échantillonnage analytique 

appropriée et le rôle des technologies de suivi analytique en ligne avant et après la 

validation du procédé ?  

 Quelle est l'ampleur et la durée acceptables des perturbations de processus qui 

n’affectent pas le produit ?  

 Comment envisager des opérations unitaires délibérément non stationnaires telles que 

des réactions où l'activité du catalyseur évolue dans le temps ?  

 Comment mettre en place un nettoyage et un rinçage périodiques au solvant hors ligne 

pour éliminer l'accumulation de solides ?  

 Comment intégrer au mieux la modélisation numérique dans la stratégie de contrôle ?  

 Comment procéder au mieux à la validation des processus ? 

La mise en place de réacteurs pour l’hydrolyse continue des protéines a commencé il y a 

une cinquantaine d’année, et quelques essais de simulation ont été réalisés (Adu-Amankwa et 

al. 1981; Adu-Amankwa & Constantinides 1984; Tsibanov et al. 1985). Ces études ont élaboré 

des modèles d’équations cinétiques basés sur M-M et bilan de matière amenant au premier ordre 

de réaction ou une expression polynomiale, avec différents paramètres liés au REM 

(concentration en substrat, volume, concentration en enzyme, dénaturation enzymatique, 

coefficient de transfert) pouvant être ajustés sur l’expérimentation avec des coefficients 

additionnels : 

 𝑑 ∑𝑆𝑠𝑜𝑙
𝑑𝑡

=

𝐸0
𝑖𝑚𝑚𝑜

𝐸0
𝑏𝑎𝑡𝑐ℎ 𝑘1[𝑆0 − 𝑘2(𝑆0 − 𝑆𝑠𝑜𝑙)]𝑒

−𝑘3𝑡

1 + 𝑘4𝑆0 + 𝑘5(𝑆0 − 𝑆𝑠𝑜𝑙)
  

Eq. 77 

 
𝑑 ∑𝑃

𝑑𝑡
= 𝑆0∑𝑓𝑖𝑘𝑖𝐸0

𝑗

𝑖=1

− 𝑡 ∙ 𝑆0∑𝑓𝑖(𝑘𝑖𝐸0)
2

𝑗

𝑖=1

 Eq. 78 

Pour l’Eq. 77, 𝑆𝑠𝑜𝑙 est le substrat soluble, 𝐸0
𝑖𝑚𝑚𝑜 l’enzyme immobilisée, 𝐸0

𝑏𝑎𝑡𝑐ℎ l’enzyme 

« décrochée » et éluée dans le réservoir, 𝑘𝑥 diverses constantes de vitesse de réaction 

déterminées sur une mise en œuvre batch. Pour l’Eq. 78, 𝑓𝑖 la fraction molaire du substrat 𝑖 

(liaison peptidique) dans le mélange protéique/peptidique avec 𝑆0 liaisons possibles, et 𝑘𝑖 

constante de vitesse de dissociation liée au substrat i.  

Toutefois, ces études ont été confrontées, comme démontré précédemment, au problème de 

modélisation du système complexe d’hydrolyse protéique avec multiples substrats. Par ailleurs, 

le manque de moyens analytiques poussés a conclu seulement une interprétation limitée ou 
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« formelle » des modèles cinétiques. Ainsi, ces études ont pu modéliser seulement la 

solubilisation des protéines ou leur conversion. 

La modélisation des REM nécessite de prendre en compte les modèles cinétiques et les lois 

de conservation de matière pour l’estimation des performances. En ce qui concerne la séparation 

membranaire seule, des modélisations fiables ont été développées, comme présentées dans la 

partie précédente (cf. §I.3.8.2 p.76 EB). Nombre de modélisations ont été concluantes que ce 

soit pour des séparations avec peu de solutés ou bien plus complexes, comme les hydrolysats 

protéiques (Muller et al. 1999; Ahmad et al. 2006; Sarkar et al. 2011; Bodin 2016). Cela permet 

de savoir quelle consommation en eau sera nécessaire pour atteindre un certain critère de pureté 

ou de rendement ou quel mode (ou combinaison de modes) serait le plus favorable, ou en encore 

quelles conditions permettront un enrichissement d’une certaine fraction par exemple ayant un 

composé bioactif (Beaubier et al. 2021b). Cependant, ces modélisations sont applicables à un 

système fixe avec un hydrolysat « statique ». Pour un hydrolysat produit en continu, l’évolution 

dans le temps des concentrations de toutes les molécules qui le composent doit être connue. A 

l’heure actuelle, les paramètres cinétiques pour l’hydrolyse des protéines sont déterminés pour 

les produits totaux de l’hydrolysat, souvent simplifié avec le paramètre du 𝐷𝐻 alors qu’il ne 

reflète pas la complexité du mécanisme protéolytique opératant (cf. §I.2.3 p.42 EB).  

Des travaux de modélisation-optimisation par la méthode des plans d’expériences ont 

également été réalisés mais ils restent très fastidieux et peu explicatifs, dû au nombre important 

d’expériences qui génèrent finalement encore des modèles de paramètres généraux, tels que le 

rendement de l’espace-temps, le 𝐷𝐻, le rendement en peptides totaux ou la capacité de 

réacteur (Jakovetić et al. 2015; Berends et al. 2016). L’analyse pour chaque peptide serait 

extrêmement laborieuse à réaliser en plus de se confronter à une limite d’interprétation car les 

mécanismes de l’hydrolyse et de la séparation ne seront pas compris, ce qui pourrait limiter 

l’application qu’au domaine restreint étudié. En outre, en ce qui concerne le criblage de 

conditions opératoires sur l’hydrolyse (temps, T, pH) les conclusions des performances sont 

semblables, donc il n’est pas intéressant de faire cet effort sur un montage continu alors qu’une 

simple étude en batch suffirait (Margot et al. 1998). 

A date, il n’existe pas de méthodologie efficace et rapide pour modéliser et optimiser le 

système dans son ensemble pour un REM, ce qui est un frein considérable au développement 

des productions continues d’hydrolysats protéiques. 
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Néanmoins cela semble possible avec les études qui s’orientent vers une modélisation du 

système de protéolyse dans son entièreté, avec les nombreux peptides et leurs cinétiques propres 

(Sousa et al. 2003; Munoz-Tamayo et al. 2012; Fernández & Riera 2013; Trusek-Holownia & 

Noworyta 2015) (cf. §I.2.3.5 p.49 EB). En combinant ces modèles cinétique aux modèles de 

séparation membranaire (cf. §I.3.5 p.65 EB), il serait alors possible de modéliser l’évolution de 

concentration de chaque composé (protéines, peptides) par bilan de matière, ce qui indiquera la 

répartition massique le perméat et le rétentat (Bodin 2016). Par conséquent, l’ensemble formera 

une modélisation fonctionnelle d’un REM pour une protéolyse enzymatique. 
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Conclusion de l’étude bibliographique 

Les hydrolysats protéiques représentent des débouchés applicatifs divers et variés, 

intéressants non seulement du point de vue nutritionnel, technico-fonctionnel et bioactif 

mais également par la dimension de valorisation de co-produits des filières alimentaires. 

Leurs applications nécessitent cependant un certain nombre d’étapes :  

 La recherche de l’enzyme et des conditions opératoires (𝑝𝐻, 𝑇, 𝐸/𝑆, 𝑡) résultant 

sur le mécanisme qui conduit à la propriété recherchée. 

 Développer une méthode de production rentable et économique. 

Si le premier point peut être aisément développé à l’échelle du laboratoire, le second 

à l’échelle industrielle demande plus d’effort d’étude de faisabilité et d’optimisation. La 

méthode la plus intéressante est un mode continu, via la mise en œuvre d’un réacteur 

enzymatique à membrane, qui combine une hydrolyse du substrat avec une séparation 

des produits. Le système d’une membrane inerte et d’une enzyme libre en solution, 

constitue le montage le plus simple et le plus rapide à mettre en œuvre pour fonctionner 

comme un extracteur de peptides. Les avantages sont nombreux, la production à faibles 

volumes de perméats applicatifs est validée, mais la mise en œuvre, spécifiquement pour 

les protéines, est encore très empirique et très coûteuse. 

La solution est l’utilisation de modèles mathématiques, qui aident à diminuer les coûts 

du développement en permettant de faire des simulations et/ou des optimisations 

numériques. La difficulté étant de réussir la bonne modélisation du système comprenant 

la séparation membranaire de plusieurs peptides et la modélisation de la protéolyse qui 

comprend différentes cinétiques et mécanismes mis en jeu par la multitude des peptides 

produits.  

Cette dernière décennie, des travaux ont été réalisés pour modéliser la mécanistique 

de ces systèmes complexes avec des moyens analytiques de pointe (CLHP, spéctrométrie 

de masse), et surtout en s’éloignant du modèle de Mikaelis-Menten. 

La solution entrevue pour développer une méthodologie de mise en oeuvre d’un REM se 

base alors sur le développement d’un modèle protéolytique basé sur des équations 

différentielles au plus proche des mécanismes opérants qui seraient couplées au modèle de 

séparation membranaire. 
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 Matériels et Méthodes 

 Matériels et réactifs 

Des protéines totales de colza (PTC) ont été produites à partir d'un tourteau de colza broyé 

fourni par Olead (Pessac, France). La teneur initiale en protéines de la farine était de 34,4% sur 

la base de la matière sèche. La préparation de l'isolat de protéines de colza a été faite selon 

Defaix et al. (2019a). Brièvement, les PTC ont été extraits en milieu aqueux à température 

ambiante avec un ratio solide-liquide de 1:9 et 0,1 𝑚𝑜𝑙. 𝐿−1 de 𝑁𝑎𝐶𝑙. Le 𝑝𝐻 a été ajusté à 7 et 

maintenu constant par addition de 2 𝑚𝑜𝑙. 𝐿−1 de 𝑁𝑎𝑂𝐻. Le mélange a été agité à 450 𝑟𝑝𝑚 et 

l'extraction a duré 30 min. Ensuite, le mélange a été centrifugé à 15000𝑥𝑔 pendant 30 min et le 

surnageant a été récupéré et clarifié. Les PTC ont ensuite été purifiées par des procédés 

membranaires comprenant la CD et la DF avec l’unité semi-automatique de filtration 

tangentielle Aktä « flux 6 » (Cytiva, Marlborough, Etats-Unis). L'extrait clarifié a été concentré 

jusqu’à FRV = 4 avec une cartouche de fibres creuses de 4800 𝑐𝑚² de seuil de coupure de 3 

kg.mol-1, (GE Healthcare, Chicago, Illinois, Etats-Unis) à un débit de gavage/alimentation de 1 

𝐿.𝑚𝑖𝑛−1 et une 𝑃𝑇𝑀 de 1,5 𝑏𝑎𝑟𝑠. Les PTC ont ensuite été purifiées par diafiltration avec 6 

DV d'eau ultra-pure. Le rétentat final a été récupéré et lyophilisé. La pureté des PTC obtenu a 

été analysée par la méthode de Kjeldahl avec un facteur de conversion azote-protéine de 6,25. 

La pureté a été mesurée à 92,8 ± 2,7% sur base de matière sèche, correspondant au grade isolat. 

Les puretés initiales de la napine et de la cruciférine de l'isolat PTC ont été déterminées par 

chromatographie d'exclusion de taille à 47,3% et 52,7% respectivement. 

L'enzyme ProlyvePAC® (PAC 30L), issue d'Aspergillus niger avec une activité spécifique 

de 582 𝑈𝑃𝐴𝐶/𝑔, a été achetée chez Soufflet Biotechnologies (Nogent-sur-Seine, France). La 

protéase était de qualité alimentaire et conservée à 4°C. 

Les hydrolysats ont été ultrafiltrés avec l’unité semi-automatique de filtration tangentielle 

Aktä « flux s » (Cytiva, Marlborough, Etats-Unis). L'unité était équipée d'une membrane de 

fibres creuses en polysulfone (Cytiva, Marlborough, Etats-Unis) avec un seuil de coupure 

(NMWCO) de 3, 5, 10, 30, 50 ou 100 kg.mol-1. La surface de filtration était de 140 𝑐𝑚² avec 

30 fibres d’un diamètre interne de 0,56 𝑚𝑚 (Tableau 12). Avant les expériences 

d’ultrafiltration, les débits en eau à température ambiante de la membrane sont vérifiés. Après 

utilisation, la membrane est lavée jusqu’à récupération du même débit en eau (à température 

ambiante) avant expérience. Le lavage est fait selon le besoin avec 𝑁𝑎𝑂𝐻 0,1 𝑀, Sodium-

Dodécyl-Sulfate 0,1%, Terg-A-zyme® 0,2%, et/ou 𝑁𝑎𝑂𝐶𝑙 50 𝑝𝑝𝑚, une heure de chaque à 
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50°C. La vitesse de recirculation était de 50 𝑚𝐿.𝑚𝑖𝑛−1et 𝑃𝑇𝑀 de 0,5 𝑏𝑎𝑟. Le stockage a lieu 

dans du 𝑁𝑎𝑂𝐻 0,1 𝑀 à 4°C. 

Tableau 12 : Caractéristiques des membranes d'ultrafiltration utilisées dans l’étude. 

Cartouche de fibres creuses 

Matériau Polysulfone (PS) 

Surface membrane 140 𝑐𝑚² 

Chemin d’écoulement 30 𝑐𝑚 

Nombre de fibres 30 

Température d’opération < 80°C 

Plage 𝐩𝐇 2–13 

Limite pression 2,4 𝑏𝑎𝑟 (> 50°C) 

Diamètre interne fibre 0,56 𝑚𝑚 

 

 Hydrolyses enzymatiques 

L'hydrolyse de l'isolat de PTC a été réalisée dans un réacteur à double enveloppe de 200 

𝑚𝐿. La température était contrôlée au bain-marie (Isotemp, Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, Etats-Unis) et le 𝑝𝐻 a été maintenu constant avec un système 902 Titrando 

(Metrohm Ltd., Herisau, Suisse) avec 0,5 𝐿−1 𝐻𝐶𝑙. La concentration initiale en protéines était 

de 1% (𝑝/𝑣 basé sur la pureté en protéines). La suspension a été amenée à des conditions 

appropriées (température et 𝑝𝐻) avant l’ajout de l'enzyme. 

 Hydrolyse sélective non-optimale 

L'hydrolyse sélective initiale sur l'isolat de PTC avec l'enzyme ProlyvePAC® a été fixée à 

𝑝𝐻 3, 50°C et un rapport 𝐸/𝑆 de 1/500 (𝑔𝐸 . 𝑔𝑆
−1). Le volume final était de 50 𝑚𝐿. La réaction 

a été stoppée après 7 heures d'hydrolyse par un changement de 𝑝𝐻 avec 12 µL de 𝑁𝑎𝑂𝐻 à 2 

𝑚𝑜𝑙. 𝐿−1. 

 Ultrafiltration de l’hydrolysat non-optimal 

Les peptides et les protéines non hydrolysées ont été séparées en ultrafiltration avec 

premièrement une concentration volumétrique de facteur 2, suivi d'une diafiltration avec 5 

diavolumes d'eau ultra-pure. Une membrane de cellulose régénérée de 3 kg.mol-1 a été utilisée 

(88 cm², Millipore, Burlington, Massachusetts, États-Unis) sur un système Cogent 𝜇Scale TFF 

(Millipore, Burlington, Massachusetts, États-Unis) à température ambiante et 2,5 𝑏𝑎𝑟 de 𝑃𝑇𝑀. 

Le perméat a été recueilli, concentré 5 fois avec Rotavapor Büchi (Marshall Scientific, 

Hampton, New Hampashire, États-Unis), congelé à -80°C, lyophilisé et broyé au mortier-pilon. 
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 Hydrolyse de l’étude mécanistique 

Pour l'étude mécanistique de l’hydrolyse par la ProlyvePAC©, la suspension des PTC a été 

ajoutée à un volume final de 60 𝑚𝐿. Les plages de température et de 𝑝𝐻 ont été choisies selon 

les données du fournisseur : 40 – 50 – 60°C et 𝑝𝐻 3 – 4 – 5. Le rapport enzymatique 𝐸/𝑆 variait 

de 1/100 – 1/500 – 1/1000. Les échantillons ont été prélevés par 1 𝑚𝐿 à 0 – 0,25 – 0,5 – 1 – 3 

– 5 heures et la réaction a été arrêtée par changement de 𝑝𝐻 avec un ajout de 10 µL de 𝑁𝑎𝑂𝐻 

8 𝑚𝑜𝑙. 𝐿−1.   

 Hydrolyse pour la modélisation cinétique (plan d’expérience) 

La suspension des PTC a été hydrolysée par la quantité indiquée (Tableau 13 p.109 M&M) 

de ProlyvePAC© dans un volume final de 60 𝑚𝐿. Une fois que la température a atteint la valeur 

indiquée par le plan d’expérience, le 𝑝𝐻 est ajusté à 3 et maintenu constant par le système 

Titrando. Les échantillons ont été prélevés par 1 𝑚𝐿 à 0 – 0,25 – 0,5 – 1 – 3 – 5 heures et la 

réaction a été arrêtée par changement de 𝑝𝐻 avec 10 µL de 𝑁𝑎𝑂𝐻 8 𝑚𝑜𝑙. 𝐿−1. 

 Hydrolyse de validation du plan d’expérience 

La suspension des PTC a été hydrolysée par la quantité indiquée (Tableau 14 p.110 M&M) 

de ProlyvePAC© dans un volume final de 60 𝑚𝐿. Une fois la température montée à la valeur 

indiquée par le plan de validation, le 𝑝𝐻 a été ajusté à 3 et maintenu constant par le système 

Titrando. Les échantillons ont été prélevés par 1 𝑚𝐿 à 0 – 0,25 – 0,5 – 1 – 3 – 5 heures et la 

réaction a été arrêtée par changement de 𝑝𝐻 avec 10 µ𝐿 de 𝑁𝑎𝑂𝐻 8 𝑚𝑜𝑙. 𝐿−1. 

 Hydrolyse dans les conditions optimales Pareto 

 Conditions au temps de réaction final de 2 heures 

Pour l’étude de la cinétique, la suspension des PTC a été hydrolysée par un ratio de 1/448 

de ProlyvePAC© dans un volume final de 60 𝑚𝐿. Une fois la température montée 55°C le 𝑝𝐻 

a été ajusté à 3 et maintenu constant par le système Titrando. Les échantillons ont été prélevés 

par 1 𝑚𝐿 à 0 – 0,25 – 0,5 – 1 – 2 – 3 – 5 heures et la réaction a été arrêtée par changement de 

𝑝𝐻 avec 10 µ𝐿 de 𝑁𝑎𝑂𝐻 8 𝑚𝑜𝑙. 𝐿−1. 

Pour des productions d’hydrolysat en grand quantité, la suspension a été hydrolysée avec 

un ratio de 1/448 d’enzyme à 55°C dans un volume final de 2 𝐿. Au bout de 2 heures, la réaction 

est stoppée par changement de 𝑝𝐻 de 3 à 9 avec 𝑁𝑎𝑂𝐻 8 𝑚𝑜𝑙. 𝐿−1. L’hydrolysat est ensuite 

congelé à -80°C puis lyophilisé. La pureté de l’hydrolysat obtenue a été mesurée à 79,2 ± 2% 

sur base de matière sèche. 
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 Cinétique au temps de réaction final de 50 minutes 

Pour l’étude la cinétique, la suspension des PTC a été hydrolysée par un ratio de 1/170 de 

ProlyvePAC© dans un volume final de 60 𝑚𝐿. Une fois la température montée à 55°C, le 𝑝𝐻 

a été ajusté à 3 et maintenu constant par le système Titrando. Les échantillons ont été prélevés 

par 1 𝑚𝑙 à 0 - 2 - 5 - 15 - 30 - 50 - 60 - 120 min et la réaction a été arrêtée par changement de 

𝑝𝐻 avec 10 µ𝐿 de 𝑁𝑎𝑂𝐻 8 𝑚𝑜𝑙. 𝐿−1. 

 Modélisation – Optimisation hydrolyse 

 Modélisation hybride de l’hydrolyse 

La cinétique de protéolyse de ProlyvePAC® a été modélisée selon la méthode de Beaubier 

et al. (2021). Brièvement, la constante cinétique 𝑘𝐶 était supposée suivre la vitesse de réaction 

du second ordre, puis sa régression a été effectuée dans set de conditions opératoires, défini par 

un plan factoriel complet avec 2 facteurs (𝑇 et 𝐸/𝑆) à 3 niveaux. Enfin, des corrélations ont été 

établies entre 𝑘𝐶 et les conditions opératoires en ajustant les modèles aux cinétiques 

expérimentales. Un plan d'expérience composite à face centrée (𝛼 =  1) a été réalisé. Les deux 

facteurs ont 3 niveaux codifiés (Tableau 13). La matrice était composée de 12 expériences dont 

3 étaient la réplique du point central. La réponse 𝑘𝐶 (Y) a été obtenue par régression de la 

cinétique modifiée du second ordre (Eq. 79). Le modèle de corrélation est une équation 

polynomiale avec les deux facteurs comme variable (𝑇 et 𝐸/𝑆 en tant que 𝑋1 et 𝑋2) avec leur 

coefficient d’interception (𝑏0), linéaires (𝑏𝑖), interaction (𝑏𝑖𝑗) et quadratiques (𝑏𝑖𝑖). 

𝑌 =  𝑏0 +∑𝑏𝑖∙𝑋𝑖

3

𝑖=1

+∑𝑏𝑖𝑖∙𝑋𝑖
2

3

𝑖=1

+ ∑ 𝑏𝑖𝑗∙𝑋𝑖 . 𝑋𝑗

3

𝑖<𝑗=1

 Eq. 79 

 

Figure 25 : Représentation du domaine du plan d'expérience. 

N1-12 : les numéro des différentes expériences et leur position 

sur le domaine étudié. 

Tableau 13 : Codification des conditions 

opératoires d’hydrolyse. 

Niveau 𝑻 (°C) 𝑬/𝑺 

-1 35 1/2000 

0 45 1/285 

1 55 1/154 
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Des expériences de validation supplémentaires ont été réalisées pour confirmer la 

modélisation cinétique et la prédiction conformément aux indications du Tableau 14. 

Tableau 14 : Validation du DoE, valeurs codées et réelles de la température et du ratio E/S. 

Nom de l’expérience 

de validation 
𝑻 (°C) 𝑬/𝑺 

A -0,75 37,5 -0,75 1/801 

B -0,75 37,5 0,75 1/174 

C 0,75 52,5 -0,75 1/801 

D 0,75 52,5 0,75 1/174 

Le logiciel MATLAB® (R2020a, MathWorks, Natick, Massachusetts, Etats-Unis) a été 

utilisé pour ajuster les données à l'équation polynomiale. Une ANOVA a été utilisée pour 

évaluer la signification statistique de ces coefficients. Les modèles de corrélation finaux ont été 

obtenus en supprimant les termes non significatifs (valeur de p > 0,05). Les coefficients R² et 

Q², l'écart type relatif (RSD), la reproductibilité et l'inadéquation de l'ajustement ont été 

analysés pour caractériser la qualité de l'ajustement du modèle.  

 Modélisation de la déplétion protéique 

Beaubier et al. (2019a) ont fait plusieurs hypothèses selon lesquelles, premièrement, la 

conversion protéique (Xp) suit une réaction cinétique de second ordre, sur la base des travaux 

de (Deng 2018; Deng et al. 2018) : 

𝑋𝑝 (%) =  𝑋𝑝𝑚𝑎𝑥 − 
𝑋𝑝𝑚𝑎𝑥

(1 + 𝑘𝑋𝑝 × 𝑋𝑝𝑚𝑎𝑥 × 𝑡)
 Eq. 80 

Avec 𝑘𝑋𝑝 la constante cinétique de 𝑋𝑝 et 𝑋𝑝𝑚𝑎𝑥 le taux de conversion protéique maximal. 

Deuxièmement, le paramètre cinétique 𝑘𝑋𝑝 dépend de l'accessibilité du site de clivage et de 

l'effet des conditions opératoires sur l'activité enzymatique. Par conséquent, le 𝑝𝐻, la 

température et le rapport 𝐸/𝑆 affectent ces paramètres cinétiques et une corrélation polynomiale 

a été établie par la méthodologie des plans d’expériences. Notre hypothèse est que la même 

stratégie pourrait être assignée à la concentration, car le 𝑋𝑝 est le rapport de la concentration 

massique protéine restée (𝐶
𝑡
) sur la concentration initiale (𝐶0). Donc, si l'équation de base pour 

le calcul de 𝑋𝑝 est la suivante :  

𝑋𝑝𝑡 = (1 −
𝐶𝑡
𝐶0
) Eq. 81 
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Alors 𝑋𝑝𝑚𝑎𝑥 apparait lorsque plus aucune protéine ne peut être hydrolysée. Il y a donc une 

concentration minimale (𝐶𝑚𝑖𝑛) qui ne serait pas hydrolysée, et 𝑋𝑝𝑚𝑎𝑥 équivaut à : 

𝑋𝑝𝑚𝑎𝑥 = (1 −
𝐶𝑚𝑖𝑛
𝐶0

) Eq. 82 

En plaçant l’Eq. 82 dans l’Eq. 80, on aboutit à : 

𝐶(𝑡) = (
𝐶𝑚𝑖𝑛
𝐶0

+
1 −

𝐶𝑚𝑖𝑛
𝐶0

1 + (1 − 𝐶𝑚𝑖𝑛
𝐶0
) × 𝑘𝐶 × 𝑡

) × 𝐶0 Eq. 83 

Avec 𝑘𝐶 le paramètre cinétique de variation de la concentration en protéines. Puis, comme 

cela avait déjà été fait (Beaubier et al. 2021a), l'influence des conditions de fonctionnement 

peut être étudiée à travers une méthodologie DoE. 

 Optimisation multicritère 

 Algorithme génético-évolutionnaire 

L'optimisation multicritère du processus de protéolyse enzymatique des protéines est mise 

en œuvre sur des critères économiques. Les conditions opératoires optimales pour la production 

d'hydrolysat sélectionné sont ainsi recherchées afin de minimiser deux critères de performance, 

(1) le temps de réaction et (2) le coût enzymatique. Un programme sous MATLAB®, un 

algorithme génético-évolutif (R2020a, MathWorks, Natick, Massachusetts, États-Unis) a été 

développé au laboratoire (Muniglia et al. 2004), et a été utilisé pour identifier le front et le 

domaine de Pareto. 

Globalment, les algorithmes génétiques (AG) se basent sur les grands principes d’évolution 

naturelle, qui permettent une capacité d’adaptation à une population donnée, aux contraintes 

extérieures au cours de générations successives (Perrin et al. 1997). Pour ce faire, une 

population initiale composée de N individus est générée aléatoirement à partir de gènes et 

d’allèles donnés (𝑇, 𝐸/𝑆), puis les générations se succèdent par les phases de sélection et de 

reproduction jusqu’à atteindre le critère recherché (minimisation de critères de performances) : 

1) Phase sélection : la population est soumise au décès, où les individus sont triés selon 

leur capacité d’adaptation et seuls les meilleurs sont gardés. 

2) Phase reproduction : les premiers individus sont conservés pour la phase de naissances, 

où un certain nombre d’enfants viables (qui sont au moins aussi bons que parent le moins 
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performant) est générés. Les individus enfants sont reconstruits par l’action d’opérations 

secondaires : 

a. Croisement : échange inter-chromosomique aléatoire des allèles du génome 

parental. 

b. Mutation : pour un enfant sélectionné, tri aléatoire de la totalité des gènes et des 

dominances des deux chromosomes avec une probabilité M. 

c. Homozygotie : modification de l’enfant en recopiant son phénotype sur ses deux 

chromosomes avec une probabilité H. 

Les deux phases principales se succèdent et l’évolution se termine lorsqu’à la fin d’une 

génération l’écart entre les valeurs extrêmes des fonctions à optimiser est faible (Perrin et al. 

1997). 

Deux principales fonctions objectives ont ainsi été définies pour minimiser le coût 

d'utilisation de l'enzyme (en € par 𝑘𝑔 de protéines, €. 𝑘𝑔𝑆
−1

) et le temps (h) d'hydrolyse sur la 

base de la formule de pureté de la napine (Eq. 92). Pour ce faire, les concentrations de 

cruciférine et de napine ont été incluses avec leurs formules cinétiques (Eq. 83), déterminées à 

partir du modèle cinétique en fonction des conditions opératoires de l'hydrolyse (Eq. 79). La 

variation de la napine étant supposée nulle, son rendement a été fixé à 0,94. La pureté de la 

napine a été fixée à 84% (maximum pouvant être atteint). Une population de 2000 individus a 

été générée aléatoirement par le programme. Parmi les solutions possibles, la meilleure solution 

de compromis unique a été choisie par la méthode « min-max » (Zio et al. 2009). 

 Choix de la meilleure solution par la méthode « min-max » 

Une fois le front de Pareto généré, toutes les solutions sont équivalentes. Cependant, pour 

rendre la sélection la plus objective possible, des méthodes ont été développés basées sur des 

critères quantitatifs qui permettent de sélectionner le meilleur compromis du front. La méthode 

la plus populaire est appelée « min-max ». On considère un point Q dans le front de Pareto avec 

les fonctions 𝑓1(𝑥) et 𝑓2(𝑥). Supposons 𝑓1
𝑚𝑖𝑛 est le minimum de 𝑓1(𝑥) et 𝑓2

𝑚𝑖𝑛 est le minimum 

de 𝑓2(𝑥). Ainsi les déviations,  𝑧1 et 𝑧2 de meilleures solutions de chaque fonction respective 

sont (Belegundu & Chandrupatla 2019) : 

𝑧1 = |𝑓1(𝑥) − 𝑓1
𝑚𝑖𝑛
| Eq. 84 

𝑧2 = |𝑓2(𝑥) − 𝑓2
𝑚𝑖𝑛
| Eq. 85 
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On cherche alors la localisation du point Q de telle manière que ces déviations maximales 

soient minimisées et conduisent à l’unique point 𝑥∗ du Pareto : max  [min  {𝑧1, 𝑧2}]. La 

déviation 𝑧𝑖 est habituellement normalisée par rapport à l’amplitude de la fonction : 

𝑧𝑖 =
|𝑓𝑖(𝑥) − 𝑓𝑖

𝑚𝑖𝑛
|

𝑓𝑖
𝑚𝑎𝑥 − 𝑓𝑖

𝑚𝑖𝑛
 Eq. 86 

Cela conduit à une colonne par déviation 𝑧𝑖. S’en suit une sélection de la valeur de déviation 

maximale sur chaque ligne dans une nouvelle colonne 𝑧𝑚𝑎𝑥. Enfin, dans cette dernière colonne 

la valeur minimale est recherchée, et son index de ligne indique la place point 𝑥∗ qui recoupe 

le centre des fonctions 𝑓1(𝑥) et 𝑓2(𝑥) et indique enfin les coordonées du point 𝑄, comme le 

montre la Figure 26. 

 

Figure 26 : Schéma de l'approche « min-max » (Belegundu & Chandrupatla 2019). 

 Méthodes analytiques 

 Calibration colonne CLHP-ES 

La colonne Biosep-SEC-s2000 300×7,8 𝑚𝑚, 5 µ𝑚 (Phenomenex, Torrance, Californie, 

États-Unis) maintenue à 35°C, connectée à un système Shimadzu modèle LC20 (Shimadzu 

Corporation, Japon), a été calibrée avec 38 peptides de synthèse, avec une injection de 10 µ𝐿 à 

1 𝑔. 𝐿−1. L’élution est isocratique à 0,6 𝑚𝑙.𝑚𝑖𝑛−1 avec un solvant eau/acétonitrile/acide 

trifluoroacétique (TFA) aux proportions 54,9/45/0,1 (𝑣/𝑣/𝑣). Le signal UV a été enregistré à 

214 𝑛𝑚 avec une cellule optique de longueur de 1 𝑐𝑚. L’équation de calibration obtenue par 
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régression linaire (R² = 0,9) de la transformation logarithmique des masses molaires (𝑀𝑀) en 

fonction du temps de rétention (𝑇𝑅) donne la relation suivante :  

𝑀𝑀 = 10−0.2394×TR+6.0189 Eq. 87 

 

Figure 27 : Calibration de la colonne CLHP-ES Biosep-SEC-s2000 avec 38 peptides de synthèse. 

 Analyse CLHP des protéines et peptides 

Les hydrolysats de PTC ont été analysés selon la méthodologie décrite par Defaix et al. 

(2019a) : 5 µ𝐿 d'échantillon ont été injectés sur une colonne Biosep-SEC-s2000 300×7,8 𝑚𝑚, 

5 µ𝑚 (Phenomenex, Torrance, Californie, États-Unis) maintenue à 35°C, connectée à un 

système Shimadzu modèle LC20 (Shimadzu Corporation, Japon). Une élution isocratique a été 

utilisée pour séparer les échantillons à 0,6 𝑚𝑙.𝑚𝑖𝑛−1 avec un solvant eau/acétonitrile/acide 

trifluoroacétique (TFA) : 54,9/45/0,1 (𝑣/𝑣/𝑣). Le signal UV a été enregistré à 214 𝑛𝑚 avec 

une cellule optique de longueur de 1 𝑐𝑚. 

 Quantification et qualification des protéines 

La conversion des protéines (𝑋𝑝) a été faite selon la méthodologie de Beaubier et al. (2019). 

Brievement, la protéine hydrolysée est évaluée en comparant le signal protéique au temps 𝑡 au 

signal protéique initial suivant la formule suivante : 

𝑋𝑝𝑡(%) = (1 −
𝐴𝑡
𝐴0
)× 100 Eq. 88 

Où 𝑋𝑝𝑡(%) est le taux de conversion des protéines à un instant t de la réaction, 𝐴𝑡 est le 

signal d'absorbance de la protéine à l'instant t et 𝐴0 est l'absorbance initiale de la protéine sans 

enzyme. L'intégration du signal du pic protéique est transformée en concentration massique de 

protéine par la loi de Beer-Lambert en approximant le coefficient d'extinction de masse inconnu 

(𝜀𝑃𝑟𝑜𝑡) de la protéine par les données de Kuipers & Gruppen (2007) :  
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𝜀𝑃𝑟𝑜𝑡 =
𝜀𝑙𝑖𝑎𝑖𝑠𝑜𝑛 × 𝑛𝑏𝑙𝑖𝑎𝑖𝑠𝑜𝑛𝑠 𝑝𝑒𝑝𝑡𝑖𝑑𝑖𝑞𝑢𝑒𝑠 + ∑ 𝜀𝑎𝑎𝑖 × 𝑛𝑏𝑎𝑎𝑖

20
𝑖=1

𝑀𝑀𝑃𝑟𝑜𝑡
 

Eq. 89 

𝐶𝑃𝑟𝑜𝑡 =
𝑄𝑣

𝑉𝑖𝑛𝑔 × 𝑙
× ∫

𝐴𝑃𝑟𝑜𝑡
𝜀𝑃𝑟𝑜𝑡

. 𝑑𝑇𝑅

𝑇𝑅𝑓𝑖𝑛

𝑇𝑅𝑑é𝑏𝑢𝑡

 Eq. 90 

Où 𝑄𝑣 est le débit (𝑚𝐿.𝑚𝑖𝑛−1), 𝑉𝑖𝑛𝑔  le volume injection (µ𝐿), l la longueur du trajet 

optique (𝑐𝑚), 𝐴𝑃𝑟𝑜𝑡 l’air de l’intensité du signal à 214 nm de la protéine, 𝜀𝑃𝑟𝑜𝑡 le coefficient 

d'extinction de masse de la protéine (𝐿. 𝑔−1. 𝑐𝑚−1) et 𝑇𝑅 le temps de rétention (min).  

La masse molaire des protéines 𝑀𝑀𝑃𝑟𝑜𝑡 provient de la base de données UniProt : BnC1 de 

Brassica napus [UniProt - P33523 (CRU1_BRANA)] pour la cruciférine et Napin-3 de 

Brassica napus [UniProt – P80208 (2SS3_BRANA)] pour la napine. Le rendement et la pureté 

de la napine ont été calculés à partir des équations suivantes : 

𝑅𝑑𝑚𝑁𝑎𝑝 =
𝐶𝑁𝑎𝑝(𝑡)

𝐶𝑁𝑎𝑝(𝑡0)
 Eq. 91 

𝑃𝑢𝑟𝑒𝑡𝑒́𝑁𝑎𝑝 = 
𝐶𝑁𝑎𝑝(𝑡)

𝐶𝑁𝑎𝑝(𝑡) +  𝐶𝐶𝑟𝑢𝑐(𝑡)
 Eq. 92 

 

 Quantification et qualification des hydrolysats 

Selon (Adler-Nissen 1976), la définition du degré d'hydrolyse est le pourcentage du nombre 

total de liaisons peptidiques dans une protéine qui ont été clivées lors de l'hydrolyse, qui peut 

être calculé à partir des paramètres 𝑋𝑝𝑡 et 𝑁𝑎𝑎̅̅ ̅̅ ̅̅ , le nombre d’acides aminés moyens : 

𝐷𝐻𝑡(%) =
1

𝑁𝑎𝑎̅̅ ̅̅ ̅̅
×𝑋𝑝𝑡(%) Eq. 93 

Le nombre d’acides aminés moyen 𝑁𝑎𝑎̅̅ ̅̅ ̅̅  est calculé selon comme suit : 

𝑁𝑎𝑎̅̅ ̅̅ ̅̅ =
𝑛𝑎𝑎
𝑛𝑝

 Eq. 94 

Avec 𝑛𝑎𝑎 la quantité de matière d’acides aminés et 𝑛𝑝 la quantité de matière (𝑚𝑜𝑙𝑒) des 

peptides dans l’hydrolysat. Les deux valeurs étant calculées sur base de chaque point 𝑥 du 

chromatogramme représentant le signal d’un mélange peptidique :  
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𝑛𝑎𝑎 = 𝑄𝑣 ∙ ∫ (𝐶𝑃𝑒𝑝𝑥 ∙ 𝑁̅𝑎𝑎𝑥) 𝑑𝑡

𝑇𝑅𝑓𝑖𝑛

𝑇𝑅𝑑é𝑏𝑢𝑡

 Eq. 95 

𝑛𝑝 = 𝑄𝑣 ∙ ∫ (𝐶𝑃𝑒𝑝𝑥) 𝑑𝑡

𝑇𝑅𝑓𝑖𝑛

𝑇𝑅𝑑é𝑏𝑢𝑡

 Eq. 96 

Avec 𝑄𝑣 le débit d’élution et 𝑑𝑡 la fraction éluée (𝑇𝑅 : temps de rétention en min). Suivant 

les travaux de Bodin et al. (2015), 𝐶𝑃𝑒𝑝𝑥, la concentration d’un peptide au point 𝑥 du 

chromatogramme est calculé avec la loi de Beer-Lambert :   

𝐶𝑃𝑒𝑝𝑥 = 
𝐴𝑥
𝜀𝑥 ∙ 𝑙

 Eq. 97 

Avec 𝐴𝑥 l’absorbance du point 𝑥, 𝜀𝑥 le coefficient d’extinction molaire correspondant 

(𝐿.𝑚𝑜𝑙−1. 𝑐𝑚−1), et 𝑙 la longueur du trajet optique (𝑐𝑚). Le coefficient d’extinction molaire 𝜀𝑥 

est déterminé par : 

𝜀𝑥 = 𝜀𝑙𝑖𝑎𝑖𝑠𝑜𝑛 ∙ (
𝑀𝑀𝑥

𝑀𝑀̅̅ ̅̅ ̅𝑎𝑎
− 1) + 𝜀𝑎̅𝑎 ∙ (

𝑀𝑀𝑥

𝑀𝑀̅̅ ̅̅ ̅𝑎𝑎
) Eq. 98 

Avec 𝜀𝑙𝑖𝑎𝑖𝑠𝑜𝑛 le coefficient d’extinction molaire d’une liaison peptidique donnée par 

Kuipers et Gruppen (Kuipers & Gruppen 2007) et 𝑀𝑀𝑥 la masse molaire au point 𝑥. La masse 

molaire moyenne des acides aminés, 𝑀𝑀̅̅ ̅̅ ̅𝑎𝑎, et le coefficient d’extinction moyen des acides 

aminés, 𝜀𝑎̅𝑎, sont calculés à partir à partir de l’aminogramme de la protéine hydrolysée :  

𝑀𝑀̅̅ ̅̅ ̅𝑎𝑎 =∑𝑤𝑖 ∙ 𝑀𝑀𝑖

20

𝑖=1

 Eq. 99 

𝜀𝑎̅𝑎 =∑𝑦𝑖 ∙ 𝜀𝑎𝑎𝑖

20

𝑖=1

 Eq. 100 

Avec 𝑀𝑀𝑖, 𝑤𝑖, 𝜀𝑎𝑎𝑖 et 𝑦𝑖 correspondant respectivement à la masse molaire, le ratio 

massique, le coefficient d’extinction molaire et ratio molaire de l’acide aminé 𝑖 de 

l’aminogramme. Enfin, le nombre moyen d’acides aminés du mélange peptidique pour chaque 

point 𝑥 est déterminé par :  

𝑁̅𝑎𝑎𝑥 =
𝑀𝑀𝑥

𝑀𝑀̅̅ ̅̅ ̅𝑎𝑎
 Eq. 101 



Matériels et Méthodes - Méthodes analytiques 

 

117 
Simulation des REM pour la production continue d’hydrolysats protéiques 

La Figure 28 résume l’utilisation des différentes équations et de l’aminogramme (Tableau 

15) pour calculer la concentration massique à partir du chromatogramme d’ES et par la suite 

différentes autres caractéristiques que ce soit en réaction protéolytique en batch (𝑋𝑝, 

distribution des masses), qu’en ultrafiltration par la détermination de la courbe d’étalonnage de 

la rétention. La courbe de rétention permet d’obtenir la rétention réelle, et par la suite de calculer 

la concentration de part et d’autre de la membrane en chaque soluté 𝑥. Ces données permettent 

finalement de calculer toute autre caractéritique de l’ultrafiltration en mode CD ou DV, mais 

aussi en REM (pureté, rendement, etc.). 

Tableau 15 : Aminogrammes de la cruciférine et de la napine (P33523 (CRU1_BRANA) et P80208 

(2SS3_BRANA). 

Acide 

aminé 

Masse molaire 

résidu (𝒈.𝒎𝒐𝒍−𝟏) 

ε acide aminé 

(𝑴−𝟏. 𝒄𝒎−𝟏) 

Composition 

Cruciférine 

Composition 

Napine 

A 71,0788 32 33 7 

R 156,1875 102 29 7 

N 114,1038 136 28 2 

D 115,0886 58 20 0 

C 103,1388 225 5 8 

E 129,1155 78 23 4 

Q 128,1307 142 55 27 

G 57,0519 21 48 8 

H 137,1411 5125 11 4 

I 113,1594 45 23 4 

L 113,1594 45 44 9 

K 128,1741 41 13 7 

M 131,1926 980 4 2 

F 147,1766 5200 21 3 

P 97,1167 30 26 13 

S 87,0782 34 38 7 

T 101,1051 41 21 4 

W 186,2132 29050 5 1 

Y 163,176 5375 10 1 

V 99,1326 43 33 7 

 𝑴𝑴̅̅ ̅̅ ̅̅ 𝒂𝒂 (𝑔.𝑚𝑜𝑙−1) 117,33 118,14 

 𝜺̅𝒂𝒂 (𝑀−1. 𝑐𝑚−1) 810,43 654,19 
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Figure 28 : Méthodologie de transformation du chromatogramme en concentration permettant des 

quantifications et caractérisation d'hydrolysats protéiques en hydrolyse batch, ultrafiltration, et réacteur 

enzymatique à membrane. 

 

 Transformation des concentrations modélisées en chromatogramme 

La simulation des chromatogrammes, pour avoir la répartition massique, est faite sur la 

même méthode que celle des concentrations : les mêmes hypothèses de formation ont été prises 

en compte (groupes de peptides et protéines sont définies par un temps de rétention donné) et 

les mêmes équations différentielles de loi de vitesse de réaction ont été utilisées (Figure 29). A 

la seule différence que c’est uniquement la valeur de l’apex qui est prise compte, et non plus 

l’aire. La concentration prédite est enfin représentée en chromatogramme grâce au pseudo profil 

de Voigt sur la base du chromatogramme de l’hydrolysat initial (Ida et al. 2000). L’apex est 

modélisé, la largeur à mi-hauteur (FWHM) est devinée à partir du chromatogramme 

expérimental, et la position est gardée de l’expérimental.  
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Figure 29 : Méthodologie générale de représentation cinétique d’un l'hydrolysat en chromatogramme. 

La pseudo-fonction de Voigt (𝑉𝑃(𝑥, 𝑓)) est une relation linéaire entre une fonction de Gauss 

(𝐺(𝑥, 𝑓)) et de Lorentz (𝐿(𝑥, 𝑓)), avec la même position et la même aire : 

𝑉𝑃(𝑥, 𝑓) = 𝜂 × 𝐿(𝑥, 𝑓) + (1 − 𝜂) × 𝐺(𝑥, 𝑓)      avec  0 <  𝜂 < 1    Eq. 102 

Le facteur de proportionnalité 𝜂 (appelé aussi facteur de Lorentz) est calculé comme suit : 

𝜂 = 1,36603 × (
𝑓𝐿
𝑓
) − 0,47719 × (

𝑓𝐿
𝑓
)
2

+ 0,11116 × (
𝑓𝐿
𝑓
)3 Eq. 103 

Enfin la fonction 𝑓 (fonction globale) est calculée avec la formule suivante : 

𝑓 = (𝑓𝐺
5 + 2,69269 ∙ 𝑓𝐺

4 ∙ 𝑓𝐿 + 2,42843 ∙ 𝑓𝐺
3 ∙ 𝑓𝐿

2 + 4,47163 ∙ 𝑓𝐺
2 ∙ 𝑓𝐿

3

+ 0,07842 ∙ 𝑓𝐺 ∙ 𝑓𝐿
4 + 𝑓𝐿

5)
1
5 

Eq. 104 

 

 Mesure d’activité chélatrice ion fer (II)  

Les échantillons ont été préparés dans 2,7 𝑚𝐿 d'eau ou de méthanol. Les concentrations 

dans l'échantillon ont été adaptées pour couvrir des taux de chélation du fer (II) de 0% à 100%. 
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L'absorbance des échantillons a d'abord été contrôlée à 560 𝑛𝑚 (absorbance 𝐴1) dans une 

cuvette de spectrophotomètre, à température ambiante. Ensuite, 250 µ𝐿 d'une solution de 

chlorure de fer (FeCl2) à 500 µ𝑀 dans l'eau ont été ajoutés. Après 5 minutes, la réaction a été 

initiée en ajoutant 50 µ𝐿 d'une solution de FerroZine™ (19,8 𝑚𝑀), et l'absorbance a été 

enregistrée après 45 secondes (𝐴). Les témoins ont été réalisés avec un solvant organique pur 

et de l'EDTA. La capacité de chélation a été mesurée selon l'équation suivante :  

𝑇𝑎𝑢𝑥 𝑑𝑒 𝑐ℎé𝑙𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 (%) =  
𝐴0 − (𝐴1 − 𝐴)

𝐴0
× 100 Eq. 105 

Où 𝐴0 était l'absorbance du témoin (blanc FeCl2 et FerroZine™ sans échantillon). Les 

résultats exprimés en µ𝑀 chélatant le fer (II) / 𝑚𝑔 d'échantillon, ont été exploités par l'équation 

de relation linéaire du fer (II) chélaté total à différentes concentrations d'échantillon. Les 

résultats en EC50 ont été exprimés en tant que quantité (en µ𝑔) d'échantillon nécessaire pour 

chélater 50% (~7,9 µ𝑔) de fer (II) issus de FeCl2. 

 Criblage de l’ultrafiltration 

 Détermination des résistances 

 Résistance membranaire intrinsèque 

La résistance membranaire intrinsèque (ou hydraulique) est déterminée dans les conditions 

de l’hydrolyse, c’est-à-dire que l’eau est mise à 55°C dans la cuve à double enveloppe et à 𝑝𝐻 

3 avant les mesures de débit de sortie. Le mode était en recirculation totale et la vitesse de 

recirculation variait de 50 à 150 𝑚𝑙.𝑚𝑖𝑛−1 pour pourvoir appliquer différentes valeurs de 𝑃𝑇𝑀 

de 0,4 à 2,4 𝑏𝑎𝑟. Le débit de sortie donne la valeur de la densité de flux notée 𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 :   

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 = 
𝑄𝑝

𝑆𝑢𝑟𝑓
 Eq. 106 

Avec 𝑄𝑝 le débit volumique du perméat (𝑚3. 𝑠−1) et 𝑆𝑢𝑟𝑓 la surface membranaire (𝑚²). 

Pour calculer la résistance membranaire intrinsèque, il faut la notion de la perméabilité de la 

membrane au solvant, 𝐿𝑝. Intervient alors la loi de Darcy (Eq. 26 p.56 EB), qui établit les 

conditions d’écoulement d’un liquide de viscosité µ à travers un milieu poreux (𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥), avec un 

gradient de pression (
𝑑𝑃

𝑑𝑥
) selon la profondeur du milieu poreux (𝑥): 

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 = −
𝛼𝑝

µ
×
𝑑𝑃

𝑑𝑥
 Eq. 107 
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Avec l’intégration de cette relation sur le système de la membrane, 𝛼𝑝 est le coefficient de 

perméabilité (m²), 𝑑𝑃 = 𝑃𝑇𝑀, 𝑑𝑥 = 𝑒 l’épaisseur à traverser (𝑚). La perméabilité de la 

membrane 𝐿𝑝 est égale ainsi le rapport de 𝛼𝑝 sur l’épaisseur 𝑒 : 

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 =
𝛼𝑝

µ
×
𝑃𝑇𝑀

𝑒
=
𝐿𝑝

µ
× 𝑃𝑇𝑀 Eq. 108 

De ce fait, la résistance 𝑅𝑒𝑠𝑚 (𝑚−1) est l’inverse de la perméabilité 𝐿𝑝, ce qui donne 

l’équation finale suivante (Aimar et al. 2010a):  

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 = 
𝑃𝑇𝑀

µ × 𝑅𝑒𝑠𝑚
 Eq. 109 

Avec µ la viscosité dynamique (Pa.s). Etant donné qu’en l’absence d’espèces retenues, le 

flux de densité à travers la membrane est proportionnel à la 𝑃𝑇𝑀, un premier coefficient de 

proportionnalité 𝐿𝑝
∗ (appelé aussi perméabilité à l’eau, en 𝑚.𝑃𝑎−1. 𝑠−1) est calculé en traçant 

une droite (Aimar et al. 2010a): 

𝑓(𝑃𝑇𝑀) = 𝐿𝑝
∗ × 𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 Eq. 110 

Ici 𝐿𝑝
∗ comprend la notion de viscosité (𝑃𝑎. 𝑠), dépendante de la température, or la 

perméabilité doit être une propriété et ne devrait pas dépendre de cette condition. La 

perméabilité membranaire 𝐿𝑝 (𝑚) est donc calculée ainsi (Aimar et al. 2010a) :  

𝐿𝑝 = µ × 𝐿𝑝
∗ Eq. 111 

Enfin, la résistance intrinsèque de la membrane 𝑅𝑒𝑠𝑚 est égale à : 

𝑅𝑒𝑠𝑚 =
1

𝐿𝑝
 Eq. 112 

 

 Résistance de la couche de polarisation 

L’hydrolysat lyophilisé des PTC (préparation stock en grande quantité, cf. § II.2.6.1 p.108 

M&M) a été mis en suspention à 10 𝑔. 𝐿−1 dans 150 𝑚𝐿 d’eau ultrapure est amenée à 55°C 

dans une cuve double enveloppe, puis le 𝑝𝐻 a été ajusté à 3. Le système Titrando maintenait le 

𝑝𝐻. La suspention de l’hydrolysat était reliée au système d’ultrafiltration « Aktä s ». La vitesse 

de recirculation de 3000 𝑠−1 de la syspention d’hydrolysat a été appliquée pendant 10 minutes 

en recirculation totale, puis une 𝑃𝑇𝑀 de 1 𝑏𝑎𝑟 a été appliquée pendant 20 minutes avant le 

prélèvement des débits.  La résistance de la couche de polarisation avec l’hydrolysat optimal 
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est calculé avec le modèle des résistances en séries (Fane & Fell 1987). Ce modèle est simple 

est indiqué qu’en présence de particules qui peuvent obstruer les pores, de la résistance s’ajoute 

à celle de la membrane. Il y a donc une résistance totale 𝑅𝑒𝑠𝑡𝑜𝑡 qui est la somme de la résistance 

membranaire intrinsèque, et celle due à la couche de polarisation (𝑅𝑒𝑠𝑝𝑙) (Aimar 2006):  

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 = 
𝑃𝑇𝑀

µ × 𝑅𝑒𝑠𝑡𝑜𝑡
 Eq. 113 

𝑅𝑒𝑠𝑡𝑜𝑡 = 𝑅𝑒𝑠𝑚 + 𝑅𝑒𝑠𝑝𝑙 Eq. 114 

𝑅𝑒𝑠𝑝𝑙 = 𝑅𝑒𝑠𝑡𝑜𝑡 − 𝑅𝑒𝑠𝑚 Eq. 115 

La presence d’une résistance due à l’encrassement (𝑅𝑒𝑠𝑒𝑛𝑐𝑟) est négligée et est prise en 

compte avec la 𝑅𝑒𝑠𝑝𝑙. 

 Calibration de la rétention des fibres creuses 

La rétention des cartouches de fibres creuses a été mesurée en mode de recirculation totale, 

le perméat et le rétentat étaient recyclés dans le réservoir d'alimentation. L’hydrolysat optimal 

lyophilisé a été remis en suspension à 10 𝑔. 𝐿−1 sur base de pureté protéique dans 150 𝑚𝐿 d’eau 

dans bécher à double enveloppe relié au bain-marie. La suspension est chauffée à 55°C puis le 

𝑝𝐻 est ajusté à 3 avec le système Titrando. S’en suit une recirculation pendant 10 minutes sans 

application de la pression transmembranaire (𝑃𝑇𝑀) puis avec pendant 20 minutes dans les 

conditions opératoires indiquées dans le Tableau 16. Ensuite le relevé des débits du perméat 

est effectué, suivi par le prélèvement de 0,5 𝑚𝐿 de rétentat et perméat pour les analyses en 

CLHP. La calibration a été faite en trois fois. 

Tableau 16 : Criblage de l’influence des paramètres d'ultrafiltration sur la sélectivité des membranes. 

Seuil de coupure (kg.mol-1) Taux de cisaillement (𝒔−𝟏) 𝑷𝑻𝑴 (𝒃𝒂𝒓) 

3 

3000 1 5 

10 

30 

6000 2 50 

100 

Le taux de cisaillement d’un liquide Newtonien dans un tube étant calculé de la manière 

suivante (Darby 2001): 

𝛾̇ =
4 × 𝑄30
𝜋 × 𝑟3

 Eq. 116 
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Avec 𝑄30 le débit du fluide de recirculation passant dans 1 fibre (𝑚3. 𝑠−1), c’est-à-dire le 

débit total divisé par le nombre de fibres, et 𝑟 de rayon de la fibre.  

 Rétention observée mesurée 

La rétention observée d’une molécule 𝑥 est directement calculée à partir des 

chromatogrammes de CLHP-ES des rétentats et perméats de la manière suivante :  

𝑅𝑜𝑏𝑠,𝑥 = 1 −
𝐶𝑝,𝑥

𝐶𝑟,𝑥
 Eq. 117 

Avec 𝐶𝑝,𝑥 la concentration d’un soluté 𝑥 dans le perméat (𝑔. 𝐿−1), 𝐶𝑟,𝑥 la concentration du 

même soluté 𝑥 dans le rétentat (𝑔. 𝐿−1) 

 Rétention réelle calculée 

Dans le cas où la couche de polarisation est importante, le calcul de la rétention réelle est 

effectué.  

𝑅𝑟𝑒́𝑒𝑙,𝑥 = 1 −
𝐶𝑝,𝑥

𝐶𝑚,𝑥
 Eq. 118 

Avec 𝐶𝑚,𝑖 la concentration dans à la surface de la membrane (𝑔. 𝐿−1). La rétention réelle est 

calculée à partir de la rétention observée selon les équations suivantes :  

 
𝑅𝑜𝑏𝑠 =

1

1 +
1 − 𝑅𝑟𝑒́𝑒𝑙
𝑅𝑟𝑒́𝑒𝑙

× 𝑒𝑃𝑒𝑐𝑙
 

Eq. 119 

 𝑅𝑟é𝑒𝑙 =
𝑅𝑜𝑏𝑠 × 𝑒

𝑃𝑒𝑐𝑙

𝑅𝑜𝑏𝑠 × 𝑒𝑃𝑒𝑐𝑙 − 𝑅𝑜𝑏𝑠 + 1
 Eq. 120 

Le nombre de Peclet (𝑃𝑒𝑐𝑙) est lié au transport dans la couche limite de diffusion (-). Il est 

utilisé en transfert thermique et en transfert massique et il représente le rapport du transfert par 

convection forcée et du transport par diffusion (thermique ou massique). Il permet d'estimer 

l'importance relative des fluctuations aléatoires dans un phénomène de transport. De manière 

générale, le nombre de Péclet est proportionnel au flux de perméation. Pour l’UF, une 

diminution du taux de rejet est observée avec le flux augmentant : lorsque le flux croit la 

polarisation de concentration (et donc la concentration à la membrane) augmente (𝑃𝑒𝑐𝑙 

augmente) favorisant un transfert de soluté (Aimar et al. 2010a). La limitation de transfert est 

localisée plutôt dans la couche limite de diffusion. Mais cette approche ne prend pas en compte 

les possibles effets d’un encrassement/colmatage sur la sélectivité. En UF surtout, le taux de 
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rejet a tendance à augmenter par obstruction partielle ou totale des pores au cours du temps 

avec le flux croissant. Il est égal à ainsi à : 

𝑃𝑒𝑐𝑙 = 
𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥

𝑘𝑐𝑙
 Eq. 121 

𝑘𝑐𝑙 étant le coefficient de transfert de matière (𝑚. 𝑠−1). Il traduit le flux de matière à une 

interface pour une espèce donnée. Il dépend des propriétés physico-chimiques de la solution et 

des conditions hydrodynamiques du système. Il est relié à l’épaisseur de la couche limite de 

diffusion δ (𝑚) qui définit la zone dans laquelle est localisé le gradient de concentration à 

l’interface : 

𝑘𝑐𝑙 = 
𝐷

𝛿
=
𝑆ℎ × 𝐷

𝑑ℎ
 Eq. 122 

Avec 𝐷 le coefficient de diffusion de l’espèce (𝑚2. 𝑠−1) calculé à partir de la loi de Stokes : 

𝐷 = 
𝑘𝐵 × 𝑇

6 × 𝜋 × 𝜇 × 𝑟ℎ
 Eq. 123 

Avec 𝑘𝐵 la constante de Boltzmann (𝑚². 𝑘𝑔. 𝑠−2. 𝐾−1), 𝑇 la température (𝐾),  𝜇 la viscosité 

du solvant (𝑃𝑎. 𝑠), 𝑟ℎ le rayon hydrodynamique de l’espèce à filtrer (𝑚). Le rayon 

hydrodynamique pour chaque molécule est approximé par le convertisseur de Fluidix Analytics 

(‘Hydrodynamic Radius Converter’, Cambridge, Royaume-Uni), qui donne la valeur du rayon 

théorique d’une particule décompactée à partir de sa masse molaire (𝑀𝑀) :  

Le coefficient de transfert de matière est estimé grâce à l’analogie entre le transfert de 

matière et le transfert de chaleur. Il a donc justement pu être relié empiriquement aux 

corrélations adimensionnelles du système au moyen du nombre de Sherwood (𝑆ℎ), paramètres 

hydrodynamiques et physico-chimiques. Dans le cas d’un régime laminaire l’équation est de la 

forme suivante : 

𝑘𝑐𝑙 × 𝑑ℎ
𝐷

= 𝑆ℎ =  𝛼1 × (𝑅𝑒 ×
𝑑ℎ
𝐿𝑑
)𝑎2 × 𝑆𝑐𝑎3  Eq. 125 

Avec 𝑑ℎ le diamètre hydraulique (𝑚), 𝐿𝑑 le chemin parcouru par le liquide à l’intérieur du 

module (𝑚), 𝑆ℎ le nombre de Sherwood (-), 𝑅𝑒 le nombre de Reynolds (-), 𝑆𝑐 le nombre de 

Schmidt (-) et 𝛼1 = 1,86, 𝛼2 = 0,33, 𝛼3 = 0,33, les coefficients de détermination 

𝑟ℎ =  2, 10
−11 ×𝑀𝑀0,5679 Eq. 124 
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expérimentale pris dans la littérature (Aimar et al. 2010a). Le nombre de Sherwood est une 

mesure du transfert de matière convectif rapporté au transfert de masse diffusif ou moléculaire. 

Le diamètre hydraulique est égal au diamètre de la section du passage dans un tube. Le nombre 

de Reynolds est calculé comme suit : 

𝑅𝑒 =  
𝜌 × 𝑈 × 𝑑ℎ

𝜇
 Eq. 126 

 Avec 𝜌 la masse volumique du fluide (𝑘𝑔.𝑚−3), 𝑈 la vitesse du fluide (𝑚. 𝑠−1) et 𝜇 la 

viscosité dynamique du fluide (𝑃𝑎. 𝑠). Le nombre de Schmidt est calculé comme suit : 

𝑆𝑐 =
𝜇

𝜌 × 𝐷
 Eq. 127 

 Mesure de la viscosité 

La viscosité de la solution d’hydrolysat initial (µ cité précédemment) a été mesurée avec un 

rhéomètre à déformation imposée (ARES, TA Instruments, New Castle, Etats-Unis) avec le 

module plat-plat séparé par un entrefer de 0,8 𝑚𝑚. La contrainte imposée variait entre 100 et 

1000 𝑠−1 à 51°C. La viscosité est donnée sur une moyenne sur 10 points mesurés. Ainsi 𝜇𝐻𝑦𝑑 =

8,7 ± 0,12 × 10−4 𝑃𝑎. 𝑠. Celle du perméat 𝜇𝑝 = 9,5 ± 0,72 × 10
−4 𝑃𝑎. 𝑠. 

 Mise en œuvre de l’ultrafiltration 

 Mode concentration discontinue 

Dans un réacteur à double enveloppe, l’hydrolysat optimal lyophilisé est remis en 

suspension à 10 𝑔. 𝐿−1 dans 750 𝑚𝐿 d’ultra-pure (sur base de pureté protéique). Une fois la 

température arrivée à 55°C, l’ajustement à 𝑝𝐻 3 est réalisé et sera contrôlé par le Titrando. Ces 

conditions atteintes, le rétentat et le perméat sont mis en recirculation totale pendant 10 minutes 

sans 𝑃𝑇𝑀, puis 20 min avec 𝑃𝑇𝑀 jusqu’à atteindre une stabilisation de la température et du 

𝑝𝐻. L’UF en CD démarre quand le perméat est soutiré, puis l’expérience est stoppée à un 

facteur de réduction volumique (FRV) de 8, et 16 prélèvements de 0,5 𝑚𝐿 sont faits dans les 

deux compartiments (rétentat et perméat) à chaque FRV. Les échantillons du rétentat sont dilués 

au même facteur que le FRV correspondant avant de les analyser en CLHP. Pour rester dans les 

mêmes conditions d’analyse, à tous les échantillons, 5 µ𝐿 de 𝑁𝑎𝑂𝐻 8 𝑀 sont ajoutés. Des 

duplicatas ont été faits pour les membranes de 30 et 100 kg.mol-1. 

 Mode diafiltration à volume constant 

Dans un réacteur à double enveloppe, l’hydrolysat optimal lyophilisé est remis en 

suspension à 10 𝑔. 𝐿−1 dans 75 𝑚𝐿 d’ultra-pure (sur base de pureté protéique). Une fois la 



Matériels et Méthodes - Criblage de l’ultrafiltration 

 

126 
Simulation des REM pour la production continue d’hydrolysats protéiques 

température de 55°C atteinte, l’ajustement à 𝑝𝐻 3 est réalisé et est contrôlé par le Titrando. Le 

rétentat et le perméat sont mis en recirculation totale pendant 10 minutes sans 𝑃𝑇𝑀 puis 20 min 

avec 𝑃𝑇𝑀. De l’eau ultra-pure, préalablement chauffée à 55°C, est ajoutée au même débit que 

le débit du perméat. L’expérience est stoppée au 8ème diavolume et 16 prélèvements de 0,5 𝑚𝐿 

sont faits dans les deux compartiments à chaque DV. Pour rester dans les mêmes conditions 

d’analyse de CLHP, à tous les échantillons, 5 µ𝐿 de 𝑁𝑎𝑂𝐻 8 𝑀 sont ajoutés. Des duplicatas 

ont été faits pour les membranes de 30 et 100 kg.mol-1.  

 Modélisation du flux de perméat en REM à 𝑃𝑇𝑀 constante 

De l’Eq. 113 p.122 on peut déduire que : 

 
𝑅𝑒𝑠𝑡𝑜𝑡 = 

𝑃𝑇𝑀

µ × 𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥
 Eq. 128 

Cette équation suppose que la viscosité (µ) du perméat est constante, en général supposée à 

20°C (Di Bella & Di Trapani 2019). Or la resistance mebranaire totale étant déterminée 

empiriquement, et en prévoyant que le système de filtration pourra mis en place pour divers 

hydrolysats à differents températures, l’application du modèle peut être plus générale en 

admettant que la résistance membranaire totale est dépendante de la viscosité de ce système 

donné, à la température donnée, et est donc incluse dans la grandeur. L’équation devient alors : 

𝑅𝑒𝑠𝑡𝑜𝑡 × µ =  𝑅𝑒𝑠𝑡𝑜𝑡
∗ = 

𝑃𝑇𝑀

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥
 Eq. 129 

 

Ainsi, la modélisation du flux de perméat a été adaptée d’après la méthodologie de Yeh et 

al. (2000). Brièvement, le modèle de résistance en série est repris avec la résistance 

membranaire intrinsèque (𝑅𝑒𝑠𝑚), la résistance due aux phénomènes de polarisation (𝑅𝑒𝑠𝑝𝑙) et 

d’encrassement (𝑅𝑒𝑠𝑒𝑛𝑐𝑟), à la différence que les résistances dependent de la viscosité 

(𝑃𝑎. 𝑠.𝑚−1). La résistance 𝑅𝑒𝑠𝑒𝑛𝑐𝑟 est modélisée en supposant qu’elle sera proportionnelle à 

la quantité et à la résistance hydraulique spécifique de la couche de dépôt. La couche de dépôt 

est considérée comme étant compressible, et donc proportionnelle à la 𝑃𝑇𝑀. Le modèle de 

résistance en série et les égalités s’écrivent alors (Yeh et al. 2000): 

 
𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 = 

𝑃𝑇𝑀

𝑅𝑒𝑠𝑚∗ + 𝑅𝑒𝑠𝑝𝑙
∗ + 𝑅𝑒𝑠𝑒𝑛𝑐𝑟∗

 Eq. 130 

 
𝑅𝑒𝑠𝑒𝑛𝑐𝑟

∗ =  𝜙 × 𝑃𝑇𝑀 Eq. 131 
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𝜙 = 𝛼1 × 𝑈

𝛼2 × 𝐶𝛼3 Eq. 132 

 𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 = 
𝑃𝑇𝑀

𝑅𝑒𝑠𝑚∗ + 𝑅𝑒𝑠𝑝𝑙
∗ + 𝛼1 × 𝑈𝛼2 × 𝐶𝛼3 × 𝑃𝑇𝑀

 Eq. 133 

Le débit du perméat est ajusté à la concentration totale dans le rétentat avec les paramètres 

𝛼1, 𝛼2 et 𝛼3 à déterminer au cours de l’ultrafiltration. L’ajustement est fait par la méthode des 

moindres carrés. 

 Prédiction des performances d’ultrafiltration 

 Equations de bilan de matière 

Les travaux réalisés par Bodin (2016) ont pu avec succès modéliser le process de séparation 

membranaire de l’hydrolysat de protéines de lait avec la résolution analytique des équations 

différentielles établies par Muller et al. (1999). Or au cours des essais il s’est révélé que 

l’hydrolysat des PTC avait une mauvaise prédiction en diafiltration, dû notamment à la présence 

d’une forte couche de polarisation et d’encrassement, limitant fortement le transfert et ne 

correspondant plus aux hypothèses simples utilisées. Ce qui n’était pas le cas pour l’hydrolysat 

de lait, étant donné qu’un simple lavage à l’eau permettait de retrouver les débits en eau d’avant 

la mise en fonction du procédé. De ce fait, au lieu d’utiliser la valeur de la rétention observée 

(𝑅𝑜𝑏𝑠), la rétention réelle (𝑅𝑟𝑒́𝑒𝑙), donnée par la concentration à la membrane (𝐶𝑚), est utilisée. 

La concentration à la membrane ne pouvant pas être mesurée directement, la théorie du film est 

utilisée : 

 

 

 

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥 = 𝑘𝑐𝑙 × ln
𝐶𝑚 − 𝐶𝑝

𝐶𝑟 − 𝐶𝑝
 

𝑒
𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥
𝑘𝑐𝑙 =

𝐶𝑚 − 𝐶𝑝

𝐶𝑟 − 𝐶𝑝
 

Eq. 134 

 𝐶𝑚 pouvant être noté en fonction de 𝐶𝑟 et 𝐶𝑝 ou en fonction de 𝐶𝑟 et 𝑅𝑟𝑒́𝑒𝑙 :  

 𝐶𝑝 = (1 − 𝑅𝑟𝑒́𝑒𝑙)𝐶𝑚 Eq. 135 

 

 

 

𝐶𝑚 = (𝐶𝑟 − 𝐶𝑝) ∙ 𝑒
𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥
𝑘𝑐𝑙 − 𝐶𝑝 =

𝐶𝑟 × 𝑒
𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥
𝑘𝑐𝑙

𝑅𝑟𝑒́𝑒𝑙 − 𝑒
𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥
𝑘𝑐𝑙 × (𝑅𝑟𝑒́𝑒𝑙 − 1)

 Eq. 136 

La solution de l’équation différentielle en mode diafiltration à volume constant se résout 

donc de la manière suivante : 
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 Rétentat  

 𝑑(𝐶𝑟 ∙ 𝑉0) =  𝐶0 ∙ 𝑑(𝑉𝑓) − 𝐶𝑝 × 𝑑(𝑉𝑝) Eq. 137 

 Ajout d’eau : 𝐶0 = 0  

 𝑑(𝐶𝑟 ∙ 𝑉0) = −𝐶𝑝 × 𝑑(𝑉𝑝) Eq. 138 

 Avec l’Eq. 135 :  

 𝑑(𝐶𝑟) × 𝑉0 = −(1 − 𝑅𝑟𝑒́𝑒𝑙)𝐶𝑚 × 𝑑(𝑉𝑝) Eq. 139 

 
𝑑(𝐶𝑟)

𝑑(𝑉𝑝)
=
−(1 − 𝑅𝑟𝑒́𝑒𝑙)𝐶𝑚

𝑉0
 Eq. 140 

 Condition initiale : 𝐶𝑟(𝑉𝑝 = 0) =  𝐶0 et 𝐷𝑉 = 
𝑉𝑝

𝑉𝑟
 Eq. 141 

 

 

 𝐶𝑟(𝑉𝑝) = 𝐶0 × 𝑒

𝐷𝑉×
(𝑅𝑟𝑒́𝑒𝑙−1)×𝑒

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥
𝑘𝑐𝑙

𝑅𝑟𝑒́𝑒𝑙+𝑒

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥
𝑘𝑐𝑙 −𝑅𝑟𝑒́𝑒𝑙×𝑒

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥
𝑘𝑐𝑙  

Eq. 142 

 

 

 
Perméat  

 
𝐶𝑝 ∙ 𝑉𝑝 = 𝐶0 ∙ 𝑉0 − 𝐶𝑟 ∙ 𝑉0 

𝐶𝑝 est considérée comme la concentration des peptides du perméat sortant 

Eq. 143 

 

 
𝐶𝑝 = 

(𝐶0 − 𝐶𝑟) × 𝑉0
𝑉𝑝

 Eq. 144 

 
Avec l’Eq. 142 résolue de la variation de la concentration dans le 

perméat : 
 

 

 

𝐶𝑝(𝐷𝑉) =

𝐶0 ×

(

 
 
 
 

1 − 𝑒(

 
 
𝐷𝑉×

𝑒

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥
𝑘𝑐𝑙

×(𝑅𝑟𝑒́𝑒𝑙−1)

𝑅𝑟𝑒́𝑒𝑙+𝑒

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥
𝑘𝑐𝑙 −𝑅𝑟𝑒́𝑒𝑙×𝑒

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥
𝑘𝑐𝑙

)

 
 

)

 
 
 
 

𝐷𝑉
 

 

Eq. 145 
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En concentration discontinue à volume variable : 

 Rétentat  

 𝑑(𝐶𝑟 ∙ 𝑉𝑟) = 𝐶𝑝 × 𝑑(𝑉𝑝) Eq. 146 

 Avec 𝑑(𝑉𝑝) = 𝑑(𝑉𝑟) et 𝐶𝑝 = (1 − 𝑅𝑟𝑒́𝑒𝑙)𝐶𝑚  

 𝑑(𝐶𝑟) × 𝑉𝑟 + 𝑑(𝑉𝑟) × 𝐶𝑟 = (1 − 𝑅𝑟𝑒́𝑒𝑙)𝐶𝑚 × 𝑑(𝑉𝑟) Eq. 147 

 

 

𝑑(𝐶𝑟)

𝑑(𝑉𝑟)
=
(1 − 𝑅𝑟𝑒́𝑒𝑙)𝐶𝑚 − 𝐶𝑟

𝑉𝑟
 Eq. 148 

 Avec la condition initiale 𝐶𝑟(𝑉𝑟 = 𝑉0) = 𝐶0  

 

 

𝐶𝑟(𝐹𝑅𝑉) = 𝐶0
𝐹𝑅𝑉𝑅𝑟𝑒́𝑒𝑙

𝑅𝑟𝑒́𝑒𝑙 − 𝑒
𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥
𝑘𝑐𝑙 × (𝑅𝑟𝑒́𝑒𝑙 − 1)

 
Eq. 149 

 

 Perméat  

 𝐶𝑝 ∙ 𝑉𝑝 = 𝐶0 ∙ 𝑉0 − 𝐶𝑟 ∙ 𝑉𝑟 Eq. 150 

 Avec 𝑉𝑝 = 𝑉0 − 𝑉𝑟  

 𝐶𝑝 = 
𝐶0 × 𝐹𝑅𝑉 − 𝐶𝑟
𝐹𝑅𝑉 − 1

 Eq. 151 

 

 

 

 

En remplaçant 𝐶𝑟 par son expression de l’Eq. 142 on a: 

𝐶𝑝(𝐹𝑅𝑉) = 𝐶0 ×

(𝐹𝑅𝑉 −
𝐹𝑅𝑉𝑅𝑟𝑒́𝑒𝑙

𝑅𝑟𝑒́𝑒𝑙 − 𝑒
𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥
𝑘𝑐𝑙 × (𝑅𝑟𝑒́𝑒𝑙 − 1)

)

𝐹𝑅𝑉 − 1
 

Eq. 152 

 

 Comparaison des chromatogrammes 

Pour prédire un chromatogramme des concentrations de l’hydrolysat, la rétention réelle 

devait être déterminée pour toutes les molécules présentes, représentés par chaque point 𝑥 à 

chaque point du temps de rétention enregistré. Malheureusement, l’Eq. 117 appliquée 

directement entre les chromatogrammes de perméat et rétentat ne présentait pas de profil de 

courbe exploitable. La différenciation des molécules a alors été discrétisée comme il est fait 

d’usage sur les chromatogrammes, un pic correspondant à un groupe de molécules proches en 
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masse molaire, avec un temps de rétention définit à son apex. De cette manière, deux pics de 

protéines et six pics de peptides sont identifiés et leurs concentrations dans chaque 

compartiment sont calculées sur l’aire des pics. La rétention observée ainsi calculée sur 8 

masses molaires est tracée en fonction du logarithme de ces masses molaires. Puis un 

ajustement sigmoïde (celui qui donne le meilleur ajustement) est réalisé sur toute la plage 

(Figure 30 A) à l’aide d’un programme MATLAB© disponible sur File Exchange (R P 2023). 

La courbe de la rétention observée ainsi approximée sur toutes les masses molaires présentes, 

elle est utilisée pour calculer la courbe de la rétention réelle avec les formules présentées dans 

le paragraphe précédent (Figure 30 B). 

 

Figure 30 : Exemple de calcul de la rétention réelle sur la membrane de 30 kg.mol-1. (A) Ajustement du modèle 

sigmoïde sur les rétentions observées des différents groupes de peptides et protéines. (B) Rétention réelle 

calculée pour toutes les masses molaires présentes dans l’hydrolysat. 

Les chromatogrammes peuvent ainsi être modélisés à l’aide des Eq. 142 et Eq. 145 pour 

une séparation en diafiltration et les Eq. 149 et Eq. 152 pour une séparation en concentration 

discontinue. Les Figure 31 et Figure 32 montrent les modélisations côté rétentat et perméat 

pour la membrane de 30 kg.mol-1 en mode CD et DF. Les Figure 33 et Figure 34 montrent les 

chromatogrammes correspondant à la membrane de 100 kg.mol-1, dans les mêmes conditions. 

Dans l’ensemble la modélisation est validée dans les mêmes marges d’erreur d’acceptabilité. 
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Figure 31 : Chromatogrammes de la membrane de 30 kg.mol-1 en mode concentration discontinue (FRV 2 à 8) 

modélisés et expérimentaux (nr = 2) pour l’hydrolysat optimal produit (PTM 2 bar – 3000 s-1 – pH3 – 55°C). 

(A) Rétentat modélisé. (B) Perméat modélisé. (C) Rétentat expérimental. (D) Perméat expérimental. 

 

Figure 32 : Chromatogrammes de la membrane de 30 kg.mol-1 en mode diafiltration (DV 1 à 8) modélisés et 

expérimentaux (nr = 2) pour l’hydrolysat optimal produit (PTM 2 bar – 3000 s-1 – pH3 – 55°C). (A) Rétentat 

modélisé. (B) Perméat modélisé. (C) Rétentat expérimental. (D) Perméat expérimental. 
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Figure 33 : Chromatogrammes de la membrane de 100 kg.mol-1 en mode d’ultrafiltration modélisés et 

expérimentaux (nr = 2) pour l’hydrolysat optimal produit (PTM 2 bar – 3000 s-1 – pH3 – 55°C). (A) Rétentat 

modélisé. (B) Perméat modélisé. (C) Rétentat expérimental. (D) Perméat expérimental. 

 

Figure 34 : Chromatogrammes de la membrane de 100 kg.mol-1 en mode diafiltration modélisés et 

expérimentauxl (nr = 2) pour l’hydrolysat optimal produit (PTM 2 bar – 3000 s-1 – pH3 – 55°C). (A) Rétentat 

modélisé. (B) Perméat modélisé. (C) Rétentat expérimental. (D) Perméat expérimental. 

 Calcul des caractéristiques d’UF 

A partir des concentrations ainsi prédites, les caractéristiques de l’UF sont calculées. Le 

rendement en napine dans le rétentat, qui est le ratio entre sa quantité au cours du procédé et sa 

quantité initiale : 

𝑅𝑑𝑚𝑁𝑎𝑝 =
[𝑁𝑎𝑝]𝑟 × 𝑉𝑟
[𝑁𝑎𝑝]𝑟,0 × 𝑉0

 Eq. 153 
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Le rendement en peptides dans le perméat, qui est le ratio entre la masse des peptides dans 

le perméat sur la masse de peptides initiaux dans le rétentat : 

𝑅𝑑𝑚𝑃𝑒𝑝 =
[𝑃𝑒𝑝]𝑝 × 𝑉𝑝

[𝑃𝑒𝑝]𝑟,0 × 𝑉0
 Eq. 154 

La pureté des protéines dans le rétentat (%), qui compte les peptides comme des 

impuretés dans le rétentat :  

𝑃𝑢𝑟𝑃𝑟𝑜𝑡 = 
[𝑁𝑎𝑝]𝑟 × 𝑉𝑟 + [𝐶𝑟𝑢𝑐]𝑟 × 𝑉𝑟

[𝑃𝑒𝑝]𝑟 × 𝑉𝑟 + [𝑁𝑎𝑝]𝑟 × 𝑉𝑟 + [𝐶𝑟𝑢𝑐]𝑟 × 𝑉𝑟
× 100 Eq. 155 

 

 Détermination de la taille des composants 

 Diffusion dynamique de lumière 

La taille des grandes particules et leur agrégation a été déterminée par diffusion dynamique 

de lumière. Les suspensions de protéines ou hydrolysats ont été préparée à 1 𝑔. 𝐿−1 dans un 

tampon phosphate 0,5 𝑀 à 𝑝𝐻 3.  Les suspensions ont été centrifugé 5 min à 9000 𝑥𝑔 et le 

surnageant a été analysé en cuve plastique de 1 cm de trajet optique avec l’appareil Zetasizer 

Nano-S, Malvern Instruments (Malvern, Grande-Bretagne).  

 SDS-PAGE 

La migration SDS-PAGE est réalisée sur une matrice composée d’un gel de concentration 

contenant 5% d’acrylamide et un gel de séparation avec 17% d’acrylamide monté sur 

l’équipement de Bio-Rad (Hercules, Californie, Etats-Unis). Les standards de protéines est un 

kit entre 10 et 250 kg.mol-1 (Bio-Rad, Precision Plus Protein Standard). Les échantillons sont 

préparés selon la méthode Laemmli en conditions réductrices (2,5% de β-mercaptoéthanol). La 

coloration a été effectuée par le bleu de Coomassie G 250 (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Etats-

Unis). Ensuite, le gel est plongé dans une solution de décoloration forte, composée à 40% 

d’éthanol et à 10% d’acide acétique, pour une durée de 30 minutes. Cette étape est renouvelée 

une fois. Ensuite, une solution de décoloration faible, avec 5% d’acide acétique est utilisée au 

cours de la nuit. 

 Mise en œuvre du REM 

 Détermination de l’activité enzymatique dans le perméat 

La recherche de l’activité dans le perméat sur les PTC a été réalisée selon le schéma de la 

Figure 35 : premièrement une hydrolyse a lieu en condition optimisée d’un batch dans 150 𝑚𝐿 
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du volume réactionnel (55°C – 𝑝𝐻 3 – 𝐸/𝑆 1/448 – 2h), c’est l’hydrolyse I. Ensuite une 

ultrafiltration est réalisée jusqu’à FRV = 3, pour récupérer 100 𝑚𝐿 de perméat. A ce perméat 

sont ajoutées les nouvelles protéines pour une concentration finale de 10 𝑔. 𝐿−1 pour relancer 

une hydrolyse en mode batch (55°C – 𝑝𝐻 3 – 2h), c’est l’hydrolyse II. Des prélèvements sont 

réalisés pour un suivi cinétique en CLHP. 

 

Figure 35 : Schéma de vérification d'activité enzymatique dans le perméat avec nouveau substrat des PTC. 

L’activité enzymatique initiale est évaluée par la disparition de la cruciférine en ajustant 

l’équation (Eq. 156) de taux de réaction généralisé (Seoud et al. 2016) aux termes 𝑘 (constante 

de vitesse) et 𝑛 (ordre de réaction), puis en calculant la tangente à la courbe à  𝑡0 = 0 (Eq. 157), 

dont le terme d’accélération est la vitesse initiale de réaction (Eq. 158) :  

 
𝑟𝐶𝑟𝑢𝑐 =

[𝐶𝑟𝑢𝑐]0

(1 + 𝑘 × (𝑛 − 1) × [𝐶𝑟𝑢𝑐]0
(𝑛−1)

× 𝑡)
1

(𝑛−1)

 
Eq. 156 

 
𝑦 =  

𝑑[𝐶𝑟𝑢𝑐]

𝑑𝑡
(𝑡0) × (𝑡 − 𝑡0) + [𝐶𝑟𝑢𝑐]0 Eq. 157 

 
𝑉𝑖𝑡𝑒𝑠𝑠𝑒𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙𝑒 =

𝑑[𝐶𝑟𝑢𝑐]

𝑑𝑡
(𝑡0) Eq. 158 

L’activité ainsi déterminée dans le perméat est comparée à l’hydrolyse dans les conditions 

standards du batch et termes d’activité résiduelle.  

 Montage du réacteur enzymatique à membrane 

Le montage REM est présenté en photo par la Figure 36. Le système du Titrando a été 

couplé à l’unité d’ultrafiltration « Aktä s ». La température du rétentat est maintenue à 55°C 

dans une cuve à double enveloppe reliée au bain-marie. Le 𝑝𝐻 du rétentat est régulé 

automatiquement à 𝑝𝐻 3 par ajout de 𝐻𝐶𝑙 0,5 𝑚𝑜𝑙. 𝐿−1. Le stock de protéines est mis à 𝑝𝐻 3 

et est maintenu à une température entre 50 et 55°C pour minimiser l’impact sur le rétentat 
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équilibré dans la cuve en température et en 𝑝𝐻. En fonctionnement à débit de perméat variable, 

le débit d’alimentation en protéines (𝑄𝑎) est calqué sur le débit du perméat (𝑄𝑝) vérifié à la fin 

de chaque volume de remplacement (VR). C’est le volume de la solution d’alimentation en 

protéines ajouté égal au volume du rétentat initial. En fonctionnement à débit de perméat 

constant, la 𝑃𝑇𝑀 est ajustée pour avoir un débit de perméat de 2 𝑚𝑙.𝑚𝑖𝑛−1 et le débit 

d’alimentation est ainsi fixé à 2 𝑚𝑙.𝑚𝑖𝑛−1. Avant la réaction, la suspension de PTC dans la 

cuve est amenée à 55°C, puis à 𝑝𝐻 3. Dans un deuxième temps, la pompe de recirculation est 

actionnée à 3000 𝑠−1 et le fluide est laissé 15 min sans 𝑃𝑇𝑀 pour le stabiliser dans ces 

conditions (𝑝𝐻, 𝑇).  

 

Figure 36 : Photo du montage du réacteur enzymatique à membrane en laboratoire.  

Ensuite une 𝑃𝑇𝑀 de 2 𝑏𝑎𝑟 est appliquée pendant 30 min le temps encore une fois de 

stabiliser le système en termes de 𝑝𝐻 et température. Suite à cela, la 𝑃𝑇𝑀 est enlevée et 

l’enzyme est rajoutée pour l’étape de pré-hydrolyse de 50 min. A l’issu de cette étape, la collecte 

de perméat est démarrée en appliquant une 𝑃𝑇𝑀 de 2 𝑏𝑎𝑟 pour le mode à flux variable ou une 

𝑃𝑇𝑀 de 0,4 𝑏𝑎𝑟 environ pour un fonctionnement à flux fixe. Un prélèvement de 0,5 𝑚𝐿 était 
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réalisé à chaque volume de remplacement dans le rétentat et le perméat pour les analyses en 

CLHP. Également, 1 𝑚𝐿 supplémentaire par compartiment a été prélevée pour la vérification 

de conservation d’activité enzymatique dans le rétentat et la vérification d’absence de perte 

notable d’enzyme dans le perméat. 

Le suivi du REM est réalisé en fonction des volumes de remplacement (VR) (Cheryan & 

Deeslie 1983), c’est-à-dire en fonction du nombre de volumes de la solution stock des protéines 

ajoutées équivalents au 𝑉𝑟 initial. Etant donné que le débit de la solution stock est calqué sur le 

débit du perméat, VR est calculé comme suit :   

 
𝑉𝑅 =

𝑄𝑝 × 𝑡

𝑉𝑟
=
𝑉𝑝

𝑉𝑟
 Eq. 159 

 

 Valeurs de caractérisation REM 

La conversion protéique membranaire, qui représente la masse de peptides dans le perméat 

sur la masse protéines entrées dans le rétentat (initial et solution d’ajout) (𝑔𝑃𝑒𝑝. 𝑔𝑃𝑟𝑜𝑡
−1) : 

 𝑋𝑚 =  
[𝑃𝑒𝑝]𝑝 × 𝑉𝑝

[𝐶𝑟𝑢𝑐]𝑟 × 𝑉𝑟 + [𝑁𝑎𝑝]𝑟
 Eq. 160 

La consommation d’eau qui représente les litres d’eau utilisés (équivalent au perméat) par 

masse de peptides dans le perméat (𝐿𝑒𝑎𝑢. 𝑔𝑃𝑒𝑝
−1): 

 𝐶𝑜𝑛𝑠𝑜𝑒𝑎𝑢 =  
𝑉𝑝 

[𝑃𝑒𝑝]𝑝 × 𝑉𝑝
= 

1

[𝑃𝑒𝑝]𝑝
 Eq. 161 

L’index enzymatique, qui représente la masse de peptides dans le perméat sur la masse de 

l’enzyme utilisée (𝑔𝑃𝑒𝑝. 𝑔𝐸
−1) : 

 𝑌𝑁/𝐸 =  
[𝑃𝑒𝑝]𝑝 × 𝑉𝑝 

[𝐸]𝑟 × 𝑉𝑟
 Eq. 162 

La production, qui représente la masse de peptides dans le perméat sur la durée du soutirage 

du perméat (modes CD ou DF) ou sur le temps total à partir de l’hydrolyse (mode REM) 

(𝑔𝑃𝑒𝑝. ℎ
−1): 

 𝑃𝑟 =  
[𝑃𝑒𝑝]𝑝 × 𝑉𝑝  

𝑡
 Eq. 163 
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Pour les procédés combinés hydrolyse-batch avec ultrafiltration en CD ou en DF, la durée 

d’hydrolyse seule n’est pas comptée. En revanche, uniquement dans le cas d’une comparaison 

de ces modes avec les fonctionnements en REM, la durée de pré-hydrolyse du REM n’est pas 

comptée non plus. Ensuite pour les comparaisons des REM, expérimentales et simulations, le 

temps total du procédé comprend la pré-hydrolyse et le soutirage du perméat. 

L’erreur relative (%) du bilan de matière entre la masse entrée de la cruciférine et les 

peptides produits (rétentat et perméat) est calculée comme suit : 

𝐸𝑟𝑟𝑒𝑢𝑟 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒𝑒𝑛𝑡𝑟é𝑒
𝑠𝑜𝑟𝑡𝑖𝑒

= 

 
([𝐶𝑟𝑢𝑐]0 − [𝐶𝑟𝑢𝑐]𝑡) × 𝑉𝑟 − (([𝑃𝑒𝑝]𝑡,𝑟 − [𝑃𝑒𝑝]0,𝑟) × 𝑉𝑟 + [𝑃𝑒𝑝]𝑡,𝑝 × 𝑉𝑝) 

([𝐶𝑟𝑢𝑐]0 − [𝐶𝑟𝑢𝑐]𝑡) × 𝑉𝑟
 

Eq. 164 

 

 Analyse de sensibilité du modèle protéolytique 

Une analyse de sensibilité des paramètres estimés du modèle de l’hydrolyse des PTC a été 

réalisée afin de valider la significativité du modèle et d’enlever les paramètres (les constantes 

cinétiques en l’occurrence) non influents. Le principe est d’étudier la variabilité induite par une 

petite variation des paramètres autour d’une valeur de référence (Faivre et al. 2013). Les 

paramètres dont les variations induisent une grande amplitude sur la réponse seront donc des 

paramètres significatifs. Le programme développé par García Mollá (2017) calcule les 

sensibilités pour chaque paramètre ajusté au modèle (les constantes 𝑘𝑥) avec la dérivation de la 

réponse initiale (𝐶, concentration de la potéine et des peptides) par rapport aux réponses 

modifiée (𝐶𝑥 de la protéine et des peptides) approximés par la formule suivante :  

 𝑠𝑥 =
d𝐶

d𝑘𝑥
≈
𝐶𝑥 − 𝐶 

∆𝑘
 Eq. 165 

Les sensibilités pour chaque molécule (8), temps cinétique (13) et paramètre (17) forment 

une matrice de sensibilité Z. S’en suit l’application de l’algorithme suivant (Yao et al. 2003): 

1) Pour chaque colonne dans la matrice Z, une amplitude euclidienne est calculée. 

2) La colonne à la plus grande amplitude désigne le paramètre le plus influent et est notée 

𝑋𝐿 (L = 1 pour la première itération) 

3) La prédiction de la matrice de sensibilité 𝑍̂𝐿 est calculée avec la colonne 𝑋𝐿 :  

 𝑍̂𝐿 = 𝑋𝐿 ∙ (𝑋𝐿
𝑇 ∙ 𝑋𝐿)

−1 ∙ 𝑋𝐿
𝑇 ∙ 𝑍 Eq. 166 
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4) Puis la matrice résiduelle 𝑅𝐿 est calculée : 

 𝑅𝐿 =  𝑍 − 𝑍̂𝐿 Eq. 167 

5) La somme des carrés des résidus de chaque colonne de 𝑅𝐿 est calculé et celle avec la 

plus grande magnitude correspond au paramètre influent suivant. 

6) La colonne du paramètre correspondant dans la matrice Z est utilisée en incrémentation 

avec la colonne 𝑋𝐿 précedement décrite. Cette nouvelle matrice est notée 𝑋𝐿+1. 

7) L’itération est avancée de 1 et les étapes 3) à 6) sont répétées jusqu’à ce que la colonne 

de la plus grande amplitude dans 𝑅𝐿 soit inférieure à une valeur seuil fixée à 0,04. 

Les paramètres (constantes cinétiques) ne montrant pas d’influences ont été enlevés du 

modèle cinétique (cf. Eq. 168 p.212 R&D). 

 Tests statistiques 

Les échantillons ont été analysés au moins en double par CLHP. Les expériences ont été 

réalisées en double. Les essais de chélation ont été réalisés en triple exemplaire. L'analyse de 

variance et le test de comparaison multiple (test de Tukey-Kramer) ont été réalisés avec 

MatLAB© (R2020a, MathWorks Inc., Natick, Massachusetts, Etats-Unis). L'analyse statistique 

du test-t à deux échantillons a été réalisée à l'aide de Microsoft Excel 2016 (Microsoft 

Corporation, Redmond, Washington, États-Unis). Une différence significative a été considérée 

à la valeur de p < 0,05. 
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 Résultats & Discussion 

La protéolyse enzymatique est largement utilisée dans l'industrie alimentaire, pour produire 

des hydrolysats aux propriétés technico-fonctionnelles améliorées des protéines (Fujimaki et 

al. 1970; Yamanishi et al. 1996; Neklyudov et al. 1999) ou contenant des peptides bioactifs 

(Kitts & Weiler 2003b). Cela nécessite l’emploi de protéases, enzymes qui hydrolysent 

spécifiquement les protéines. Les propriétés des hydrolysats dépendent de la nature de 

l’enzyme, du substrat, de leurs concentrations et des conditions opératoires (𝑇, 𝑝𝐻, 𝐸/𝑆). Un 

criblage de propriétés et / ou de bioactivité des hydrolysats permet ainsi de sélectioner les 

conditions d’obtention d’hydrolysats d’interêt (Kong et al. 2007; Adje et al. 2013; Alashi et al. 

2018; Zhao & Hou).  

Dans la plupart des cas, le procédé de protéolyse enzymatique est mis en œuvre en réacteur 

batch. La limitation essentielle du procédé de protéolyse enzymatique reste le coût de l’enzyme 

et sa productivité relativement faible. En effet, à côté du coût intrinsèque de l’enzyme, la mise 

en œuvre discontinue entraîne une perte du catalyseur à la fin de la réaction, ainsi que des 

procédures d’arrêt de réaction, de nettoyage et de redémarage entre chaque lot (Archer et al. 

1973; Bhumiratana et al. 1977; Rios et al. 2004).  

Une première approche pour réduire l’impact du coût enzymatique sur les production en 

batch est de mettre en œuvre des démarches d’optimisation de réaction en recherchant le 

meilleur compromis coût enzymatique / durée de réaction. Une seconde approche, 

technologique, consiste à envisager un couplage protéolyse / séparation qui permet de 

compartimenter l’enzyme et le substrat et de récuperer le produit, l’hydrolysat. Les « Réacteurs 

Enzymatiques à Membrane » (REM) permettent de réaliser ces productions continues 

d’hydrolyse de biomolécules (protéines et polysaccharides) (Rios 2012; Rodrigues et al. 2013). 

Cependant, le développement des REM se confronte à des verrous liés à la complexité du 

système protéolytique qui dépend des : 

– Conditions opératoires permettant le contrôle de la réaction (𝑝𝐻, 𝑇, 𝐸/𝑆, 𝑡) et de la 

séparation membranaire (𝑝𝐻, 𝑇, 𝑃𝑇𝑀, vitesse de circulation, NMWCO, concentration). 

– Critères de performances de production (pureté, productivité, consommation d’eau, 

composition en peptides, etc.)  

Ainsi, la plupart des études sur la protéolyse en REM reposent sur des démarches 

exclusivement expérimentales et ne permettent pas d’identifier une méthodologie de 
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détermination des conditions optimales pour avoir une production stable et optimale d’un 

hydrolysat d’intérêt. Ce qui limite leur développement pour les coûts et le temps que cela peut 

engendrer (cf. §I.4.1.1 p.81 EB).  

Deux méthodologies de simulation des procédés de protéolyse et de séparation 

membranaire en batch ont été développées au laboratoire. Celles-ci permettent plus 

précisemment de modéliser : 

– Les cinétiques de degré d’hydrolyse (𝐷𝐻) et de taux de conversion (𝑋𝑝) en protéines en 

fonction des conditions opératoires de protéolyse (Beaubier et al. 2021a). 

–  La composition peptidique dans les compartiments d’ultrafiltration au cours de 

séparation d’hydrolysat en concentration discontinue et diafiltration (Bodin 2016; 

Beaubier et al. 2021b). 

Dans le cadre de cette thèse, la première méthode sera adaptée pour l’optimisation de 

l’obtention d’un hydrolysat d’interêt de protéines végétales (protéines de colza) au travers de la 

recherche du meilleur compromis coût enzymatique – durée de réaction en réacteur batch. Puis, 

les deux méthodologies seront couplées de manière à proposer une méthodologie de simulation 

innovante de prédiction des performances d’un REM pour la production de cet hydrolysat. 

Le travail a ainsi été découpé en trois phases : 

► Chapitre 1 – Modélisation et optimisation de la protéolyse enzymatique batch 

1. L’identification un hydrolysat d’intérêt à produire en REM 

a. Recherche des conditions opératoires conduisant à l’hydrolysat d’intérêt 

b. Recherche des conditions optimales en batch (compromis durée / coût 

enzymatique)  

► Chapitre 2 – Modélisation de la séparation des hydrolysats en CD et DF  

2. L’identification des membranes et conditions de séparation membranaire 

a. Permettre un couplage le plus adapté avec la protéolyse 

b. Valider l’outil de modélisation de la composition en peptides dans les 

compartiments en CD et DF  

► Chapitre 3 – Développement de l’outil de simulation d’un REM  

3. Le couplage des outils de simulation cinétique de libération de peptides et de 

séparation 
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d. Développement d’un outil de simulation de la composition en peptides au cours 

de la protéolyse  

e. Recherche in silico l’optimum de fonctionnement du REM 

f. Validation expérimentalement la méthodologie
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 Modélisation et optimisation de la protéolyse enzymatique batch 

Dans le cadre de l’importance du développement de l’utilisation des protéines végétales, 

l’étude est réalisée sur l’isolat des protéines totales du colza, plante oléagineuse dont la région 

Grand-Est est principale productrice en France. Le laboratoire LRGP a de plus, étroitement 

collaboré avec le groupe Avril (acteur principal du secteur des huiles et des protéines) afin de 

développer et mettre en œuvre la valorisation de co-produits de leur filière de production d’huile 

de colza, les tourteaux de colza. Ces travaux ont abouti à des brevets de procédés de production 

d’isolats protéiques (Defaix et al. 2019b), ainsi la suite des travaux concerne l’exploitation de 

la fonctionnalité de ces isolats protéiques. Les travaux de Beaubier (2019) ont été axés sur la 

valorisation des albumines de colza, en développant leurs propriétés émulsifiantes et 

moussantes. Pour la suite des travaux, en l’occurrence dont fait l’objet cette thèse, l’accent est 

mis sur l’exploitation des protéines totales du colza. 

Le colza (Brassica napus L.) appartient à la grande famille des Brassicaceae, anciennement 

Crucifères, nom dû à l’arrangement des pétales de leurs fleurs en croix et aussi connue comme 

la famille des moutardes. Le genre des Brassica comprend 41 espèces, dont le colza, la 

moutarde, le chou et le navet, et leurs sous-espèces et variétés, relèvent d’une importance 

économique et sont utilisées en cultures oléagineuses, maraichères et fourragère (Velasco et al. 

1998). Le colza (Brassica napus L.) est un croisement naturel entre le chou (Brassica oleracea) 

et la navette (Brassica rapa), survenu il y a ~7 500 ans en Europe (Chalhoub et al. 2014). Cette 

hybridation a donné des graines plus riches et matières grasses, pouvant en être composées de 

40 à 45%. Aujourd’hui l’huile de colza représente plus de 50% des huiles produites et utilisées 

en Europe, devançant le tournesol et le soja (consommation et biodiesel), l’Allemagne et la 

France étant les plus gros producteurs de colza en Europe (Tayyib 2016; Krautgartner et al. 

2018). De ce fait, le déshuilage mondial de graines de colza s’est fortement développé, faisant 

du tourteau de colza le deuxième tourteau oléagineux produit dans le monde (après le tourteau 

de soja) avec quelques 33,6 millions de tonnes en 2012 (Carré & Pouzet 2014). Un co-produit 

de telle importance (et riche en protéines) a été rapidement employé pour l’alimentation 

animale, sollicitant des protéines, en remplacement des tourteaux de soja, qui sont deux fois 

plus chers (Angelovičová & Angelovič 2013; Ivanova et al. 2016). 

Les graines de colza ne sont pas assez riches en protéines, 20% (Terre Univia 2020) contre 

37% pour les graines de soja (Debruyne 2001). En revanche les tourteaux de colza, une fois 

l’huile extraite, voient leur teneur en protéines augmenter jusqu’à 38% (Paciorek-Sadowska et 

al. 2019). Cela devient ainsi intéressant pour une exploitation plus recherché des protéines 
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(Carré et al. 2015) notamment pour des activités biologiques. En effet, des biopeptides ont été 

mis en évidence avec des activités d’inhibition d’ACE (Marczak et al. 2003; He et al. 2013), 

d’hypocholestérolémie (Yoshie-Stark et al. 2008) ou encore anti-radicalaire (Zhang et al. 2010; 

Yu et al. 2013). 

 Les protéines totales de colza (PTC) se distinguent en deux fractions majeures : les 

globulines 12S, également appelées cruciférines, et les albumines 2S ; aussi appelés napines 

(Wanasundara 2011). Les napines représentent de 13% à 46% de la teneur totale et sont des 

protéines de faible poids moléculaire (12,7-15 kg.mol-1 (‘www.uniprot.org - UniProtKB/Swiss-

Prot’) constituées de deux chaînes peptidiques liées par des disulfures (Ericson et al. 1986; 

Josefsson et al. 1987; Raab et al. 1992; Shewry et al. 1995). Les cruciférines représentent de 

26% à 65% de la teneur totale, et ont un poids moléculaire élevé (300-340 kg.mol-1 

(‘www.uniprot.org - UniProtKB/Swiss-Prot’)) avec une structure en hexamères liés par des 

liaisons covalentes et non covalentes (Dalgalarrondo et al. 1986; Raab et al. 1992).  

L’intérêt accru de ces protéines vient des bioactivités qu’elles peuvent présenter en fonction 

des conditions et des enzymes employées. Ainsi, une étude antérieure du laboratoire a mis en 

évidence une activité chélatrice de métaux des peptides (61,4 ± 5,90 µ𝑀 de chélateur du fer(II) 

/ 𝑚𝑔 de peptide) issus d’une hydrolyse sélective de la cruciférine par la protéase ProlyvePAC® 

(Durand et al. 2021a). La chélation des métaux est une préoccupation importante car ces 

derniers sont responsables de l’oxydation des lipides dans les aliments, provoquant un goût 

rance, et à terme, une dégradation organoleptique des aliments (Skibsted 2010). Ceci est 

d'autant plus intéressant qu’avec une hydrolyse sélective la fraction de napines est restée intacte, 

les napines ayant déjà l’activité antimicrobienne intéressante (Malabat et al. 2001; Nioi et al. 

2012; Wanasundara et al. 2016). Ainsi, cette hydrolyse sélective pourrait conduire à une double 

valorisation de produits à haute valeur ajoutée pour des applications de sécurité alimentaire 

avec des peptides bioactifs issus des cruciférines d'une part, et des napines purifiées d'autre part, 

à action antimicrobienne. 

L’étude de chapitre se consacre donc au développement et à la mise en œuvre d’une 

méthodologie pour modéliser et optimiser l'hydrolyse sélective des protéines totales de colza 

avec l'enzyme ProlyvePAC®. Pour ce faire, trois grandes étapes ont été suivies. La première 

étant l’identification des conditions opératoires permettant l’obtention systématique de cet 

hydrolysat aux propriétés chélatrices (𝑝𝐻, la température et ratio 𝐸/𝑆). La deuxième étape a 

été la modélisation des réactions cinétiques dans la plage des conditions identifiées du 
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Modélisation de l'hydrolyse enzymatique en batch
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mécanisme cible, basée sur la méthodologie de Beaubier et al. (2021a). Les cinétiques de 

dégradation des cruciférines et la pureté des napines ont été modélisées. Ensuite, l’optimisation 

de l'hydrolyse sélective est effectuée sur des critères technico-économiques, à savoir temps de 

réaction et le coût enzymatique. Le maintien de l'activité chélatrice des métaux des peptides 

obtenus dans les conditions optimales d'hydrolyse sélective identifiées a été contrôlé.  
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 Optimisation des conditions d’obtention de l’hydrolysat d’intérêt en 

batch 

 Description de l’hydrolysat d’intérêt 

Un hydrolysat des PTC avec une double valorisation a été identifié : d’une part il conservait 

les napines, et d’autre part, l’hydrolyse des cruciférines découlait sur des peptides chélateurs. 

Le chromatogramme d’exclusion stérique (CES) est présenté par la Figure 37 qui montre cette 

hydrolyse sélective.  

 

Figure 37 : Chromatogramme de l’isolat des PTC (ligne bleue) et de l’hydrolysat (50°C - pH3 - E/S 1/500 - 7h) 

de la ProlyvePAC® des PTC (ligne rouge). 

Les premiers pics du chromatogramme correspondent aux cruciférines, suivis du pic des 

napines. Le signal des cruciférines s'étend de 8,5 à 9,7 min et le signal des napines de 9,7 à 10,8 

min de temps de rétention. L’étalonnage de le colonne Biosep2000 avec les protéines standard 

a donné deux pentes (R²>98), indiquant une masse molaire de 96,3 kg.mol-1 pour la cruciférine 

et 12,3 kg.mol-1 pour la napine. La taille dans ces conditions correspondrait à un dimère de la 

cruciférine. Une confirmation de la présence de protéines a quand même été faite à ces 

emplacements par SDS-PAGE et a bien montrée des bandes à 53,8 kg.mol-1 pour les monomères 

visibles de la cruciférine et 14,8 kg.mol-1 pour la napine. L'étalonnage de la colonne avec 38 

peptides standards montrent que les peptides de l’hydrolysat commencent à 10,7 min et se 

terminent à 17 min, comprenant les masses entre 2500 et 200 g.mol-1. Les acides aminés libres 

sont compris dans le dernier pic des peptides, à partir de 15 min. Diverses enzymes et conditions 

opératoires ont été criblées mais cet hydrolysat particulier avec cette propriété chélatrice a été 

obtenu uniquement avec la ProlyvePAC® et les PTC à 50°C, 𝑝𝐻 3, un ratio 𝐸/𝑆 de 1/500 au 
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bout de 7h de réaction. Cependant ces conditions opératoires ne sont pas optimales du point de 

vue du coût enzymatique et du temps de la réaction. C’est ainsi l’objectif visé de ce chapitre : 

la recherche des conditions opératoires permettant d’optimiser économiquement la production 

de cet hydrolysat d’intérêt tout en gardant ses propretés.  

 Hypothèses et méthodologie 

Pour les études mécanistiques, deux hypothèses de clivages sont employées : le one-by-one 

et le zipper. Le one-by-one est décrit comme une hydrolyse où l’enzyme coupe une molécule à 

la fois car le site de coupure est disponible progressivement alors que l’action enzymatique est 

très rapide. Cela se traduit par l’observation de l’ensemble des fractions de peptides présentes 

depuis le début de la réaction et dont les concentrations augmentent au cours du temps. Dans le 

cas du mécanisme zipper en revanche, la disponibilité des sites de clivages est telle que 

l’enzyme ne peut pas tout couper en même temps, ainsi des peptides intermédiaires sont 

observables, qui seront à leur tour clivés et dont les fragments vont s’ajouter aux fractions des 

peptides finaux. La concentration de ces peptides intermédiaires sera donc élevée au début de 

l’hydrolyse mais ils seront épuisés à la fin, en théorie (Linderstrom-Lang 1953). Une autre 

hypothèse est alors avancée : si la composition des différentes fractions de peptides issus d’un 

certain mécanisme (aussi définie par un degré d’hydrolyse (DH) et le taux de conversion (𝑋𝑝)) 

possède des propriétés spécifiques, et si différents jeux de conditions opératoires conduisent à 

un même mécanisme (donc aux mêmes fractions peptidiques), alors les propriétés seront les 

mêmes quelles que soient ces conditions opératoires pour obtenir ces fractions. Cela permet 

ainsi d’associer une propriété de l’hydrolysat à un mécanisme et aux DH et 𝑋𝑝 particuliers.  

Cette hypothèse est importante car les conditions opératoires (𝐸/𝑆, 𝑇, 𝑝𝐻) ont énormément 

d’influence sur la cinétique et les critères de la protéolyse. Par exemple plus le ratio 𝐸/𝑆 est 

grand (quantité en enzyme élevée par rapport au substrat), plus les coupures enzymatiques 

seront rapides, la conversion protéique maximale (Xp) est rapidement atteinte et le mécanisme 

peut être changé du zipper en one-by-one (Vorob’ev et al. 1986). La température et le 𝑝𝐻 jouent 

également sur la vitesse de réaction, l’enzyme ayant une plage d’activité optimale et un 𝑝𝐻 de 

fonctionnement précis d’une part, et d’autre part, la température et le 𝑝𝐻 module les protéines-

substrat, changent leur conformation, ce qui rend les sites de clivages plus ou moins facile 

d’accès. 

Ainsi de ce postulat découle une méthodologie d’optimisation des conditions opératoires 

pour l’obtention de l’hydrolysat d’intérêt : 
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1) Identification du mécanisme réactionnel conduisant à l’hydrolysat d’intérêt et 

criblage des conditions permettant d’avoir le même mécanisme que celui recherché. 

2) Régression des constantes des cinétiques de l’hydrolyse des cruciférines et 

implémentation dans un plan d’expérience. 

3) Modélisation des cinétiques dans la gamme de conditions opératoires conduisant 

au mécanisme souhaité. 

4) Utilisation des modèles par des algorithmes permettant d’identifier les meilleurs 

compromis quantité d’enzyme utilisée (coût) par rapport à la durée de réaction. 

 Criblage des conditions opératoires 

L’évolution des concentrations peptidique avec le mécanisme one-by-one est strictement 

croissante sur la durée de l’hydrolyse, donc visuellement sur le chromatogramme d’ES cela se 

traduit par une augmentation uniforme de tout le signal peptidique.  Le mécanisme zipper étant 

caractérisé par une augmentation, puis une diminution de la concentration en peptides 

intermédiaires, l’évolution de son chromatogramme d’ES sera alors divisé en deux parties : une 

fraction du signal peptidique, les plus gros peptides, augmentera puis diminuera, et la deuxième 

fraction, composée des plus petits peptides, augmentera mais de manière irrégulière. Une 

méthode de détermination rapide de ces mécanismes a ainsi été publiée par le laboratoire 

(Beaubier et al. 2019b, 2021a) : grâce à la cinétique évaluée par des chromatogrammes, qui 

donnent la répartition des masses de l’hydrolysat, une quantification simultanée du Xp et du 

DH a pu être réalisée sur les systèmes d’hydrolyse de l’enzyme Alcalase 2,4L avec l’albumine 

du sérum bovin et la napine du colza. Ensuite en traçant un graphique de l’évolution du 𝑋𝑝 

(déplétion de protéines) en fonction du DH (nombre de liaisons peptidiques clivées sur le 

nombre des liaisons totales) des courbes particulières, caractérisant le mécanisme opérant, ont 

pu être distinguées : le one-by-one (Alcalase/napine) se caractérise par une évolution droite 

avec une pente douce, alors que pour le zipper (Alcalase/albumine du sérum bovin) la pente est 

plus raide au départ, puis très progressive par la suite. Ainsi en évaluant de cette manière le 

mécanisme, les gammes des conditions opératoires de son obtention sont rapidement 

identifiées. La même méthodologie est donc appliquée pour le système étudié de l’hydrolyse 

des PTC par la ProlyvePAC®. 

La sélection des conditions intéressantes pour la production de l’hydrolysat d’intérêt a été 

faite en ciblant le rendement en napines supérieur à 0,8 et la pureté en napines supérieure à 

80%. 
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Les conditions opératoires appliquées ont été choisies selon les recommandations du 

fournisseur : le 𝑝𝐻 allant de 2,5 à 5, la température allant de 40°C à 60°C, et rapport 𝐸/𝑆 allant 

de 1/100 à 1/1000 (𝑔𝐸 . 𝑔𝑆
−1) (cf. §II.2.2 p.107 M&M).  

La Figure 38 présente les analyses cinétiques en chromatogrammes bruts des quelques 

expériences marquées par leurs différents d’hydrolysats obtenus. La Figure 38 A montre un 

hydrolysat obtenu à 𝑝𝐻 2,5, 50°C et 𝐸/𝑆 de 1/500. La napine est intacte et la cruciférine est 

hydrolysée à 75%. La Figure 38 B montre un hydrolysat obtenu à 𝑝𝐻 3, 50°C et 𝐸/𝑆 de 1/500. 

La napine est légèrement hydrolysée et la cruciférine est hydrolysée à 80%. L’hydrolyse totale 

de la cruciférine n’est jamais observée même après 24h de réaction (données non montrées). 

Cela peut s’expliquer par un effet de désactivation de l’enzyme (d’inhibition par les produits, 

désactivation thermique) (Zapata-Montoya et al. 2018), et/ou par une gélation de la cruciférine, 

propriété pour laquelle elle est connue (Wanasundara et al. 2016). La Figure 38 C montre un 

hydrolysat obtenu à 𝑝𝐻 4, 50°C et 𝐸/𝑆 de 1/500. La napine est hydrolysée à 64% et la 

cruciférine est hydrolysée à 83%. Enfin, la Figure 38 D montre un hydrolysat obtenu à 𝑝𝐻 5, 

50°C et 𝐸/𝑆 de 1/500. La napine est hydrolysée à 58% et la cruciférine est hydrolysée à 36%.  

La Figure 39 présente l’évolution de la conversion protéique (Xp) en fonction du degré 

d’hydrolyse (DH) de toutes les expériences du criblage et ainsi donne un rapide et simple coup 

d’œil sur les mécanismes mis en jeu. En effet, Beaubier et al. (2021a) ont montré qu’une même 

tendance de ces courbes renseigne si le même mécanisme général a lieu, et discrimine les 

différences entre les hydrolyses suivies. Par conséquent, un même mécanisme d'hydrolyse a 

lieu de DH 0 à 3%, correspondant à un taux de conversion des protéines de 30%. Au-delà de 

DH 3%, deux mécanismes distincts ont été clairement observés dans le domaine des conditions 

appliquées. Les deux mécanismes seraient alors influencés par la valeur du 𝑝𝐻 (𝑝𝐻 3 vs 4 et 

5). En effet, à une valeur DH donnée, deux valeurs Xp différentes peuvent être obtenues en 

fonction du 𝑝𝐻 appliqué (comme exemple, à DH 6%, Xp était d'environ 44% à 𝑝𝐻 3 et environ 

52% à 𝑝𝐻 4). 
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Figure 38 : Chromatogrammes des quelques essais préliminaires montrant l'hydrolyse sélective de la 

ProlyvePAC® en fonction du pH. 

 

 Figure 39 : Mécanisme des expériences préliminaires lorsque seules les cruciférines sont hydrolysées (trait de 

tendance mixte) et lorsque les deux protéines sont hydrolysées (trait de tendance pointillé). Le Xp et le DH sont 

calculés sur les deux protéines. 
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En conclusion, les deux mécanismes enzymatiques distincts sont contrôlés par le 𝑝𝐻 : en 

dessous de 𝑝𝐻 3, la cruciférine est hydrolysée et la napine est globalement préservée. Au 𝑝𝐻 4 

les deux protéines sont hydrolysées. Et à 𝑝𝐻 5 les deux le sont également mais la napine est 

hydrolysée préférentiellement. De plus, pour une valeur de 𝑝𝐻 (3) et une température (50°C) 

réglées à la même durée d'hydrolyse (5h), l'hydrolyse avec un 𝐸/𝑆 plus élevé (1/100) a atteint 

un DH plus élevé (DH 8% contre 6%). Pour la valeur de 𝑝𝐻 définie (3) et le rapport 𝐸/𝑆 

(1/1000) à la même durée d'hydrolyse (5h), les valeurs de DH étaient plus élevées à 50°C (6%) 

qu'à 40°C (4,5%) et à 60°C (3%). Par conséquent, la température appliquée et le rapport 𝐸/𝑆 

ont influencé la cinétique d'hydrolyse, mais pas le mécanisme d'hydrolyse.  

Cette sélectivité par le 𝑝𝐻 dans un mélange de protéines a également été rapportée avec les 

protéines de lactosérum. En effet, aux 𝑝𝐻 de 1,5 à 3, des enzymes acides (pepsine, protéase A 

(Aspergillus niger) et protéase M (Aspergillus sp.)) ont hydrolysé sélectivement l'α-

lactalbumine (α-La) tout en laissant la β-lactoglobuline (β-Lg) intacte (Lisak Jakopović et al. 

2019). La β-Lg est une protéine bien connue résistante à la digestion gastrique, en raison de ses 

quatre ponts disulfures, de son hydrophobicité et de sa stabilité, supérieure au 𝑝𝐻 acide (Kella 

& Kinsella 1985; Das & Kinsella 1989). Cela a été expliqué par l'augmentation de l'ionisation 

avec la diminution du 𝑝𝐻 et donc les liaisons hydrogène internes qui seraient augmentées entre 

les chaînes latérales des acides aminés (Laskowski & Scheraga 1954; Kella & Kinsella 1985). 

Les napines ont montré des propriétés de résistance similaires à la pepsine et même à l'hydrolyse 

de la trypsine (Jyothi et al. 2007a; Joehnke et al. 2019). Elles ont également quatre ponts 

disulfure, ont des changements minimes de structure secondaire et une thermostabilité à 𝑝𝐻 3 

(Schmidt et al. 2004; Perera et al. 2016). Or, il a été démontré que les napines sont aussi 

partiellement dépliées à 𝑝𝐻 3, exposant une surface 12 fois plus hydrophobe qu'à 𝑝𝐻 7 

(Folawiyo & Apenten 1996; Perera et al. 2016). Mais une autre hypothèse avancerait que les 

résidus hydrophobes exposés à la surface de la protéine peuvent au contraire contribuer à une 

stabilisation enthalpique, au lieu de la déstabiliser (Islam et al. 2019). Enfin, on peut aussi 

supposer qu’étant donné que la napine est censé se rapprocher de son état natif et l’activité de 

la ProlyvePAC® diminuer avec l’augmentation du 𝑝𝐻, la dénaturation de la napine vers le 𝑝𝐻 

3 a pour effet de rendre inaccessible les sites de clivages, aboutissant aux résultats obtenus. Cela 

a été observé pour l’hydrolyse de la β-Lg par la trypsine avec au préalable différentes étapes de 

dénaturation. L’étude a conclu que la dénaturation aux 𝑝𝐻 non-natif conduit à la formation des 

structures tertiaires non-natives ou à des agrégats qui diminuent l’accessibilité des sites de 

clivages à l’enzyme (Leeb et al. 2015). 
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Les résultats précédents reflétaient l'impact des conditions opératoires sur la cinétique et le 

mécanisme de l'hydrolyse totale des PTC, mais pas sur la pureté et le rendement de la napine. 

La Figure 40 expose ainsi ces critères quantifiés par CES pour l'hydrolysat obtenu après 5 

heures dans les conditions appliquées précédentes. La pureté initiale de la napine dans l'isolat 

PTC était de 47,3% et un rendement en napine de 80% (c'est-à-dire 20% maximum 

d'épuisement de la napine) était ciblé. En corrélation avec les analyses de mécanisme et les 

valeurs de Xp, une déplétion en napine a eu lieu à 𝑝𝐻 4 avec un rendement en napine inférieur 

à 80%. La pureté de la napine était très faible à 𝑝𝐻 5 (35,6%), mais élevée à 𝑝𝐻 4 (82,2%) et 

équivalente à celle au 𝑝𝐻 3. Ceci s'explique par une hydrolyse simultanée des deux fractions 

PTC à 𝑝𝐻 4 mais une hydrolyse préférentielle des napines à 𝑝𝐻 5. La même observation a été 

faite avec les protéines de lactosérum, où une valeur de 𝑝𝐻 supérieure à 4 était nécessaire pour 

commencer à digérer la β-Lg par la protéase A (Lisak Jakopović et al. 2019). Les résultats ont 

également montré une influence de la température et du rapport 𝐸/𝑆 sur la déplétion en napine. 

Au 𝑝𝐻 3, 50°C semblait être la température optimale pour l'hydrolyse des napines avec 

ProlyvePAC® dans les conditions appliquées. De plus, un faible rapport 𝐸/𝑆 (> 1/100 ; 𝑔𝐸 ∙

𝑔𝑆
−1) était nécessaire pour maintenir un rendement élevé en napine (> 80%). 

 

Figure 40 : Valeurs de rendement et pureté en napines pour les expériences préliminaires étudiées à t = 5h. 

En conclusion des essais préliminaires, le plan d’expérience devra se borner uniquement au 

𝑝𝐻 3 pour le mécanisme recherché (garantie de l’hydrolyse des cruciférines, aboutissant aux 
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peptides chélateurs, et conservation des napines). La température serait limitée à 55°C pour 

rester dans la gamme de stabilité à longue durée de la ProlyvePAC®.  

 Modélisation de la cinétique d’hydrolyse 

Les conditions opératoires d’obtention de l’hydrolysat d’intérêt ayant été identifiées, il reste 

donc l’optimisation de la production de cet hydrolysat. Pour ce faire, d’abord une modélisation 

du phénomène est réalisée au moyen de la méthodologie hybride entre un modèle cinétique et 

un plan d’expériences. Enfin en second lieu, une optimisation sur critère économique pourra 

être réalisée sur base du modèle identifié (Beaubier et al. 2021a). 

La modélisation hybride consiste d’abord à sélectionner un modèle cinétique qui donne le 

meilleur ajustement sur les valeurs expérimentales (une concentration protéique en fonction du 

temps). En général il s’agit d’un modèle de Michaelis-Menten ou un modèle de premier ordre. 

Or les travaux de Beaubier et al. (2021a) ont montré que c’est le modèle cinétique du second 

ordre qui donne un meilleur ajustement aux données, ce modèle est donc repris dans le cas 

présent (Eq. 80 p.110 M&M). Ensuite c’est sur ce modèle cinétique que sera implémenté la 

modélisation (Eq. 83 p.111 M&M). Plus précisement, c’est la régression du paramètre 𝑘𝐶, une 

constante cinétique, dans différents jeux de conditions opératoires qui est visée. Ces ensembles 

de conditions opératoires étant définies par une matrice de plan d’expérience (Figure 25 et 

Tableau 13 p.109 M&M). De cette manière la constante 𝑘𝐶 sera corrélée aux conditions 

opératoires et pourra être prédite dans n’importe quelles conditions du domaine étudié.  

Dans l’ordre, comme présenté par la Figure 41 ci-dessous, (i) les hydrolyses de PTC sont 

réalisées selon la matrice expérimentale établie, et la cinétique de la concentration des protéines 

est suivie. (ii) La régression des cinétiques est réalisé avec le modèle du second ordre modifié 

afin de déterminer le paramètre cinétique pour chaque condition. (iii) Enfin, des corrélations 

sont établie entre les conditions opératoires (CO) et le paramètre cinétique par la méthodologie 

de plan d’expériences. 
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Figure 41 : Schéma explicatif de la méthodologie de modélisation de la cinétique d’hydrolyse des PTC. 

 Analyse du plan d’expériences 

En fonction des bornes du domaine expérimental précédemment identifiées, le plan a donc 

été défini à un 𝑝𝐻 constant de 3, une plage de température entre 35°C et 55°C (pour éviter la 

dénaturation thermique de l’enzyme) et un rapport 𝐸/𝑆 variant de 1/154 à 1/ 2000 (𝑔𝐸 . 𝑔𝑆
−1), 

afin d'avoir un écart de concentration en enzyme significatif mais sans excès néfaste vis-à-vis 

des napines. Le DoE a été exécuté pour établir des corrélations entre les constantes cinétiques 

𝑘𝐶 de la concentration de cruciférine et de la concentration de napine, avec deux conditions de 

fonctionnement (𝑇 et 𝐸/𝑆) à 𝑝𝐻 constant de 3, selon la même méthodologie que Beaubier et 

al. (2021a). L'application de cette méthodologie permettrait ainsi de modéliser les 

concentrations des cruciférines et des napines à tout moment de la réaction d'hydrolyse dans le 

domaine des conditions opératoires, ainsi que la pureté des napines correspondantes. 

Le plan d’expérience final est un plan composite à face centrée (α = 1) avec 3 niveaux pour 

chaque facteur : la température et le ratio 𝐸/𝑆. Des points de cinétique ont été prélevés sur 5 

heures pour être analysés en CLHP-ES. Les cinétiques obtenues sont ajustées à un modèle de 

réaction du second ordre (cf. §II.3.2 p.110 et II.4.3 p.114 M&M). 
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 Régression du modèle cinétique modifié du second ordre 

Le modèle cinétique (Eq. 83 p.111 M&M) a été ajusté aux données expérimentales, ce qui 

a donné une valeur de la constante 𝑘𝐶 des protéines dans différents ensemble de conditions 

opératoires. La Figure 42 suivante montre des exemples de régression. Les coefficients de 

corrélation sont satisfaisants validant le modèle cinétique du second ordre choisi.  

 

Figure 42 : Exemple de régression du paramètre 𝑘𝐶 du ratio de concentration massique de la cruciférine à 

l’instant t sur la cruciférine initiale, dans 3 ensembles de conditions à pH 3, 55°C et E/S de 1/285 (triangles 

rouges et ligne pointillée rouge), 1/154 (cercles bleus et ligne en points-tirés bleue) et 1/2000 (croix vertes et 

ligne en tirés verte). 

Les valeurs de 𝑘𝐶 ainsi obtenues, un ajustement de modèle de régression linéaire robuste de 

MATLAB® a été utilisé pour analyser le modèle et la corrélation entre la constante 𝑘𝐶 et les 

conditions opératoires (cf. Tableau 13 p.109 M&M). Pour la cruciférine, il s’est révélé que les 

termes linéaires (𝐸/𝑆 et 𝑇), l’interaction (𝐸/𝑆 × 𝑇) et le terme quadratique 𝑇² influent 

significativement sur la réponse 𝑘𝐶. Le terme quadratique du 𝐸/𝑆 n’est pas significatif. Les 

corrélations entre les données expérimentales et les modèles ont des coefficients de 

déterminations élevée : R² = 0,99 et Q² = 0,96 (Tableau 17). Cela indique que le modèle est 

significatif. Finalement ce modèle peut être utilisé pour prédire les cinétiques d’hydrolyse de 

manière fiable quelles que soient les conditions opératoires du domaine. En revanche, comme 

il n’y a pas eut de variation significative de la concentration en napine, le modèle sur la 

prédiction de la concentration en napine par une constante cinétique n’est pas valide. La 

concentration en napine est dont considérée constante au cours de l’hydrolyse. 
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Tableau 17 : Coefficients significatifs du modèle protéique des cruciférines et des napine (valeurs codées). 

  𝒌𝑪 cruciferines 𝒌𝑪 napines 

²C
o
ef

fi
ci

en
ts

 

si
g
n

if
ic

a
ti

fs
 

Constante (𝒃𝟎) 10,16 3,67 

E/S (𝒃𝟏) 8,49 - 

T (𝒃𝟐) 9,11 - 

E/S×T (𝒃𝟏−𝟐) 9,76 - 

E/S² (𝒃𝟏𝟏) - - 

T² (𝒃𝟐𝟐) 4,078 - 

A
n

a
ly

se
 d

u
 

m
o
d

èl
e 

RSD 1,306 3,076 

R² 0,99 0,76 

Q² 0,96 -0,15 

p-value 2,58×10-6 0,066 

 

 Modélisation du paramètre kC en fonction des conditions opératoires 

La surface de réponse de la constante 𝑘𝐶 montre sans surprise que pour une hydrolyse 

rapide, il faut une température élevée et un ratio 𝐸/𝑆 élevé (grande quantité d’enzyme) (Figure 

43). Cependant aux vues des limitations déterminées plus tôt, il ne serait pas judicieux de 

s’arrêter à cette modélisation, le critère de pureté ni de coût n’étant pas représenté ici, où 

l’analyse en serait complexe considérant les recoupements des différentes réponses. La 

recherche de l’optimalité est alors réalisée au sens de Pareto, permettant une optimisation 

abordable multicritère à partir de modélisations du phénomène recherché.  

 

Figure 43 : Surface de réponse de la constante de vitesse de réaction 𝑘𝐶 de la cruciférine dans le domaine 

étudié. Les paramètres T et E/S sont en valeurs codées. 
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Pour vérifier le modèle établi, quatre expériences de validation ont été réalisées près des 

quatre coins du domaine étudié, selon le Tableau 14 (p.110 M&M). La Figure 44 (A, B, C et 

D) montre la cinétique de la concentration calculée (continue) à partir de l’équation 

polynomiale aux termes significatifs entre 0 et 5h et les points expérimentaux (discrétisés) des 

expériences de validation (aussi appelées A, B, C et D). La Figure 46 A présente les régressions 

entre les points expérimentaux et calculés discrétisés. Ainsi, une bonne corrélation est présente 

pour toutes les expériences : R²(A) = 0,98 ; R²(B) = 0,99 ; R²(C) = 0,99 ; R²(D) = 0,88. 

L’expérience D est un peu moins bonne par rapport aux autres à cause de la surestimation de la 

constante 𝑘𝐶 et donc de la surestimation de l’hydrolyse entre 15 min et 1h. Néanmoins toutes 

ses concentrations restent dans les 25% d’erreur relative d’une part, et d’autre part, le test-t ne 

montre pas de différence significative entre les deux populations (H0 avec p > 0,05). Le modèle 

reste donc fiable, et c’est confirmé avec la prédiction du critère de la pureté en napine.  

 

Figure 44 : Comparaison de la cinétique simulée des expériences de validation (ligne bleue) et la cinétique 

expérimentale des conditions correspondantes (ronds rouges). (A) 37,5°C – 1/801 E/S. (B) 37,5°C – 1/174 E/S. 

(C) 52,5°C – 1/801 E/S. (D) 52,5°C – 1/174 E/S. 

La Figure 45 (A, B, C et D) représente les mêmes expériences de validation mais cette fois-

ci c’est la pureté en napine qui est calculée selon l’Eq. 92 (p.115 M&M) soit avec les données 
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expérimentales (discrétisées), soit avec les valeurs calculées (continues). La Figure 46 B 

présente les régressions entre les points expérimentaux et calculés discrétisés. Etant donné que 

le modèle d’hydrolyse de la napine n’est pas significatif, la concentration en napine a été gardée 

égale à sa concentration initiale tout le long de la cinétique. Les écarts d’erreurs relatives autour 

de 10% et les corrélations calculé-expérimental montrent que cette approximation est ainsi 

valide : R²(A) = 0,99 ; R²(B) = 0,96 ; R²(C) = 0,93 ; R²(D) = 0,96. Même l’expérience D a cette 

fois-ci un coefficient de corrélation plus que satisfaisant. L’optimisation multicritère peut donc 

être réalisée sur cette base de modélisation. 

 

Figure 45 : Comparaison de la cinétique simulée (ligne bleue) et la cinétique expérimentale de la pureté en 

napine des conditions correspondantes (ronds rouges) pour les quatre expériences de validation. (A) 37,5°C – 

1/801 E/S. (B) 37,5°C – 1/174 E/S. (C) 52,5°C – 1/801 E/S. (D) 52,5°C – 1/174 E/S 
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Figure 46 : Valeurs cinétiques expérimentales des expériences de validation (A, B, C et D) en fonction des 

valeurs cinétiques calculées pour (A) la concentration en cruciférine et (B) la pureté en napine. La ligne 

pointillée verte représente ±10% de la bissectrice, la ligne pointillée rouge ±25%. 

 Identification de la condition optimale (compromis coût / durée) 

Industriellement le critère le plus important est le coût. Il est lié à l’enzyme, qui peut être 

chère, et au temps de la réaction (coût énergétique et productivité). Pour réduire le temps de 

réaction, il faut ajouter plus d’enzymes. Et si l’on préfère utiliser peu d’enzymes, il faut allonger 

le temps de réaction. Il faudrait trouver alors un juste compromis entre ces deux critères. Ce 

genre de problème antagoniste est communément analysé par une optimisation multicritère, 

avec plusieurs fonctions objectives à minimiser, définies notamment par l’étude d’un plan 

d’expérience. Pour cela, un programme développé sur MATAB® par Frantz Fournier 

(Biopromo - LRGP), qui utilise un algorithme génétique diploïde, est appliqué (cf. §II.3.3 p.111 

M&M). Cet outil parcourt le domaine des conditions opératoires et identifie le front de Pareto 

et le domaine de Pareto. Le front de Pareto représente un jeu de solutions équivalentes, qui 

respectent le compromis, et les conditions opératoires correspondantes sont représentées dans 

le domaine de Pareto.  

Les fonctions objectives ont donc été axées sur : 

- le temps, pris à partir de la prédiction en pureté de la napine pour une pureté de 84% 

- la quantité en enzyme 

- le rendement en napine supérieur à 0,94 
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Figure 47 : (A) Front de Pareto des solutions (ronds bleus) économiquement équivalentes et (B) domaine de 

Pareto correspondant. Le point économique choisi se distingue par un losange rose. 

La Figure 47 A montre ainsi le front de Pareto obtenu et la Figure 47 B le domaine de 

Pareto correspondant. On peut ainsi voir qu’un compromis acceptable entre les deux paramètres 

implique une détérioration de l’un au profit de l’autre : une diminution de la durée d’hydrolyse 

nécessite une augmentation du coût enzymatique et vice versa. Tous les compromis acceptables 

couvrent la gamme 𝐸/𝑆 du domaine appliqué, ce qui s'expliquait par le fait que ce paramètre 

intervenait dans le calcul du critère de performance du coût enzymatique. Fait intéressant, toutes 

les solutions ont été trouvées à la même température (55°C), qui est la température maximale 

appliquée dans l'optimisation et est également présente dans la plage d’activité optimale. Ceci 

était en accord avec des travaux antérieurs (Beaubier et al. 2021a), qui mettaient également en 

évidence le fait que le meilleur compromis durée de réaction/coût enzymatique se trouve déjà 

quand même dans les conditions optimales de l’hydrolyse. 

Pour le choix d’une solution unique du compromis durée de réaction/coût enzymatique, 

n’importe quel point peut être choisi parmi toutes les solutions disponibles. Cela peut être fait 

de manière intuitive, après délibération en réunion, ou plus pragmatique, en appliquant une 

méthode d’aide à la décision par une pondération et/ou des contraintes aux variables de 

décision. L'une des plus simples méthodes qui est utilisée ici est la solution « min-max ». Le 

but est de trouver la localisation des solutions des fonctions objectives dont l'écart maximal est 

minimisé, c'est-à-dire qui donne une solution qui représente le « centre » du front de Pareto (Zio 

et al. 2009; Belegundu & Chandrupatla 2019). Dans ce cas présent, la meilleure solution a donc 

été trouvée pour un temps d'hydrolyse de 2 heures, ce qui est compatible avec des mises en 

œuvre industrielles. Ce compromis peut être atteint à 55°C avec un rapport 𝐸/𝑆 de 1/448 et 

implique un coût enzymatique de 0,078 €. 𝑘𝑔𝑆
−1

. Ces conditions identifiées ont permis une 
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optimisation de la protéolyse sélective des PTC avec la ProlyvePAC®. En effet, les conditions 

initiales mises en place arbitraire étaient un rapport 𝐸/𝑆 de 1/500, une température de 50°C et 

une durée de réaction de 7 heures. Ainsi, le coût enzymatique était quasiment équivalent 

(environ 10% d'écart) mais la durée de la réaction était réduite d'un facteur 3,5, permettant de 

produire très rapidement l'hydrolysat cible. 

Cette condition optimale a été validée expérimentalement (nr = 4) et a abouti à une pureté 

de napines de 80,1 ± 2,1% et un rendement en napine de 0,95 ± 0,025%. Cela représente donc 

respectivement 4,6% et 1,1% d'écart par rapport aux valeurs visées (84% de pureté en napine 

et 0,94 de rendement en napine), validant l'optimisation effectuée. 

La préservation de l’activité de chélation des métaux a été vérifiée dans ces conditions 

optimisées, selon la même procédure en ultrafiltration (cf. §II.2.2 p.107 M&M) et en test de 

chélation (cf. §II.5 p.119 M&M) que l’hydrolysat non optimal. Le citrate de sodium et l'EDTA 

ont également été analysés à des fins de comparaison. Ce sont des chélateurs de métaux les plus 

connus utilisés dans l'industrie alimentaire pour éviter l'oxydation des lipides (Durand et al. 

2021a). Finalement, les fractions peptidiques obtenues dans des conditions initiales et 

optimisées ont statistiquement (p < 0,05) la même efficacité de chélation avec un EC50 de 276,5 

± 6,2 µ𝑔 d'échantillon pour le non-optimisé, contre 247,8 ± 27,8 2 µ𝑔 d'échantillon pour le 

perméat optimisé (exprimée comme la quantité nécessaire pour chélater 50% (~7,9 µ𝑔) de fer 

(II) à partir du FeCl2). Cette valeur se situe entre les deux références commerciales, l'EDTA 

démontrant une efficacité de chélation plus élevée (EC50 autour de 20 µ𝑔) et le citrate de sodium 

présentant une efficacité plus faible (EC50 autour de 390 µ𝑔) et confirme son intérêt pour une 

éventuel utilisation en tant que conservateur non toxique. 
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Conclusion de la partie « Modélisation de la protéolyse » 

 L’hydrolyse sélective de la cruciférine de l’isolat des protéines totales de colza par 

la ProlyvePAC® est conditionnée par le 𝑝𝐻 inférieur à 3. 

 Les paramètres 𝐸/𝑆 et température influent uniquement sur la cinétique. 

 Le modèle polynomial de la constante de déplétion de la cruciférine 𝑘𝐶, déterminée 

par le plan d’expérience est significatif et permet de prédire correctement la 

concentration de la protéine en fonction de la température et du ratio 𝐸/𝑆. 

 L’optimisation multicritère a permis d’identifier la condition optimale au sens 

économique pour une production en batch tout en conservant la propriété chélatrice 

des métaux et une pureté en napines satisfaisantes. 
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  Modélisation de la séparation des hydrolysats par fractionnement 

membranaire en ultrafiltration 

Dans la partie précédente, un hydrolysat a été mis en évidence avec deux propriétés 

interessantes portées par les napines (propriétés fonctionnelles) et les peptides des cruciférines 

(propriétés de chelation de métaux). Il apparaît donc nécessaire de séparer les protéines des 

peptides. Les napines et les peptides présentant des poids moléculaires très différents (supérieur 

à 14 kg.mol-1 pour la napine et inférieur à 3 kg.mol-1 pour les peptides) une séparation 

membranaire serait alors une méthode adéquate pour un fractionnement, qui permettrait 

d’obtenir un rétentat enrichit en napines, et un perméat enrichit en peptides. En effet, parmi les 

méthodes séparatives, elle apparait comme la plus productive et responsable écologiquement 

vis-à-vis de méthodes chromatographiques ou précipitations sélectives (utilisation de solvants 

organiques ou ajout de sels) (Agyei et al. 2016). Les techniques de séparation membranaires en 

milieux aqueux sont ainsi les plus utilisées industriellement, du fait de leur relative facilité de 

mise en œuvre (Gésan-Guiziou 2007). De plus, la séparation a souvent lieu sans changement 

d’état, idéal pour des molécules sensibles qu’il faut extraire à partir de mélanges complexes, et 

cela avec une faible consommation d'énergie, une haute spécificité et une montée en échelle 

facile (Aimar & Daufin 2004; Muro et al. 2013; Doyen et al. 2013). De plus, dans l’optique de 

la mise en place d’une production continue, qui diminuerait le coût enzymatique, la séparation 

membranaire permettrait un couplage aisé à la réaction protéolytique (cf. Tableau 10 p.88 EB). 

Les performances de la membrane dépendent des propriétés de l'hydrolysat protéique et du 

milieux (poids moléculaire, concentration des molécules, hydrophobicité, charges, 𝑝𝐻, force 

ionique, température) ainsi que du matériau de la membrane (seuil de coupure, charge et 

hydrophobicité), et enfin des conditions hydrodynamiques de séparation (pression 

transmembranaire et vitesse tangentielle) (Gourley et al. 1994; Chabeaud et al. 2009a; 

Fernández et al. 2013). La suite du développement se consacrera donc à l’étude du 

fractionnement de l’hydrolysat « optimal » par ultrafiltration. Pour ce faire, une sélection du 

seuil de coupure des membranes est réalisée en comparant leur sélectivité afin de déterminer la 

meilleure séparation des napines des peptides. Ensuite, un criblage de conditions opératoires 

(vitesse de recirculation, 𝑃𝑇𝑀) est réalisé pour déterminer le jeu de conditions le plus 

performant. La séparation napines-peptides est toujours visée mais avec un flux de perméat le 

plus élevé, garant d’une productivité peptidique élevée également. Enfin, les performances des 

seuils de coupures et du jeu de conditions opératoires seront évaluées expérimentalement dans 
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deux modes de mise en œuvre d’ultrafiltration (concentration discontinue et diafiltration). Ces 

performances seront évaluées en suivant le rendement et la pureté en napine en fonction de 

l’avancement du procédé (en nombre de facteur de réduction volumique (FRV) pour le mode 

concentration discontinue et nombre de diavolumes (DV) pour la diafiltration).
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Evaluation des performances du fractionnement par ultrafiltration d’un hydrolysat

Intérêt

Méthodologie de 
sélection des 
membranes et des 
conditions opératoires 
du fractionnement de 
l'hydrolysat optimal

Finalité

Evaluation des 
performances optimales 
pouvant être obtenus avec 
la séparation membranaire 
de l'hydrolysat

Evaluation des performances dans deux modes 
d'ultrafiltration

Mode mise en oeuvre

• Concentration

• Diafiltration

Critères suivis

• Rendement napine

• Pureté napine

• Productivité peptides

Identification des conditions opératoires optimales

Paramètres variés

• Vitesse de recirculation

• 𝑃𝑇𝑀

Critères évalués

• Couche de polarisation

• Sélectivité

• Flux de perméat

Criblage des membranes

Paramètre varié

• Seuil de coupure

Critères évalués

• Couche de polarisation

• Sélectivité
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 Sélection du seuil de coupure de membrane d’ultrafiltration 

Pour cette étude, des membranes commerciales de type fibre creuses en PS ont été choisies 

pour leur robustesse à une haute température, un 𝑝𝐻 extrême et une sélectivité essentiellement 

impactée par la taille des molécules et peu par les conditions du milieu (Gourley et al. 1998). 

La masse molaire des napines reportée dans la littérature est entre 12,5 et 14 kg.mol-1 (Perera et 

al. 2016), alors que celles des peptides est inférieures à 3 kg.mol-1. Néanmoins, les napines et 

les peptides peuvent s’agréger, résultant en une masse molaire apparente plus élevée. Dans le 

but de permettre un fractionnement efficace (haute purification des napines dans le rétentat et 

enrichissement élevé des peptides dans le perméat) un balayage large des seuils de coupures 

des membranes d’ultrafiltration a été effectué. 

Ainsi les seuils de poids moléculaire nominaux varient de 3 à 100 kg.mol-1. La sélection du 

seuil de coupure le plus approprié a été choisi sur la base des valeurs de : 

 Rétention en napines (proche de 1). 

 Rétention globale des peptides (le plus faible possible) et la sélectivité de passage des 

peptides (illustrée par la courbe de calibration de la rétention en fonction de la masse 

molaire des peptides de l’hydrolysat (cf. Figure 51 B p.171 R&D)). 

 Flux de perméat et les valeurs déduites de résistance membranaires (en eau et couche 

de polarisation). 

Ces expériences ont étés réalisée dans le cadre de filtration en recirculation totale (voies 

perméat et rétentat), dans les conditions de 𝑝𝐻 et température de l’hydrolyse enzymatique 

(55°C à 𝑝𝐻 3) et à la 𝑃𝑇𝑀 et vitesse de recirculation recommandée par le fournisseur (1 ou 2 

𝑏𝑎𝑟 et 3000 𝑠−1 ou 6000 𝑠−1). 

  Effet du seuil de coupure 

 Les rétentions de la napine et des peptides totaux 

La Figure 48 présente les valeurs de rétention des napines et des peptides totaux aux 

différents seuils de coupure. Les membranes de 5 à 50 kg.mol-1 de seuil de coupure ont des 

rétentions pour la napine de 1 et de 0,722 ± 0,001 ; 0,738 ± 0,003 ; 0,727 ± 0,009 et 0,742 ± 

0,011 respectivement pour les peptides totaux (pas de différences statistiques). La membrane 

de 3 kg.mol-1 présente une rétention de 1 pour la napine et une valeur de rétention des peptides 

totaux la plus élevée (0,772 ± 0,005). Celle de 100 kg.mol-1 se distingue avec des rétentions 

plus faibles en napine (0,967 ± 0,004) et en peptides totaux (0,637 ± 0,007). Ces résultats sont 

surprenants car d’une part la présence de la napine dans le perméat a déjà été observée pour des 
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membranes plane de cellulose de 10 voire 3 kg.mol-1 au-delà d’une certaine 𝑃𝑇𝑀, due à une 

déformation élastique de la membrane (Maurel 1993), et d’autre part la rétention des peptides 

totaux reste extrêmement élevée dans une large gamme de seuil de coupure. En effet, un 

criblage de membranes aux seuils de coupure très proches entre 4 et 9 kg.mol-1 avait montré la 

même variation (entre 5 et 20% de différences) pour un fractionnement d’hydrolysat du lieu 

noir Pollachius virens (Chabeaud et al. 2009c). Cependant cela tend à indiquer que la couche 

de polarisation et l’encrassement sont limitants dans le transfert de perméat, et par conséquent 

cela limite le transport de solutés (Cheryan 1977; Ahmad et al. 2006). Pour une bonne 

prédiction du bilan de matière il serait alors important d’inclure l’estimation de la concentration 

à la membrane pour pouvoir se baser sur la rétention réelle au lieu de celle observée (Ahmad et 

al. 2006; Premnath & Agarwal 2017). 

 

Figure 48 : Rétentions réelles de la napine et des peptides totaux aux différents seuils de coupure à PTM 1 bar 

et à 3000 s-1 de taux de cisaillement. Suspension de l’hydrolysat à 10 g.L-1, pH 3 et ~51°C (nr = 3). 

Pour expliquer la haute rétention des napines même à 100 kg.mol-1, deux hypothèses sont 

avancées :  

- Premièrement sur la conformation de la napine. Des études de conformation à différents 

𝑝𝐻 a montré qu’elle est partiellement dépliée au 𝑝𝐻 3 (Perera et al. 2016). Ainsi le recrutement 

de plus de molécules d’eau augmenterait le rayon hydrodynamique de la napine.  

- En deuxième lieu, une agrégation peut avoir lieu entre les napines et les peptides, 

contribuant à augmenter le rayon hydrodynamique de toutes les particules. Les napines ne sont 

pas transférées et les peptides les plus gros ont également des difficultés au passage. Dans le 

but de vérifier cette hypothèse, la taille des particules de l’hydrolysat a été analysé en DLS (cf. 

§III.2.1.1.2 p.168 R&D). 
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- Puis, la taille apparente des molécules peut être changée étant donné que le 𝑝𝐻 acide de 

la solution charge positivement les molécules et modifie leur blindage électrostatique (Pujar & 

Zydney 1998). 

- Enfin, le fonctionnement à l’état stationnaire (20 min de recirculation totale avant 

prélèvement du perméat) permettrait de modifier le seuil de coupure apparent des membranes. 

Cela a été le cas, pour les membranes en PS aux seuil de coupure de 40 et 100 kg.mol-1 en état 

stationnaire (après 1 heure de fonctionnement), qui a découlé sur des rétentions proches de 1 

pour l’albumine de sérum bovin (67 kg.mol-1) au lieu de 0,45 et 0,2 à l’état initial (après 1 min 

de fonctionnement) (Meireles et al. 1991b). 

 La rétention de la napine, analyse de la taille des agrégats 

Pour comprendre la haute rétention de la napine à des seuils de coupures supérieurs à sa 

masse molaire, l’état des solutés présents dans l’hydrolysat à 𝑝𝐻 3 (non ultrafiltré) ont été 

analysées en DLS (« Dynamic Light Scattering » pour « diffusion dynamique de la lumière » 

en français). Cette technique renseigne sur la taille au-delà d’un nanomètre des particules en 

solution, par contre les peptides isolés ne sont pas détectés. Une centrifugation rapide (1 min à 

5000𝑥𝑔) a également été faite pour  enlever les très gros agglomérats de protéines-peptides 

visibles à l’œil nu qui masqueraient le signal lumineux des solutés.  

 

Figure 49 : Répartition volumique des particules par la diffusion dynamique de lumière. (A) Protéines totales 

non hydrolysées dans un tampon pH 3. (B) Hydrolysat des PTC dans un tampon pH 3. 

La Figure 49 A montre la distribution des protéines totales du colza (PTC) à 𝑝𝐻 3. La 

présence de deux pics indique qu’en effet deux espèces attendues se distinguent. Celle à 2,424 

𝑛𝑚 peut être référée à la napine. La masse molaire correspondante est estimé à 21,9 kg.mol-1 

par l’outil de conversion du rayon hydrodynamique au poids moléculaire (Fluidics Analytics). 

Le deuxième pic de 6,772 𝑛𝑚 correspondrait à la cruciférine avec masse molaire 

correspondante est estimée à 510 kg.mol-1. Ces valeurs sont plus grandes que ce qui est attendu 

pour la napine (12,5-14,5 kg.mol-1 (Perera et al. 2016)) et pour la cruciférine (300-340 kg.mol-1 
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(Wanasundara 2011)), mais le diamètre hydrodynamique prend en compte la fine couche 

dipolaire électrique qui adhère à la surface de la particule, dépendant de la surface chargée, la 

densité, les ligands exposés, et la nature du solvant. Donc le diamètre de particule 

hydrodynamique mesuré avec la DLS est systématiquement supérieur (au moins de 20%) au 

diamètre de celui mesuré par exemple avec un microscope électronique à transmission (Souza 

et al. 2016; Wyatt Technology). La taille est alors valide, expliquant par la même occasion la 

rétention élevée des napines car la transmission membranaire se fait justement en fonction du 

rayon hydrodynamique, ce qui prend en compte les effets électrostatiques (Aimar 2006; Aimar 

et al. 2010b).  

La Figure 49 B montre la distribution de l’hydrolysat total (centrifugé) à 𝑝𝐻 3. Cette fois-

ci les particules sont plus grandes, de 12,18 ; 229,3 et 2073 𝑛𝑚, correspondants à des poids 

moléculaires entre 36 et 3 × 106 kg.mol-1. Les protéines et les peptides s’agrègent donc, 

amenant à des tailles d’agrégats gigantesques ce qui augmente la rétention des toutes les 

molécules à travers la membrane (Meireles et al. 1991a).  

 Les flux de perméat et l’effet de polarisation de concentration 

En plus de l’effet d’agrégations des molécules, pour expliquer les valeurs de rétention 

observées, des mesures de flux et de résistance membranaire et de couche de polarisation ont 

été effectuées. 

La Figure 50 A montre les différents flux de perméat obtenus pour chaque seuil de coupure 

avec l’hydrolysat en mode de recirculation totale. La membrane de 100 kg.mol-1 de seuil de 

coupure a le flux le plus haut (8,22 ± 0,78 µ𝑚. 𝑠−1) mais suivi de près par celui de 10 kg.mol-1 

(7,25 ± 0,22 µ𝑚. 𝑠−1). Viennent ensuite les flux des seuils à 30 et 50 kg.mol-1 (6,81 ± 0,32 et 

6,81 ± 0,68 µ𝑚. 𝑠−1 respectivement), puis 3 kg.mol-1 (5,47 ± 0,01 µ𝑚. 𝑠−1) et enfin la 

membrane de 5 kg.mol-1  a le flux le plus faible (4,32 ± 0,07 µ𝑚. 𝑠−1). La différence est ainsi 

très faible entre les différentes membranes, même si elle est statistiquement significative. Ces 

valeurs de flux ont servi pour déterminer la valeur de la résistance de la couche de polarisation.  

La Figure 50 B présente la résistance des membranes intrinsèque (mesurée avec l’eau) et 

celle due à l’effet de polarisation de concentration de l’hydrolysat. Les résultats montrent en 

toute logique que la membrane de 100 kg.mol-1 a le moins de résistante hydraulique 

((1,49 ± 0,005) × 1012 𝑚−1), en revanche elle n’est pas statistiquement différente de celle des 

membranes de 50, 30 et 10 kg.mol-1 ((2,39 ± 0,07)  × 1012 𝑚−1, (5,03 ± 0,4) × 1012 𝑚−1 et 
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(3,99 ± 0,04) × 1012 𝑚−1 respectivement). Mais cela peut être dû à la température élevée qui 

joue sur la dilatation-compaction des pores (Stade et al. 2015). Une résistance hydraulique plus 

élevée et avec une distinction significative est présente pour le seuil de coupure de 3 kg.mol-1 

((8,51 ± 1,97) × 1012 𝑚−1) contre 100 kg.mol-1, mais pas de différences avec les 10, 30 et 50 

kg.mol-1. Cependant c’est le seuil de coupure à 5 kg.mol-1 qui présente le plus de résistance 

hydraulique ((2,07 ± 0,48) × 1013 𝑚−1), mais ce n’est pas statistiquement différent du seuil à 

3 kg.mol-1. En ce qui concerne la résistance due à couche de polarisation (résistance totale moins 

la résistance hydraulique), la membrane au seuil de 100 kg.mol-1 présente également le moins 

de résistance ((1,73 ± 0,01) × 1013 𝑚−1), suivi par les membranes aux seuils de 30, 10 et 5 

kg.mol-1 ((2,16 ± 0,01) × 1013 𝑚−1, (2,10 ± 0,07) × 1013 𝑚−1 et (2,12 ± 0,05) × 1013 𝑚−1 

respectivement), et enfin le dernier groupe statistique comprenant les seuils de coupure de 50 

et 3 kg.mol-1 (2,42 ± 0,10) × 1013 𝑚−1 et 2,46× 1013 ± 0,004 𝑚−1 respectivement).  

La membrane de 5 kg.mol-1 semble avoir un comportement particulier (pores très compacts) 

avec une résistance hydraulique aussi élevée que la résistance due à la polarisation de 

concentration. Pour les autres, la logique est plus ou moins maintenue avec une résistance qui 

diminue au fur et à mesure de l’augmentation du seuil de coupure. Par contre la diminution 

reste marginale, indiquant la prépondérance de l’effet de polarisation de concentration et de 

l’encrassement, qui au final découle sur quasiment les mêmes valeurs de résistance, ce qui 

explique les faibles différences observées des rétentions des napines et peptides totaux pour les 

six membranes alors que la variation du seuil de coupure est élevée (facteur 2 à 30). 

 

 Figure 50 : Valeurs des (A) flux de perméat et des (B) résistances en fonction des seuils de poids moléculaire 

nominaux des membranes. Résistance membranaire intrinsèque mesurée en eau à 51°C aux PTM entre 0,4 et 

2,4 bar à des vitesses de recirculation entre 1500 et 8000 s-1. Flux perméat et résistance due au phénomène de 

polarisation de concentration mesurées à 51°C à PTM de 1 bar et vitesse de recirculation de 3000 s-1. 

Suspension de l’hydrolysat à 10 g.L-1, pH 3 et ~51°C (nr = 3).  
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 La sélectivité de séparation des peptides 

L’évaluation de la sélectivité des membranes a été basée sur la méthode de Kapel et al. 

(2011). Brièvement, pour évaluer la sélectivité de la membrane pour toutes les molécules de 

l’hydrolysat, une analyse en CLHP-ES est réalisée des compartiments rétentat et perméat. Ces 

chromatogrammes donnent la répartition de la taille et les quantités de chaque molécule (𝑥) 

dans les compartiments. Puis un calcul de rétention est réalisé pour chaque point du 

chromatogramme, qui donne ensuite une corrélation entre la rétention et la masse molaire 

(𝑅𝑜𝑏𝑠,𝑥 = 𝑓(𝑀𝑀𝑥)) grâce à un étalonnage préalable de la colonne d’ES (𝑀𝑀𝑥 = 𝑓(𝑇𝑅𝑥)). 

La Figure 51 A montre ainsi les chromatogrammes des perméats et la Figure 51 B la 

courbes de calibration de la rétention pour chaque seuil de coupure en fonctions des molécules 

présentes dans l’hydrolysat. 

 

Figure 51 : (A) Chromatogrammes des perméats (nr = 3) issus des membranes aux différents seuils de coupure 

(Biosep s2000 H2O/ACN/TFA 54,9/45/0,1 (v/v/v) 0,6 mL.min-1). Etalonnage peptidique de la colonne CLHP-

ES : MM =10-0,2394*TR+6,0189. (B) Courbes de rétentions réelles correspondantes en fonction de la transformation 

logarithmique de leur masse molaire (nr = 3). Mesures réalisées à PTM de 1 bar et au taux de cisaillement de 

3000 s-1. Suspension de l’hydrolysat à 10 g.L-1, pH 3 et ~51°C (nr = 3). 

Selon l’étalonnage de la colonne CLHP-ES, les peptides sont séparés en six 

groupes correspondants aux six pics peptidiques identifiés dont la répartition des masses 

molaires est présentée dans le Tableau 18 ci-dessous : 
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Tableau 18 : Groupements des masses molaires en fonction du chromatogramme du perméat et de l'étalonnage 

peptidique de de la colonne de CLHP-ES. 

Masse molaire à l’apex (𝒈.𝒎𝒐𝒍−𝟏) 
Etendue des masses molaires dans le signal (𝒈.𝒎𝒐𝒍−𝟏) 

[TR (min)] 

2150 3170 –1835           [10,52 – 11,51] 

1670 1835 –1500             [11,51–11,87] 

1150 1500 – 995             [11,87– 12,62] 

800 995 – 625              [12,62 – 13,46] 

460 625 – 300              [13,46 – 14,79] 

160 300 – 80                [14,79 – 17,19] 

Pour le groupe de peptides de 160 g.mol-1, un signal chromatographique quasi identique est 

observé, indiquant un transfert de ces peptides similaire quelle que soit la membrane. Les 

valeurs de rétention en revanche permettent de noter qu’elles varient légèrement entre 0,38 

(seuil de 3 kg.mol-1) et 0,28 (seuils de 30 et 100 kg.mol-1). Le groupe peptidique de 460 g.mol-1 

a plus de différences au niveau du transfert et forment de groupes de rétention similaires pour 

les seuils de 3 et 10 kg.mol-1 (0,635 ± 0,011 et 0,615 ± 0,003 respectivement), puis 5, 50 et 30 

kg.mol-1 (0,555 ± 0,004 ; 0,549 ± 0,019 et 0,514 ± 0,021 respectivement), et enfin le seuil de 

100 kg.mol-1 (0,444 ± 0,013). Pour les groupes de peptides de 800 à 2150 g.mol-1, plus les 

masses molaires sont élevées et plus elles sont retenues par la membrane. Cela est attendu, 

cependant les valeurs de rétention montrent que les membranes de 3 à 50 kg.mol-1 ont tendance 

à avoir la même sélectivité (~0,78 pour le groupe de 800 g.mol-1, ~0,91 pour le groupe de 1150 

g.mol-1, ~0,94 pour le groupe de 1670 g.mol-1 et ~0,97 pour le groupe de 2150 g.mol-1), alors 

que la membrane au seuil de 100 g.mol-1 démontre une distinction franche avec une rétention 

systématiquement inférieure (0,607 ± 0,024 ; 0,750 ± 0,014 ; 0,826 ± 0,009 et 0,888 ± 0,006 

pour les groupes de peptides de 800, 1150, 1670 et 2150 g.mol-1 respectivement).  

Ainsi de manière générale la sélectivité des seuils de coupure entre 3 et 50 kg.mol-1 est 

quasiment identique, alors que celle du seuil de coupure de 100 kg.mol-1 est différente avec des 

valeurs de rétention en moyenne de 16% inférieures pour les peptides. Ceci reste en accord avec 

les observations du paragraphe précédent, qui expose les valeurs similaires de la résistance 

membranaire due à l’effet de concentration de polarisation, déterminant le flux de matière des 

peptides beaucoup plus que l’effet tamis de la membrane (Aimar 2006; Aimar et al. 2010a). Ce 

phénomène de rétention concorde avec ce qui a pu être observé pour un réacteur continu de 

protéines de soja avec les fibres creuses en PS de 3 et 30 kg.mol-1, qui montraient peu de 

différences de profil, sauf pour les fractions peptidiques de 500-2200 et 3000-4000 g.mol-1 
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(Chiang et al. 1999). De même pour l’hydrolysat de caséines ultrafiltrées sur PS et 

polyethersulfone (PES) de géométrie plane de 5 et 10 kg.mol-1 (Gourley et al. 1995). 

Concernant les protéines, la napine a une rétention proche de 1 pour les seuils de coupure de 3 

à 50 kg.mol-1 et de 0,97 pour le seuil de 100 kg.mol-1. La rétention pour la cruciférine est égale 

à 1 pour toutes les membranes. Ainsi la rétention pour les protéines est satisfaisante pour tous 

les seuils de coupures étudiés.  

Finalement, afin d’obtenir des performances de fractionnement satisfaisantes et compte tenu 

des rétentions des peptides totaux, de leur sélectivité, et de la rétention de la napine, les 

membranes aux seuils de coupure les plus petites été retirées de l’étude. Seuls trois seuils, aux 

valeurs de rétentions les plus faibles, ont été conservés (30, 50 et 100 kg.mol-1) pour la suite des 

études de performances de fractionnement (pureté et rendement en napine et productivité en 

peptides). 

 Influence de la 𝑃𝑇𝑀 et de la vitesse de recirculation 

Une étude plus poussée a été faite dans d’autres conditions de 𝑃𝑇𝑀 et de vitesse 

d’écoulement tangentielle pour déterminer l’influence de ces paramètres sur la rétention des 

molécules, le flux de perméat et la résistance de la couche de polarisation. La pression maximale 

possible sur les fibres creuses utilisées étant de 2,4 𝑏𝑎𝑟, deux pressions ont alors été testées : 1 

et 2 𝑏𝑎𝑟. Le constructeur préconise également pour la vitesse du fluide d’alimentation de se 

situer dans des gammes de taux de cisaillement entre 2000 et 4000 𝑠−1 pour des fluides clairs 

et aux particules sensibles au cisaillement, entre 4000 et 8000 𝑠−1 pour des fluides 

moyennement chargés et entre 8000 et 16000 𝑠−1 pour des fluides très chargés, afin d’avoir un 

transfert de matière satisfaisant (GE Heathcare). Comme l’hydrolysat avait relativement une 

faible concentration et que l’intégrité des protéines et enzyme devrait être préservée, il a été 

décidé d’observer l’effet des deux plus basses préconisations en fixant les taux de cisaillement 

à 3000 𝑠−1 et 6000 𝑠−1.  

 La rétention de la napine et des peptides totaux 

La Figure 52 A présente l’influence des conditions opératoires sur la rétention des peptides 

totaux et de la napine à 1 et 2 𝑏𝑎𝑟 de 𝑃𝑇𝑀 avec le taux de cisaillement à 3000 𝑠−1, et la Figure 

52 B avec le taux de cisaillement de 6000 𝑠−1.  
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Figure 52 : Rétention de la napine et des peptides totaux aux PTM de 1 et 2 bar par les membranes aux 

différents seuils de coupure à (A) 3000 s-1 de taux de cisaillement et à (B) 6000 s-1 de taux de cisaillement. 

Suspension de l’hydrolysat à 10 g.L-1, pH 3 et ~51°C (nr = 3). 

Pour la rétention de la napine, toutes les valeurs sont proches de 1 pour les seuils de 30 et 

50 kg.mol-1 à toutes les 𝑃𝑇𝑀 et taux de cisaillement (~0,996). Pour le seuil de 100 kg.mol-1 la 

rétention est très légèrement plus basse : 0,967 ± 0,004 ; 0,966 ± 0,002 ; 0,977 ± 0,005 et 0,974 

± 0,002 pour la 𝑃𝑇𝑀 de 1 et de 2 𝑏𝑎𝑟 à 3000 𝑠−1 et pour la 𝑃𝑇𝑀 de 1 et 2 𝑏𝑎𝑟 à 6000 𝑠−1, 

respectivement. Cependant cela reste en accord avec une valeur de rétention acceptable pour 

une purification de la napine avec un rendement élevé.  

Ces observations montrent qu’il n’y a pas d’influence des conditions opératoires (𝑃𝑇𝑀 et 

vitesse d’écoulement tangentielle) sur la rétention de la napine, il est proche de 1 dans tous les 

cas.  

Pour les rétentions des peptides, les valeurs de rétention à 3000 𝑠−1 et 𝑃𝑇𝑀 de 1 𝑏𝑎𝑟 sont 

de 0,727 ± 0,009 ; 0,742 ± 0,010 et 0,637 ± 0,007 pour les seuils de 30, 50 et 100 kg.mol-1 

respectivement. Avec la 𝑃𝑇𝑀 de 2 𝑏𝑎𝑟 les rétentions sont un peu plus élevées, de l’ordre de 

6% à 9% avec les valeurs de 0,779 ± 0,005 ; 0,795 ± 0,006 et 0,704 ± 0,007 respectivement. 

Pour le taux de cisaillement de 6000 𝑠−1 à 𝑃𝑇𝑀 de 1 𝑏𝑎𝑟 les valeurs sont similaires, avec des 

des rétentions de 0,733 ± 0,003 ; 0,732 ± 0,009 et 0,641 ± 0,001 pour les seuils de coupure de 

30, 50 et 100 kg.mol-1 respectivement. Et à la 𝑃𝑇𝑀 de 2 𝑏𝑎𝑟 une légère augmentation de même 

ordre (6% à 9%) a également lieu pour les valeurs de rétention de 0,785 ± 0,002 ; 0,779 ± 

0,006 et 0,709 ± 0,013 respectivement. 

Ainsi la rétention des peptides totaux est entre 9% et 14% plus basse pour le seuil de coupure 

de 100 kg.mol-1 par rapport à 30 et 50 kg.mol-1 pour toutes les conditions. Il n’y a pas de 

différence significative en fonction de la vitesse d’écoulement appliquée pour une même 𝑃𝑇𝑀 

et un même seuil de coupure. Or une augmentation du taux de cisaillement est censée augmenter 
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le transfert de matière car il augmente le flux (Premnath & Agarwal 2017). On peut alors en 

conclure que les suspensions sont peu chargée en solutés est donc que le transfert est déjà à son 

maximum et indépendant de la vitesse d’écoulement tangentielle (Jönsson & Trägårdh 1990; 

Sablani et al. 2006). Par contre, les rétentions sont significativement supérieures à 2 𝑏𝑎𝑟 qu’à 

1 𝑏𝑎𝑟, quelle que soit la membrane. Le même phénomène a été observé par Chabeaud et al. 

(2009) qui l’a expliqué par la présence de la couche de polarisation plus importance à une 𝑃𝑇𝑀 

plus élevée, qui agit comme une seconde membrane et augmente la rétention des peptides 

(Marshall et al. 1993). En fait la 𝑃𝑇𝑀 augmente le flux de perméat jusqu’à une limite de flux 

critique (cf. Figure 22 p.75 EB), mais la couche de polarisation augmente également et la rétro-

diffusion dans la membrane (cf. §I.3.4.1 p.61 EB), réduisant le passage des solutés (Zheng et 

al. 2018). C’est l’effet de compaction membranaire (Jönsson & Trägårdh 1990). Pour cette 

raison, au lieu de fonctionner à 𝑃𝑇𝑀 haute et constante, un fonctionnement à flux constant est 

recommandé, avec une 𝑃𝑇𝑀 faible qui augmente progressivement, ou bien une 𝑃𝑇𝑀 constante 

mais modérée, afin de limiter les pertes de flux dues à l’encrassement au cours du temps 

(Sablani et al. 2006). Entre les membranes de 50 et 30 kg.mol-1, la rétention des peptides totaux 

n’est pas statistiquement différente, que ce soit à 1 ou à 2 𝑏𝑎𝑟. La sélectivité serait donc 

similaire pour les deux membranes qui seront susceptibles d’avoir les mêmes performances de 

fractionnement. C’est ce qui considéré plus en détail dans le paragraphe suivant en étudiant les 

flux de perméat et l’effet de polarisation de concentration de chaque membrane. 

 Le flux de perméat et l’effet de polarisation de concentration 

Les flux de perméat ont été mesurés pour les trois membranes (30, 50 et 100 kg.mol-1) aux 

deux 𝑃𝑇𝑀 (1 et 2 𝑏𝑎𝑟) et sont présentés dans la Figure 53 A pour le taux de cisaillement de 

3000 𝑠−1 et Figure 53 B pour le taux de cisaillement de 6000 𝑠−1. 
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Figure 53 : Flux de perméat des conditions opératoires à PTM de 1 et 2 bar au (A) taux de cisaillement à 3000 

s-1 et au (B) taux de cisaillement de 6000 s-1. Suspension de l’hydrolysat à 10 g.L-1, pH 3 et ~51°C (nr = 3). 

Pour le taux de cisaillement à 3000 𝑠−1 et 𝑃𝑇𝑀 de 1 𝑏𝑎𝑟 les membranes aux seuils de 

coupures de 30 et 50 kg.mol-1 présentent les mêmes flux (6,81 ± 0,27 µ𝑚. 𝑠−1 et 6,81 ± 0,55 

µ𝑚. 𝑠−1 respectivement) et le seuil de 100 kg.mol-1 a un flux un peu plus élevé de 17% (8,23 ± 

0,64 µ𝑚. 𝑠−1). Pour la 𝑃𝑇𝑀 à 2 𝑏𝑎𝑟, ce sont les seuils de 30 et 100 kg.mol-1 qui ont des flux 

quasi identiques (10,44 ± 0,13 µ𝑚. 𝑠−1 et 10,40 ± 0,42 µ𝑚. 𝑠−1 respectivement) et celui du 

seuil de 50 kg.mol-1 est légèrement inférieur, de 10,01 ± 0,31 µ𝑚. 𝑠−1.  

A à 6000 𝑠−1 et 𝑃𝑇𝑀 de 1 𝑏𝑎𝑟, une tendance similaire est observée. Les seuils de 30 et 50 

kg.mol-1 ont des valeurs de flux qui ne sont pas statistiquement différents (7,13 ± 0,63 µ𝑚. 𝑠−1 

et 7,13 ± 0,59 µ𝑚. 𝑠−1 respectivement) et le seuil de 100 kg.mol-1 présente un flux de 19% plus 

élevé (8,23 ± 0,74 µ𝑚. 𝑠−1). Les flux à 𝑃𝑇𝑀 de 2 𝑏𝑎𝑟 ne sont pas statistiquement différents 

avec les valeurs de 10,93 ± 0,43 µ𝑚. 𝑠−1, 11,03 ± 0,53 µ𝑚. 𝑠−1 et 11,64 ± 0,83 µ𝑚. 𝑠−1  pour 

les seuils de coupure de 30, 50 et 100 kg.mol-1 respectivement. 

Ces flux sont envirion de 60% à 90% plus faibles que le flux en eau au début du procédé 

(données non présentées), témoignant de la couche de polarisation importante, voire en plus de 

l’encrassement, qui résulte en valeurs très proches finalement quel que soit le seuil de coupure, 

à des conditions opératoires identiques. Il a été démontré en effet, avec un hydrolysat de 

caséines, que les membranes de PS sont sujettes à une adsorption particulière de peptides 

hydrophobes (terminaison-N-terminale hydrophobe) et les peptides avec une charge positive au 

C-terminal (Meireles et al. 1991b; Gourley et al. 1994, 1998).  

Un doublement du taux de cisaillement augmente légèrement les flux (10% tout au plus), 

par contre un doublement de la 𝑃𝑇𝑀 permet une augmentation entre 20 et 35% des flux. Une 
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𝑃𝑇𝑀 de 2 𝑏𝑎𝑟 permettrait alors d’avoir la meilleur productivité possible même si la rétention 

des peptides totaux est 9% à 14% plus élevée (cf. Figure 53 p.176). 

Ces valeurs de flux ont permis par la suite de calculer les valeurs de résistance de la 

filtration, notament dues à la couche de polarisation. La Figure 54 A présente les différentes 

résistances de polarisation à 𝑃𝑇𝑀 de 1 et 2 𝑏𝑎𝑟 à 3000 𝑠−1 de taux de cisaillement, alors que 

la Figure 54 B présente celles au taux de cisaillement de 6000 𝑠−1.  

 

Figure 54 : Résistance de la couche de polarisation des membranes aux seuils de coupure 30, 50 et 100 kg.mol-1 

au (A) taux de cisaillement de 3000 s-1 et au (B) taux de cisaillement de 6000 s-1. Suspension de l’hydrolysat à 10 

g.L-1, pH 3 et ~51°C (nr = 3). 

Les résistances de polarisation à 3000 𝑠−1 montre que celle de seuil à 50 kg.mol-1 ont les 

plus grandes valeurs à 1 ou 2 𝑏𝑎𝑟 (2,42 ± 0,02) × 1013 𝑚−1 et (3,39 ± 0,007) × 1013 𝑚−1 

respectivement) avec une différence de 28% entre les deux. Viennent ensuite celles de 30 

kg.mol-1 puis de 100 kg.mol-1 dont les valeurs sont à hauteur de (2,16 ± 0,007) × 1013 𝑚−1 et 

(1,73 ± 0,01) × 1013 𝑚−1 respectivement, pour une 𝑃𝑇𝑀 de 1 𝑏𝑎𝑟. A la 𝑃𝑇𝑀 de 2 𝑏𝑎𝑟 en 

revanche le seuil de 30 kg.mol-1 présente moins d’accroissement de résistance (27%) que le 

seuil de 100 kg.mol-1 (46%) avec les valeurs respectives de (2,98 ± 0,04) × 1012 𝑚−1 et (3,22 

± 0,01) × 1013 𝑚−1.  

Les résistances de polarisation à 6000 𝑠−1 ont les mêmes tendances, avec la membrane au 

seuil de 50 kg.mol-1 aux valeurs les plus élevées à 1 et 2 𝑏𝑎𝑟 ((2,31 ± 0,02) × 1013 𝑚−1 et (3,05 

± 0,02) × 1013 𝑚−1 respectivement) avec une différence de 24% entre les deux. S’en suivent 

les seuils de 30 kg.mol-1 puis de 100 kg.mol-1 avec les valeurs de (1,98 ± 0,02) × 1013 𝑚−1 et 

(1,61 ± 0,01) × 1013 𝑚−1 respectivement, pour une 𝑃𝑇𝑀 de 1 𝑏𝑎𝑟. Enfin, pour la 𝑃𝑇𝑀 à 2 

𝑏𝑎𝑟, le seuil de 30 kg.mol-1 présente un accroissement de résistance de 29% avec une valeur de 
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résistance de (2,82 ± 0,009) × 1013 𝑚−1. Le seuil de 100 kg.mol-1 présente un accroissement 

de 44% avec une valeur de résistance de (2,88 ± 0,07) × 1013 𝑚−1.  

Suivant ces observations, on constate que la vitesse de l’écoulement tangentiel contribue 

légèrement à la diminution de la résistance, ce qui est attendu étant donné que les forces de 

cisaillement sont plus grandes et donc déstabilisent la couche de polarisation en surface de la 

membrane (Bacchin 1994). Cependant cela représente moins de 15% (tout au plus) de 

différences entre ces valeurs de résistances (pour une même 𝑃𝑇𝑀 et une même membrane), cet 

écart reste marginal par rapport à la vitesse d’écoulement qui a été doublée. Par contre, quel 

que soit le taux de cisaillement et la membrane, une 𝑃𝑇𝑀 à 2 𝑏𝑎𝑟 induit systématiquement une 

résistance plus élevée. C’est le même phénomène de compression de membrane décrite dans le 

paragraphe précédemment. La 𝑃𝑇𝑀 augmente le flux de perméat mais aussi l’accumulation de 

particules (protéines, peptides, agrégats) à la surface de la membrane, découle sur 

l’augmentation de l’encrassement et de la couche de polarisation (Jönsson & Trägårdh 1990; 

Zheng et al. 2018). Similairement, les protéines d’albumine du sérum bovin (chargés 

positivement) ont été capables de former des agrégats avec une forte affinité avec la surface 

d’une membrane de PS de 77-83 kg.mol-1 de seuil de coupure (chargé négativement) (Esfahani 

et al. 2015). Quant à l’effet des seuils de coupure, à 3000 𝑠−1 ou à 6000 𝑠−1 et 1 𝑏𝑎𝑟 la 

membrane au seuil de coupure de 100 kg.mol-1 présente de manière cohérente, statistiquement 

la plus faible résistance, précédée par la 30 kg.mol-1 puis la 50 kg.mol-1. En revanche à 2 𝑏𝑎𝑟 la 

résistance augmente considérablement à 100 kg.mol-1 et ainsi la différence n’est plus 

significative entre le seuil de 100 et la 30 kg.mol-1. Cela est encore l’effet de la 𝑃𝑇𝑀 qui 

augmente la couche de polarisation, découlant sur un encrassement plus important. 

Effectivement, il a été observé que plus les pores des membranes sont larges, plus elles sont 

sujettes à un encrassement par des particules de faible poids moléculaire (Carić et al. 2000). 

Les travaux de Meireles et al. (1991) sur des membranes en PS à des seuils de coupure de 10, 

40 et 100 kg.mol-1 et des suspension de protéines ont également montré des résistances 

hydrauliques similaires et ont conclu à une indépendance de l’encrassement des conditions 

opératoires.  

Les membranes aux seuils de coupures de 30 et 50 kg.mol-1 présentent des valeurs 

statistiquement similaires (aux mêmes conditions), cet écart ne présenterait donc pas de 

différences à la formation de la couche de polarisation et leur sélectivité serait similaire. C’est 

ce qui est étudié dans le paragraphe suivant.   
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 La sélectivité de séparation des peptides 

La Figure 55 présente les courbes de sélectivité de tous les groupes de molécules pour les 

seuils de coupure de 30, 50 et 100 kg.mol-1 ainsi pour que pour les différentes conditions 

opératoires.  

La Figure 55 A montre que pour le seuil de 30 kg.mol-1 les rétentions pour les peptides de 

2150 à 1150 g.mol-1 sont similaires (~0,98 ; ~0,95 et ~0,91) quelle que soit la 𝑃𝑇𝑀 et la vitesse 

tangentielle. Puis la 𝑃𝑇𝑀 entraîne des légères différences des rétentions pour les groupes de 

peptides de 800, 460 et 160 g.mol-1 : à 𝑃𝑇𝑀 de 1 𝑏𝑎𝑟 les valeurs sont des ~0,75 ; ~,52 et ~0,28 

respectivement et à 𝑃𝑇𝑀 de 2 𝑏𝑎𝑟 les valeurs sont de ~0,82 ; ~0,63 et ~0,35. Les différents 

taux de cisaillement ne présentant pas de différences significatives.  

Même chose pour le seuil de 50 kg.mol-1, présenté par la Figure 55 B. Les groupes de 

peptides de 2150, 1670 et 1150 g.mol-1 ont des valeurs de rétention très proches quelles que 

soient les conditions opératoires : ~0,98 ; ~0,94 et ~0,91 respectivement. Les peptides des 

groupes suivants (800 à 160 g.mol-1) ont des rétentions légèrement différentes entre la 𝑃𝑇𝑀 de 

1 et 2 𝑏𝑎𝑟 (pas d’influence du taux de cisaillement). A la 𝑃𝑇𝑀 de 2 𝑏𝑎𝑟 les valeurs de rétention 

sont de ~0,83 ; ~0,65 et ~0,37, et à 𝑃𝑇𝑀 de 1 𝑏𝑎𝑟 les valeurs sont de ~0,76 ; ~0,54 et ~0,29. 

La Figure 55 C présente la sélectivité du seuil à 100 kg.mol-1, qui a nettement des rétentions 

plus faibles et des différences plus marquées aux niveaux des groupes peptidiques. Le taux de 

cisaillement ne montre toujours pas de différences significatives. A la 𝑃𝑇𝑀 de 2 𝑏𝑎𝑟 les valeurs 

de rétention sont de ~0,92 ; ~0,88 ; ~0,82 ; ~0,71 ; ~0,54 et ~0,33 pour les groupes de peptides 

de 2150, 1670, 1150, 800, 460 et 160 g.mol-1 respectivement. Pour la 𝑃𝑇𝑀 de 1 𝑏𝑎𝑟 ces valeurs 

sont plus faibles : ~0,89 ; ~0,83 ; ~0,75 ; ~0,61 ; ~0,44 et ~0,27 respectivement pour les mêmes 

groupes de peptides. 

Systématiquement donc, une légère distinction est observée par la 𝑃𝑇𝑀 soit pour les trois 

groupes de peptides aux masses molaires les plus faibles, soit pour tous les groupes. Ce 

phénomène observé pour la rétention totales des peptides (cf. §III.2.1.1.1 p.166 R&D) est ainsi 

la conséquence de la rétention des groupes des peptides individualisés, dont le transfert est régit 

par la couche de polarisation où plus la 𝑃𝑇𝑀 est élevée, plus les peptides seront retenus  

(Marshall et al. 1993; Ghosh & Cui 2000; Chabeaud et al. 2009b). Ceci est donc en accord avec 

l’analyse précédente de la couche de polarisation où à 2 𝑏𝑎𝑟 elle est plus importante qu’à 1 

𝑏𝑎𝑟.  
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Figure 55 : Valeur de rétentions réelles calculées des membranes aux différentes conditions opératoires pour les 

seuils de coupure sélectionnés. Suspension de l’hydrolysat à 10 g.L-1, pH 3 et ~51°C (nr = 3). La napine et la 

cruciférine sont représentées aux valeurs de 3,5 et 3,8 pour les montrer sur les mêmes graphes que les peptides 

mais cela ne correspond pas à leur masse molaire (14,8 et 50 kg.mol-1). (A) 30 kg.mol-1. (B) 50 kg.mol-1. (C) 100 

kg.mol-1. 

Un des critères de sélection est le flux de perméat le plus élevé, pour une productivité 

optimale. Or les flux à 1 𝑏𝑎𝑟 sont environs 30% plus faible qu’à 2 𝑏𝑎𝑟 (Figure 53 p.176), alors 

qu’en moyenne les rétentions des groupes peptidiques ne diffèrent que de 16% entre les deux 

𝑃𝑇𝑀. Ainsi cette différence n’est pas considérée comme plus importante et donc la condition 

au flux le plus élevé est conservée pour l’évaluation des performances.  

Finalement la condition à 2 𝑏𝑎𝑟 est choisie pour le flux élevé qu’elle prodigue, et la vitesse 

de recirculation au taux de cisaillement de 3000 𝑠−1 est gardée pour limiter ces forces de 

cisaillement qui pourraient limiter l’action de l’enzyme dans l’étape suivante de mise en œuvre 

du REM (Prazeres & Cabral 1994). 

Tableau 19 : Correspondance entre la masse 

molaire et le logarithme de la masse molaire. 

Masse molaire 

(𝒈.𝒎𝒐𝒍−𝟏) 

Conversion 

𝒍𝒐𝒈(𝑴𝑴) 

> 3170 3,5 

2150 3,3 

1670 3,2 

1150 3,0 

800 2,9 

460 2,6 

160 2,2 
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 Comparaison performances : concentration discontinue vs diafiltration 

Les performances séparatives ont été évaluées par la mise en œuvre de l’UF de l’hydrolysat 

optimal. La séparation membranaire peut être faite en deux modes principalement : en 

concentration discontinue (CD) ou en diafiltration (DF).  

La CD est composée d’un bac d’alimentation contenant l’hydrolysat qui est envoyé vers la 

membrane (cf. Figure 20 p.66 EB). Le perméat est récolté jusqu’à une réduction volumique 

critique (volume minimal de remplissage de la membrane et des tuyaux de l’appareillage) et le 

suivi peut être réalisé par le facteur de réduction volumique (FRV, Eq. 29 p.65 EB) qui est le 

quotient entre le volume dans le bac initial et le volume à un temps t de l’avancement du procédé 

(Muller et al. 1999; Aimar 2006). Cependant la réduction volumique découle sur une élévation 

de la concentration du côté rétentat, diminuant le flux de perméat et ainsi les performances 

(élimination des peptides plus lente par exemple).  

La diafiltration (DF) consiste en une implémentation similaire mais le volume initial dans 

le bac d’alimentation est gardé stable par ajout d’eau ou de tampon (cf. Figure 21 p.67 EB). 

Ainsi ce procédé est apparenté à une extraction par l’eau pour les molécules transmises. Ce 

système est suivi par le nombre de diavolumes (DV, Eq. 30 p.66 EB), c’est-à-dire le nombre de 

volumes équivalents au volume initial (Muller et al. 1999; Aimar 2006). Ce mode permet de 

garder un flux de perméat quasiment identique et équivalent au flux initial tout le long du 

procédé, mais la consommation d’eau est par conséquent élevée par rapport à une CD.  

Les deux mises en œuvre ont donc des capacités de transfert de molécules différentes, 

amenant à des performances différentes, qui doivent être étudiée pour une implémentation 

optimale. C’est ce qui est réalisé dans cette partie, schématisé par la Figure 56 : le 

fractionnement de l’hydrolysat optimal est réalisé dans les conditions opératoires optimales 

sélectionnées précédemment (seuils de coupure de 30 et 100 kg.mol-1 à 𝑃𝑇𝑀 de 2 𝑏𝑎𝑟 et taux 

de cisaillement de 3000 𝑠−1 et dans les conditions de l’hydrolyse à 𝑝𝐻 3 et 55°C) en CD et DF. 

Les performances ont été suivies côté rétentat (rendement napine, pureté en protéines) et côté 

perméat (rendement en peptides totaux). La productivité a également été considérée en suivant 

le flux de perméat. 
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Figure 56 : Schéma de la méthodologie de l'évaluation des performances de la mise en œuvre en ultrafiltrtion. 

 Séparation des napines et des peptides en CD et DF 

 Evolution des chromatogrammes massiques 

Les prélèvements des rétentats et perméats au cours de l’avancement aux deux modes 

d’implémentation (FRV de 1 à 8 et DV de 0 à 8) avec les membranes de 30 et 100 kg.mol-1 ont 

été analysé en CLHP-ES. Les chromatogrammes résultants ont été convertis pour représenter 

la réparation massique de l’hydrolysat (cf. §II.4.4 p.115 M&M) (Bodin et al. 2015). 

Brièvement, le chromatogramme initialement enregistré à 214 𝑛𝑚 de longueur d’onde est 

converti en concentration molaire pour chaque point x (𝐶𝑥) selon la loi de Beer-Lambert. Le 

point x représente un peptide virtuel avec un temps de rétention (𝑇𝑅𝑥). La calibration préalable 

de la colonne de CLHP avec des peptides standards permet ainsi de lier la masse molaire de 

chaque peptide (𝑀𝑀𝑥) à chaque 𝑇𝑅𝑥 et de calculer la concentration massique en chaque point 

x (𝐶𝑚𝑥) du chromatogramme. La correspondance entre les gammes de masse peptidiques et 

leur TR est disponible en rappel par le Tableau 18 p.172. 

La Figure 57 présente les chromatogrammes des rétentats et perméats de la membrane de 

30 kg.mol-1 et la Figure 58 ceux de la membrane de 100 kg.mol-1.  
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Figure 57 : Chromatogrammes (nr = 2) en concentration massique (g.L-1) en fonction du temps de rétention 

(min) du fractionnement de l'hydrolysat de PTC. En mode CD, prélèvements aux (A) rétentat (dilué en analyse et 

multiplié par le FRV) et (B) perméat cumulé aux FRV de 1 à 8. En mode DF, prélèvements aux (C) rétentat et 

(D) perméat cumulé aux DV de 0 à 8. Membrane de 30 kg.mol-1. 

 

Figure 58 : Chromatogrammes (nr = 2) en concentration massique (g.L-1) en fonction du temps de rétention 

(min) du fractionnement de l'hydrolysat de PTC. En mode CD, prélèvements aux (A) rétentat (dilué en analyse et 

multiplié par le FRV) et (C) perméat cumulé aux FRV de 1 à 8. En mode DF, prélèvements aux (C) rétentat et 

(D) perméat cumulé aux DV de 0 à 8. Membrane de 100 kg.mol-1.  

Dans le compartiment rétentat en CD avec la membrane de 30 kg.mol-1 (Figure 57 A), une 

forte augmentation des protéines et peptides de masse molaire supérieure à 460 g.mol-1 est 

observée jusque FRV 8. Pour les groupes de peptides de 460 g.mol-1 à 160 g.mol-1, une légère 

accumulation est observée jusqu’à FRV 6. Au-delà, leur concentration reste constante. La 
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concentration des peptides inferieurs à 160 g.mol-1 reste constante durant toute l’opération. 

Dans le compartiment perméat de la CD (Figure 57 B) un enrichissement progressif a lieu pour 

les groupes de peptides de 460 à 2150 g.mol-1. Les peptides de 160 g.mol-1 ont le même transfert 

tout le long du procédé.  

Pour le seuil de coupure de 100 kg.mol-1, dans le compartiment rétentat en CD (Figure 58 

A) l’accumulation est observée pour les protéines et pour les groupes de peptides de taille 

supérieure à 1150 kg.mol-1. La concentration du groupe de peptides de 800 kg.mol-1 augmente 

jusqu’à FRV 6 puis reste est constante, indiquant que leur transfert est meilleur. Cela représente 

environ 30% de peptides de ce groupe en moins dans le rétentat que pour le seuil de coupure 

de 30 kg.mol-1. Les groupes de peptides de 1150 à 2150 g.mol-1 ont aussi moins d’accumulation 

(23% environs en moyenne) et on les retrouve en plus grande proportion du côté du perméat. 

Dans le compartiment perméat (Figure 58 B) la concentration augmente progressivement pour 

les peptides de 800 à 2150 g.mol-1. Les groupes de peptides de 160 et de 460 g.mol-1 ont une 

concentration plus ou moins constante tout le long du procédé de CD. La napine est moins 

retenue et sa concentration augmente mais elle est de l’ordre de 0,25 𝑔. 𝐿−1 à la fin dans le 

perméat, alors qu’elle atteint les 31 𝑔. 𝐿−1 dans le rétentat. La perte est donc acceptable. 

De manière générale, le seuil de coupure de 100 kg.mol-1 permet d’obtenir des 

concentrations plus élevées (entre 11 et 30%) en groupes de peptides dans le perméat, par 

rapport au seuil de 30 kg.mol-1. La différence en napine n’est pas significative avec moins de 

8% de concentration plus faible dans le rétentat avec le seuil de 100 kg.mol-1. 

Pour le mode DF dans le compartiment rétentat du seuil de 30 kg.mol-1 (Figure 57 C), 

l’appauvrissement en groupes de peptides de 160 et de 460 g.mol-1 est assez efficace : au bout 

de 5 diavolumes leurs concentrations ont diminuées de plus de 80% mais il en reste encore 

environ 13% à la fin du procédé (par rapport à la quantité initiale). Pour les groupes peptidiques 

de 800 et 1150 g.mol-1 la concentration diminue de manière plus progressive et au dernier DV 

il en reste encore 51% et 28% respectivement de la concentration initiale. Pour les groupes de 

peptides de 1670 et 2150 g.mol-1, la diminution est très faible, avec à la fin 67% et 80% 

respectivement des concentrations initiales. Dans le compartiment perméat (Figure 57 D) le 

groupe de peptides de 160 g.mol-1 a une concentration constante alors que pour tous les autres 

groupes de peptides leur concentration dans le perméat augmente à chaque DV (données de 

prélèvements des perméats unitaires non présentées). Cette tendance n’est pas vraiment visible 

avec le perméat cumulé où les concentrations sont diluées à chaque ajout de DV. Ce qui découle 
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sur des chromatogrammes qui montrent des concentrations qui diminuent de même manière 

pour tous les groupes de peptides. En appliquant le facteur de dilution aux concentrations dans 

le perméat on retrouve néanmoins des pourcentages logiques de concentrations peptidiques 

transférées du rétentat au perméat final décroissant au fur et à mesure que la taille des groupes 

peptidiques augmente :   de 99%, 82%, 58%, 30%, 15% et 5% pour les groupes de 160, 460, 

800, 1150, 1670 et 2150 g.mol-1 respectivement. 

Pour le seuil de coupure de 100 kg.mol-1, dans le compartiment rétentat en DF (Figure 58 

C) la majeure diminution en concentration pour tous les groupes de peptides est achvée au bout 

de deux DV (concentration diminuée de 27% à 77% par rapport à l’hydrolysat initial). La 

réduction par la suite est plus douce pour des concentrations finales représentant 54%, 35%, 

22%, 9%, 7% et 8% des concentrations initiales pour les groupes de peptides de 160, 460, 800, 

1150, 1670 et 2150 g.mol-1 respectivement. En comparaison avec le seuil de 30 kg.mol-1, ces 

concentrations sont plus basses de 34%, 47%, 54%, 62%, 47% et 14% pour les mêmes groupes 

peptidiques. Enfin, pour le compartiment perméat (Figure 58 D) la concentration de tous les 

groupes peptidiques est élevé au DV = 1 puis diminue au fur et à mesure mais avec quelques 

différences : la concentration reste constante pour le groupe peptidique de 160 g.mol-1 à partir 

du DV 6, et celui du groupe 460 g.mol-1 à partir du DV = 7. Les concentrations finales dans le 

perméat représentent ainsi 99%, 93%, 87%, 55%, 96% et 34% des concentrations initiales pour 

les groupes peptidiques de 160, 460, 800, 1150, 1670 et 2150 g.mol-1 respectivement.  La 

concentration en napine représente 8% de la concentration issus du rétentat, ce qui est 

acceptable pour permettre quand même une bonne purification sans perte significative.   

Ces valeurs au seuil de 100 kg.mol-1 sont donc plus intéressantes pour une purification 

supérieure que pour le seuil de 30 kg.mol-1 surtout pour les groupes peptides de haut poids 

moléculaire (800, 1150, 1670 et 2150 g.mol-1), ce qui représente un enrichissement en peptides 

dans le perméat plus élevé de 39%, 81%, 25% et 29% respectivement. En revanche pour les 

bas poids moléculaires (160 et 460 g.mol-1) la différence est moindre de 6% et 11% 

respectivement. 

 Ces tendances d’accumulation dans le rétentat et d’assez faible enrichissement dans le 

perméat (par rapport aux seuils de coupure et des masses des molécules) sont conformes aux 

valeurs de rétention assez hautes et de la diminution du transfert de matière en fonction de 

l’avancement du procédé, qui montrent que les phénomènes d’interactions entre les composants 

sont les facteurs commandant le transfert (Ghosh et al. 2000; Muller et al. 2003). Par contre, 
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pour un cas, une faible différence de rétention induit une forte influence au niveau de la 

proportion de peptides transférés : 3 à 4 fois plus de peptides de 2150 et 1670 kg.mol-1 pour le 

seuil de 100 kg.mol-1 par rapport à 30 kg.mol-1 avec des rétentions de 6 et 8% plus basses.  Ce 

n’est pas le cas pour les autres groupes de peptides, où le facteur est au maximum de 1,3. Le 

transfert est donc quelque part aussi limitant pour chaque groupe de peptides, indépendamment 

de leur capacité de rétention, qui ne seront pas épuisé dans le rétentat même s’il en reste, sans 

doute bloqués par la couche de polarisation et l’encrassement. 

Quoi qu’il en soit, les deux membranes permettent donc d’avoir un fractionnement assez 

différent qui donnerait des performances différentes. Premièrement au niveau des protéines, la 

membrane au seuil de 100 kg.mol-1 serait meilleure au niveau de la purification des protéines 

mais perdrait un peu en rendement en napine. Quant au seuil de 30 kg.mol-1, la purification sera 

moins élevée, mais le rendement de la napine devrait rester proche de 1. Ces hypothèses seront 

vérifiées dans le point suivant. 

 Pureté protéines et rendement napine 

La Figure 59 montre ainsi la capacité des membranes à purifier les protéines totales tout en 

gardant un rendement haut en napine dans les deux modes de fonctionnement. Premièrement, 

que ce soit en CD (Figure 59 A) ou en DF (Figure 59 B), les rendements de la napine suivent 

la même tendance : le rendement est meilleur à la fin des 8 FRV (environs 0,9) qu’à la fin des 

8 DV (environ 0,8). En ce qui concerne la pureté des protéines, la membrane de 100 kg.mol-1 

montre des valeurs plus élevées dès le départ du procédé, et quel que soit le mode de 

fonctionnement. En mode CD la pureté est jusqu’à 12% supérieure, et en DF jusqu’à 14%. En 

revanche il semble qu’il ne serait pas possible d’atteindre les 100% de pureté, l’évolution 

semble se tendre vers sa limite à la fin des deux processus car le transfert de peptides est de 

moins en moins important. Un maximum de pureté à 80,4% est donc atteint pour 100 kg.mol-1 

en DF, suivi de 71,5% en CD, puis 69,2% pour le seuil de 30 kg.mol-1 en DF, et enfin 63,1% en 

CD. 
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Figure 59 : Rendement en napine (carrés) et pureté en protéines (croix) suite au fractionnement en mode (A) CD 

et (B) DF des membranes de 30 kg.mol-1 (bleu) et 100 kg.mol-1 (rouge). Moyenne sur deux répétitions. 

Implémentation à 3000 s-1 et PTM 2 bar. Température consigne à 55°C et pH 3. 

Les deux membranes permettent donc de retenir efficacement la napine mais la DF pour le 

seuil de 100 kg.mol-1 semble être la meilleure option pour une purification supérieure à 80% en 

protéines. Cependant ces seuls critères ne sont pas suffisants pour obtenir les performances 

attendues et avoir un procédé économique. Le paragraphe suivant se consacre donc à 

l’évaluation de la productivité en peptides et en consommation d’eau par peptides au moyen de 

suivi du flux de perméat pour chaque configuration. 

 Evolution des performances au cours des fractionnements en CD et DF 

 Flux de perméat 

Entre les deux modes de séparation, la DF permet d’avoir une bonne extraction des 

molécules, mais consomme beaucoup plus d’eau que la CD. Cette dernière est donc plus 

économique au niveau de l’élimination de l’eau des produits pour en faire de la poudre par 

exemple.  

La Figure 60 A présente les flux de perméat du seuil de coupure de 30 kg.mol-1 dans les 

deux modes d’implémentation d’UF. La CD a été réalisée au FRV de 1 à 8 et la diafiltration à 

volume constant aux DV de 0 à 8. La Figure 60 B présente les flux de perméat du seuil à 100 

kg.mol-1 pour les mêmes configurations. 
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Figure 60 : Comparaison des flux de perméat en mode CD (FRV) et DF (DV) des différentes membranes (nr = 

2). (A) 30 kg.mol-1. (B) 100 kg.mol-1.  

Le flux en mode CD pour le seuil de 30 kg.mol-1 est initialement à 11,19 µ𝑚. 𝑠−1 puis 

décroit à 4,2 µ𝑚. 𝑠−1, ce qui représente une diminution de 62%. Le flux de la DF en revanche 

est au départ un peu plus bas (9,76 µ𝑚. 𝑠−1) mais reste très stable voire augmente un peu à la 

fin du procédé (10 µ𝑚. 𝑠−1). Pour le seuil de 100 kg.mol-1, le flux en CD commence à 11,77 

µ𝑚. 𝑠−1 et termine à 5,43 µ𝑚. 𝑠−1, représentant une diminution de 53%. Le flux en DF est cette 

fois-ci légèrement plus élevé (12,14 µ𝑚. 𝑠−1), puis reste plus ou moins constant jusqu’à la fin 

(12,08 µ𝑚. 𝑠−1). 

Les flux de perméat en CD ont donc une même tendance généralement observée, où 

l’accumulation à la surface de la membrane découle sur la formation d’une couche de 

polarisation modélisé par la théorie du film (Eq. 41 p.74 EB). Plus la concentration augmente 

(avec la réduction volumique), plus la diffusion vers la solution de rétentat augmente, et plus le 

flux diminue (Fane & Fell 1987; Jönsson & Trägårdh 1990; Chabeaud et al. 2009b).  

Pour le mode en diafiltration, aucune variation significative du flux de perméat n’est 

observée au cours du procédé, ce qui est attendu pour le type de fonctionnement (Lai et al. 

2013; Song et al. 2021). En effet, selon la même théorie du film, la recirculation totale avant le 

soutirage définit la concentration à la membrane, donc l’ampleur de la couche de polarisation, 

et étant donné que par la suite qu’aucune molécule n’est ajoutée (de l’eau seulement), elle reste 

constante, par conséquent le flux est constant aussi de manière générale (Asbi & Cheryan 1992). 

Néanmoins, cette théorie ne prend pas en compte la viscosité du perméat et l’encrassement, qui 

influencent le flux également. Malgré cela, l’hypothèse de l’influence primordiale de la couche 

de polarisation reste valable car d’une part le perméat est très dilué en solutés, donc sa viscosité 

est proche de l’eau, et d’autre part le fait qu’il n’y a pas de diminution du flux (ou très marginal) 

indique qu’il y a très peu d’encrassement finalement. 
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Enfin, en CD la membrane de 100 kg.mol-1 ayant des pores plus grands, le flux est plus 

élevé de 4 à 22% par rapport aux flux de la membrane de 30 kg.mol-1 en moyenne entre le début 

et la fin du procédé. Et en DF le flux est supérieur entre 13% et 19%. La membrane de 100 

kg.mol-1 sera donc toujours plus performante que la 30 kg.mol-1 pour une application purement 

séparative de l’hydrolysat. 

 Productivité et ratio eau/peptides 

Pour quantifier la rentabilité d’un procédé, en général on se réfère au temps qu’il faut pour 

faire le produit, et combien d’énergie a été utilisée. Ainsi le temps et l’eau utilisée pour produire 

une quantité de peptides obtenue sont de bons indicateurs de performance. Le relevé en flux de 

perméat permet de calculer le temps de sortie des peptides, évaluant ainsi le temps nécessaire 

pour les produire (productivité). Puis le volume de perméat récolté permet de savoir la quantité 

d’eau utilisée pour obtenir les peptides contenus (ratio eau/peptides). C’est ce qui est représenté 

par la Figure 61 suivante, la productivité et le ratio eau/peptides en fonction des modes de 

séparation et des seuils de coupures. 

En mode CD les productivités (Figure 61 A) ont les valeurs les plus hautes au début du 

procédé (1,4 et 0,96 𝑔𝑃𝑒𝑝. ℎ
−1 pour les seuils de 100 et 30 kg.mol-1 respectivement) puis 

diminuent progressivement à 1,09 et 0,81 𝑔𝑃𝑒𝑝. ℎ
−1 au FRV = 8. La membrane au seuil de 30 

kg.mol-1 est constamment 28% environs moins productive.  

En DF les valeurs des productivités (Figure 61 B) sont 3 fois plus basses environ qu’en CD 

mais la tendance reste la même, une diminution progressive à partir de 0,43 et 0,6 𝑔𝑃𝑒𝑝. ℎ
−1 

pour les seuils de 100 et 30 kg.mol-1 respectivement. La productivité du seuil de 30 kg.mol-1 est 

légèrement supérieur aux DV = 1 et 2 (28% et 12% respectivement) puis la différence s’estompe 

vers 0,18 𝑔𝑃𝑒𝑝. ℎ
−1 à DV = 8. 

Concernant le critère économique, le ratio eau/peptides en CD est très faible (Figure 61 C) 

ce qui est attendu. A FRV = 2 les valeurs sont de 0,32 et 0,48 𝐿𝑒𝑎𝑢. 𝑔𝑃𝑒𝑝
−1 pour les seuils de 

100 et 30 kg.mol-1 respectivement et à la fin les valeurs diminuent progressivement jusqu’à 0,29 

et 0,40 𝐿𝑒𝑎𝑢. 𝑔𝑃𝑒𝑝
−1. La différence entre les deux seuils est également constante d’environ 24% 

tout le long du procédé. 

Pour la DF, le ratio eau/peptides est très élevé (Figure 61 D), ce qui est attendu également. 

Non seulement à DV = 1 la consommation est deux fois plus élevée qu’en CD, avec les valeurs 
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de 0,63 et 0,86 𝐿𝑒𝑎𝑢. 𝑔𝑃𝑒𝑝
−1 pour les seuils de 100 et 30 kg.mol-1 respectivement, mais en plus 

le ratio augmente au fur et à mesure de DV, terminant à des valeurs de 1,94 et 2,7 𝐿𝑒𝑎𝑢 . 𝑔𝑃𝑒𝑝
−1. 

La différence entre les seuils est également de plus en plus marquée.  

 

Figure 61 : Performances en fonction des modes d'implémentations et seuils de coupure (nr = 2). (A) 

Productivité en mode CD avec FRV de 1 à 8. (B) Productivité en mode DF avec DV de 0 à 8. (C) Ratio 

eau/peptides en mode CD avec FRV de 1 à 8. (D) Ratio eau/peptide en mode DF avec DV de 0 à 8. 

Etant donné que les flux de perméat et leurs évolutions sont à peu près similaires pour les 

deux membranes, la majeure explication des moins bonnes performances du seuil de coupure 

de 30 kg.mol-1 est la plus grande quantité de solutés retenus, notamment les groupes de peptides 

de 2150 et 1670 g.mol-1 (cf. §III.2.2.1.1 p.182 R&D). En effet, les tendances de concentrations 

ont plus ou moins été les mêmes, mais le seuil de 100 kg.mol-1 permettait d’obtenir des 

concentration 30% plus élevés. Ainsi dans toutes les configurations la membrane au seuil de 

100 kg.mol-1 serait plus productive et plus économique. 

Toutes ces analyses sont nombreuses et assez complexe à interpréter. De plus, il faut croiser 

les données pour en déduire la moindre caractéristique optimale. Afin d’optimiser la 

méthodologie de recherche de meilleures performances, des diagrammes de valeurs croisées 

peuvent être utiles car l’évolution de l’une est directement exprimée en fonction de l’autre, 

montrant rapidement les tendances. Cette représentation est abordée dans le paragraphe suivant, 

avec les valeurs de productivité et ratio eau/peptides décrites précédemment. 

 Comparaison de performances croisée 

La Figure 62 montre ainsi les évolutions de la productivité et du ratio eau/peptides en 

fonction de la pureté des protéines pour chaque mode de fonctionnement et seuil de coupure.  



Résultats & Discussion - Modélisation de la séparation des hydrolysats par fractionnement 

membranaire en ultrafiltration 

 

191 

 

Pour le mode CD les productivités diminuent alors que les puretés en protéines augmentent 

pour les deux membranes (Figure 62 A).  La plus haute pureté est de 71,5% mais la productivité 

est la plus basse de 1,09 𝑔𝑃𝑒𝑝. ℎ
−1 pour le seuil de 100 kg.mol-1. La diminution de la productivité 

est liée à la diminution du flux de perméat mais aussi aux peptides de moins en moins transférés. 

Pour la DF les productivités diminuent également avec l’augmentation de la pureté mais la 

plage de pureté obtenue avec le seuil de 100 kg.mol-1 est plus étendue (Figure 62 B). Etant 

donné que le flux est constant, ce n’est que la diminution de solutés transférés qui serait à 

l’origine de cette tendance. Les pentes sont d’ailleurs plus raides qu’en CD, car la quantité 

absolue est 10 fois plus élevée qu’en DF (volume initial de 750 𝑚𝐿 contre 75 𝑚𝐿 en DF pour 

une même concentration) mais la pureté protéique finale est systématiquement supérieure en 

DF de 69,2% et 80,5% pour les seuils de 30 et 100 kg.mol-1 respectivement. Les productivités 

de ce fait sont également inférieures avec des valeurs de 0,17 et 0,19 𝑔𝑃𝑒𝑝. ℎ
−1.  

Le ratio eau/peptides en CD est présenté par la Figure 62 C. Pour les deux membranes la 

consommation diminue alors que le procédé progresse et la pureté augmente pour des valeurs 

de 63,1% et 71,5% et 0,40 et 0,29 𝐿𝑒𝑎𝑢. 𝑔𝑃𝑒𝑝
−1 pour les seuils de 30 et 100 kg.mol-1 

respectivement. 

En DF les tendances en consommation d’eau sont en revanche antagonistes, ce qui attendu 

considérant l’eau ajoutée à chaque DV (Figure 62 D). Ainsi pour atteindre des hautes puretés 

de 62,2% et 80,5% il faut consommer 2,7 et  1,94  𝐿𝑒𝑎𝑢. 𝑔𝑃𝑒𝑝
−1 ce qui est elevé. Par exemple 

si l’on veut produire 1000 kg de peptides, c’est 270 000 L d’eau produite, qu’il faut éliminer. 

L’énergie nécessaire pour vaporiser cette quantité est de 1687 𝑘𝑊ℎ. Avec le prix actuel du 

𝑘𝑊ℎ à 0,2063 €, cela revient à 348 €, sans compter le coût de mise en œuvre du procédé 

(fonctionnement et maintient de température). Mais ces diagrammes montrent aussi que le seuil 

de 100 kg.mol-1 peut présenter un compromis avec une pureté en protéines acceptable (>75%), 

une productivité et une consommation en eau relativement abordable (0,32 𝑔𝑃𝑒𝑝. ℎ
−1 et 

0,95 𝐿𝑒𝑎𝑢. 𝑔𝑃𝑒𝑝
−1 respectivement) : c’est au moment du DV = 4 ou les performances chutent 

drastiquement.  Si ces critères sont acceptés, ce mode avec cet avancement serait optimal et 

suffisant. Si des puretés supérieures sont voulu, la concession doit être faite sur le ratio 

eau/peptides et la baisse en productivité.
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Figure 62 : Comparaison des performances des membranes de 30 et de 100 kg.mol-1 (nr = 2). (A) Productivité en mode CD. (B) Productivité en mode DF. (C) Ratio 

eau/peptides en mode CD. (D) Ratio eau/peptides en mode DF. Les lignes montrent les tendances des points, approximées par une fonction de lissage « spline », ou « 

cannelure » en français.
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Conclusion de la partie « Modélisation du fractionnement d’hydrolysat » 

 La sélectivité des membranes est influencée par la présence d’un encrassement et 

une couche de polarisation conséquente. 

 La vitesse de recirculation n’influence pas la sélectivité, la pression 

transmembranaire a une légère influence. 

 Les molécules dans l’hydrolysat forment des agrégats aboutissant à une 

transmission moins efficace des peptides, mais une très bonne rétention de la 

napine. 

 Les conditions opératoires sélectionnée sont 3000 𝑠−1 pour le taux de cisaillement 

et 2 𝑏𝑎𝑟 pour la 𝑃𝑇𝑀.  

 La comparaison entre les membranes de 30 et de 100 kg.mol-1 a montré des profils 

de fractionnement différents qui ont abouti à des performances supérieures par la 

membrane de 100 kg.mol-1 en ce qui concerne la productivité peptidique, la faible 

consommation en eau, et une pureté en protéines élevée. 
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 Développement de l’outil de simulation d’un REM 

Les technologies membranaires ont permis la production continue d’hydrolysats protéiques 

dans le cadre d’un couplage d’ultrafiltration et proteolyse. Le principe étant qu’une membrane 

– avec une taille de pores et des propriétés physico-chimiques appropriées – associée à un 

réacteur permet de compartimenter l’enzyme et le substrat, tout en permettant le transport des 

molécules-produits. Le soutirage des peptides par la voie de perméat est compensé par une 

alimentation constante d’une solution de substrat dans le réacteur. La production continue peut 

alors durer plusieurs heures, voire jours. Elle permet un recyclage d’enzyme et améliorer la 

productivité du procédé (Cheryan & Deeslie 1980). De nombreux exemple de mise en œuvre 

REM sont reportés dans la littérature pour la protéolyse des protéines de lait (Mannheim & 

Cheryan 1990; Bouhallab et al. 1992; Bouhallab & Touzé 1995; Chiang et al. 1995; Perea & 

Ugalde 1996; Margot et al. 1998; Martin-Orue et al. 1999; Cheison et al. 2007a; Trusek-

Holownia 2008; Wu et al. 2013; Ewert et al. 2019; Huang et al. 2020b), de l’hémoglobine 

bovine (Bressollier et al. 1988), du sang porcin (Wei & Chiang 2009), de l’albumine de sérum 

bovine (Trusek-Holownia et al. 2016), de poisson (Nakajima et al. 1992), de blé (Berends et 

al. 2014; Merz et al. 2015b) et de soja (Roozen & Pilnik 1979; Nath et al. 2020; Sitanggang et 

al. 2021).  

Ce procédé s’est révelé avantageux par rapport aux procédés batch, mais, la stabilité de la 

composition en peptides (produit) et l’optimisation de ce procédé se sont révélés complexes. 

Des méthodes de recherche de la production stable et optimale ont été proposées pour une 

production continue de polymères : l’Optimisation en Temps Réel (RTO de l’anglais « Real 

Time Optimization ») et le Contrôle Prédictif basé sur le Modèle (MPC de l’anglais « Model 

predictive control ») (Alvarez & Odloak 2012). Mais l'un des principaux problèmes de ces 

applications est la stabilité. Les fermentations et les protéolyses enzymatiques étant très 

sensibles aux changements, ces méthodes ne semblent pas trop être utilisées.  

On leur préfère une approche d’optimisation par modèles, où les variables d’entrée sont 

fixes et maintenues tout le long du processus, qui devront être stables du début jusqu’à la fin. 

Ces stratégies sont aisément appliquées en mode batch, et peuvent être réalisées par des 

modèles cinétiques des réactions en question (Ruan et al. 2010; Munoz-Tamayo et al. 2012), 

par la méthode de surfaces de réponse (Guo et al. 2009; Korkmaz & Tokur 2022), ou encore 

par ces deux méthodes combinée, un plan d’expérience avec les modèles cinétiques des 

réactions (Valencia et al. 2015; Huang et al. 2020a; Beaubier et al. 2021a; Du et al. 2022). Ces 

optimisations permettent d’obtenir des modèles prédictifs de variation des molécules mises en 
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jeu et/ou des caractéristiques du produit recherchées. Naturellement, les mêmes méthodes ont 

été utilisées pour prédire le fonctionnement en continu, les modèles cinétiques étant couplés 

avec les modèles de séparation membranaire. Typiquement, à l’équation du bilan de masse de 

la séparation est rajouté le terme 𝑟𝑖, le taux de réaction, multiplié par le volume réactionnel afin 

d’avoir la masse produite par la réaction. Le taux de production est ainsi modélisé par des 

modèles cinétiques, divers, le plus généralement par la cinétique de Michaelis-Menten mais 

pour les protéines des modèles plus complexes ont été développé (Trusek-Holownia 2008; 

Trusek-Holownia & Noworyta 2015; Noworyta et al. 2018). Ces méthodes supposent de 

connaître parfaitement la sélectivité de coupure de l’enzyme et les sites de coupure sur la 

protéine. Dans le cas des enzymes à usage industriel, elles ne sont étudiées que dans un but 

applicatif, donc une méthodologie d’étude enzymatique poussée n’est pas recherchée ici. La 

stratégie est donc d’en faire le minimum pour une prédiction fiable. Ainsi les hypothèses de 

formation des peptides sont basées uniquement sur le chromatogramme, et le modèle cinétique 

se résume à un système d’équations différentielles, représentant les taux de réaction. Ce genre 

de résolution est pratique lorsque de nombreuses réactions ont lieu à des vitesses respectives 

différentes et ordres de réaction complexes. En effet, dans la littérature on peut trouver quasi 

exclusivement un bon ajustement au premier ordre, pseudo-premier ordre ou second ordre (cf. 

§I.2.3.2 p.45 EB). Toutefois c’est uniquement possible pour une hydrolyse complète du 

substrat. Quand il reste du substrat, cette modélisation n’est plus valable, ce qui est le cas ici. 

De plus, l’ordre de réaction est censé représenter le nombre de molécules en réaction. Ce qui 

est valable uniquement pour des réactions élémentaires, ce qui n’est pas le cas de la protéolyse 

(cf. §I.2.1.3.1 p.34 EB). Il est assez complexe de décrire une réaction protéolytique en termes 

de concepts moléculaires simples, et l’ordre de réaction devient donc qu’un ordre « apparent » 

mathématique, qui est appelé le « coefficient d’élasticité » dans les cinétiques enzymatiques, et 

peut être non entier (Cornish-Bowden et al. 2005).  

 Dans les travaux présentés, un mécanisme est supposé en fonction des évolutions cinetiques 

de repartition de masse molaire des peptides évalués par chromatographie d’exclusion sterique. 

Le mélange est discretisé en fractions peptidiques de masse molaire proche auquel un taux de 

réaction est attribué par regression de données experimentales en batch. Pour chaque groupe de 

peptides (« espèce »). Les équations de cinétique de reaction sont couplées aux équations de 

bilan de matière en UF. Ceci nécessite d’attribuer une valeur de rétention à ces espèces, déduites 

grâce à l’étalonage de la membrane (cf. §III.2.1.2.3 p.179 R&D).  
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Objectif 1 

Cette méthode permet, d’une part, de simuler le système dans des conditions opératoires 

particulières, et d’autre part, de voir les impacts induits en changent certaines variables. Cette 

partie est donc découpée en deux objectifs, le premier étant d’étudier deux modes de 

fonctionnement de REM, à flux de perméat variable et à flux de perméat fixe, et dans un 

deuxième temps, d’exploiter les modèles pour voir les impacts sur les caractéristiques en 

changeant le moment du soutirage au cours de la pré-hydrolyse. 
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Objectif 2 

 

 

 

 

 

 

 

 Etude de la rétention de la ProlyvePAC® par la membrane 

La mise en place d’un REM implique plusieurs hypothèses de fonctionnement (Deeslie & 

Cheryan 1981a) entre autre (i) la réaction est irréversible et sans inhibition. (ii) Le système 

global du réacteur fonctionne comme un simple CSTR (Continuous Strirring Tank Reactor) 

avec un mélange idéal. (iii) Les limitations de transfert de masse et l'adsorption d'enzyme sur 

la membrane sont négligeables. Pour vérifier ce dernier point, et ainsi pour le choix de la 

membrane, la taille de l’enzyme a été évaluée et son activité dans le perméat a été testée. 

 Détermination de la taille de l’enzyme 

La Figure 63 montre un gel SDS-PAGE où la taille de la ProlyvePAC© a été évaluée à 

47,2 kg.mol-1. L’enzyme est donc composée d’une seule grande chaîne. Cela correspond à 

plusieurs enzymes aux propriétés similaires, qui ont été produites à partir de différentes souches 

d’Aspergillus niger. Elles font toutes parties de la famille de protéases à acide aspartique (EC 
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3.4.23.-) et activité endopeptidique. Cela correspond donc à l’observation du mécanisme zipper 

lors de l’hydrolyse des PTC. Ces protéases sont caractérisées par un fonctionnement optimal 

entre un 𝑝𝐻 3 et 5 et une plage d’action du 𝑝𝐻 2 au 6. Leur poids moléculaire varie de 30 à 50 

kg.mol-1, comme la protéase isolée de la souche BCRC 32720 d’A. niger qui présentait une 

taille de 47,5 kg.mol-1 (Yin et al. 2013) et deux protéases extraites de la souche IR3_11 avec 

des tailles de 50,54 et 51,06 kg.mol-1 respectivement (Purushothaman et al. 2019). Une autre 

particularité de ces protéases, est le repliement tertiaire en deux lobes à double symétrie, chaque 

lobe ayant un résidu d’aspartate participant à l’hydrolyse. Il a également été rapporté que la 

préférence au clivage se fait sur les acides aminés hydrophobes, volumineux et aromatique de 

chaque côté de la liaison peptidique (Theron & Divol 2014; Purushothaman et al. 2019).  

 

Figure 63 : SDS-PAGE 17% d’acrylamide dans les conditions dénaturantes de la ProlyvePAC©. Piste ① : 

Marqueur de taille protéique. Piste ② : 10 µL enzyme (25 µg)  

 Etude de l’activité dans le perméat 

L’évaluation du passage enzymatique à travers la membrane d’UF a été faite en mesurant 

l’activité enzymatique dans le perméat : une première hydrolyse est réalisée (hydrolyse I), puis 

une ultrafiltration par concentration discontinue (sans changement de 𝑝𝐻) est réalisée pour 

récupérer un certain volume de perméat, auquel sont ajoutées les nouvelles PTC (hydrolyse II) 

(cf. §II.8.2 p.133 M&M). Les vitesses de réaction initiales (calculées grâces aux Eq. 157 et Eq. 

158 p.134 M&M) de l’hydrolyse II sont ensuite comparées et exprimées en pourcentage 

d’activité restante par rapport à l’hydrolyse I. Comme le montre la Figure 64, une faible activité 

enzymatique est présente pour les trois membranes : 10% d’activité résiduelle pour la 

membrane de 100 kg.mol-1 et moins de 1% pour les deux autres membranes. C’est en accord 
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avec les informations qu’on peut retrouver dans la littérature car il apparait que l’exclusion 

stérique en fonction des la taille pores pour l’enzyme est encore moins valable que pour la 

rétention des protéines et peptides. En effet, diverses valeurs d’activité dans le perméat ont été 

observées dans les réacteurs, allant de 0% à 40% alors que dans tous les cas les enzymes avaient 

des tailles bien supérieures au seuil de coupure (Bressollier et al. 1988; Sannier et al. 1994; 

Belhocine et al. 2000; Merz et al. 2015b). Par exemple l’enzyme papaïne avec une traille de 

23,7 kg.mol-1 traverse la membrane de 10 kg.mol-1 (Carbosep M5) avec une activité dans le 

perméat à 22% au bout de 4h. Et, en même temps alors qu’elle ne devrait pas du tout être 

retenue, elle conserve une activité de 75% dans le rétentat séparé par une autre membrane 

(Carbosep M14) dont les pores sont de 0,14 µ𝑚 (Belhocine et al. 2000). Dans le cas présent,  

la ProlyvePAC® de 47,2 kg.mol-1 n’a que 10% d’activité résiduelle avec une membrane de 100 

kg.mol-1. Cela peut effectivement s’expliquer encore par la couche de polarisation et 

l’encrassement car dans une autre étude il a été montré qu’une concentration élevée en substrat 

a l’effet de limiter, voire éliminer le passage de l’enzyme dans le perméat (Merz et al. 2015b). 

Néanmoins, il a été décidé de mettre en œuvre le REM avec la membrane de 30 kg.mol-1 dans 

un souci de cohérence entre la taille de la ProlyvePAC® et le seuil de coupure, ainsi que de 

limiter la fuite de la napine. 

 

Figure 64 : Activité enzymatique résiduelle dans le perméat (hydrolyse II), comparée à l’activité de l’hydrolyse I 

dans les mêmes conditions opératoires (pH 3 et 55°C). 
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 Comparaison des mises en œuvre CD, DF et REM 

Pour valider les avantages d’un REM par rapport aux mises en œuvre discontinues 

(hydrolyse batch et séparation membranaire en CD ou DF), des comparaisons de performances 

ont été réalisées. La Figure 65 A montre l’efficacité vis-à-vis de la conversion protéique (à 

partir du moment du soutirage). Ceci indique la conversion protéique par rapport à la 

membrane, notée 𝑋𝑚 (cf. §I.4.3 p.97 EB). La DF donne le plus haut ratio à DV = 6 de 0,675 

𝑔𝑃𝑒𝑝. 𝑔𝑃𝑟𝑜𝑡
−1, suivi par la CD à 0,426 𝑔𝑃𝑒𝑝. 𝑔𝑃𝑟𝑜𝑡

−1 au FRV = 7, puis le REM à 0,372 

𝑔𝑃𝑒𝑝. 𝑔𝑃𝑟𝑜𝑡
−1 à VR = 6. La DF est donc le procédé le plus efficace en termes d’élimination des 

peptides, ce qui est expliqué par le lavage à l’eau pure. Le REM et la CD ont plus ou moins la 

même efficacité et 40% en moyenne moins performants que la DF. En DF, 𝑋𝑚 augmente 

abruptement tout le long du procédé. En CD, 𝑋𝑚 augmente de manière progressive. Pour le 

REM, jusqu’à 35 min la quantité de peptides soutirés est élevée, donc 𝑋𝑚 augmente fortement, 

puis à partir de 1h, 𝑋𝑚 tend vers un plateau. La même tendance est retrouvée dans la littérature : 

une conversion nettement croissante jusqu’à 1h ou 2h puis une stagnation et/ou diminution 

progressive pour le reste du procédé (Mannheim & Cheryan 1990; Perea & Ugalde 1996; 

Hatzinikolaou et al. 2005). Cette diminution a été attribuée à une inactivation de l’enzyme 

(thermique ou  mécanique), une adsorption sur la membrane ou une perte dans le perméat. 

Certains auteurs ont montré que le passage de l’enzyme dans le perméat ne présente pas 

d’impact significatif sur la conversion. En revanche la présence d’une membrane dans le 

système conduit à une perte de 80% d’activité enzymatique contre une perte de 35% sans 

membrane dans le module. (Mannheim & Cheryan 1990). Cette observation est toutefois 

largement modulée par la présence de substrat qui a un effet de « protection » éventuellement 

en étant, d’une part, adsorbé par la membrane, et d’autre part, en empêchant l’autolyse de 

l’enzyme (Sannier et al. 1994; Perea & Ugalde 1996). Dans le cas du REM avec ProlyvePAC®, 

une vérification d’activité enzymatique sur hémoglobine entre le début et la fin de la pré-

hydrolyse montre qu’entre 63% et 100% d’activité enzymatique est conservée. Le REM 

présente une augmentation progressive qui tend à se stabiliser autour de 0,37 𝑔𝑃𝑒𝑝. 𝑔𝑃𝑟𝑜𝑡
−1. 

Cela est peut être dû à une limitation du transfert des peptides par la couche de polarisation et 

l’accumulation des peptides du côté rétentat.  

La Figure 65 B montre la consommation d’eau pour les trois procédés en fonction de la 

durée de soutirage (filtration).  La DF consomme ainsi de 0,86 à 2,03 𝐿𝑒𝑎𝑢. 𝑔𝑃𝑒𝑝
−1 entre le DV 

= 1 et le DV = 6, la CD consomme de 0,48 à 0,41 𝐿𝑒𝑎𝑢. 𝑔𝑃𝑒𝑝
−1 entre FRV = 2 et FRV = 7, et le 
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REM consomme de 0,99 à 0,45 𝐿𝑒𝑎𝑢. 𝑔𝑃𝑒𝑝
−1 entre VR = 1 et VR = 6. Ainsi, bien que la DF est 

efficace en termes de production peptidique (Figure 65 A), elle consomme énormément d’eau. 

La CD en consomme le moins, et au fur et à mesure, cette quantité diminue car contrairement 

à la DF, l’eau n’est pas rajoutée dans le système, représentant une économie de 44% à 80% 

d’eau entre le début et la fin du procédé. Le REM débute par une consommation légèrement 

plus faible que la DF à DV = 2, mais diminue rapidement pour atteindre quasi le même niveau 

que la CD à FRV = 6, représentant une économie de 78% d’eau par rapport à la DF.  

La Figure 65 C présente l’index enzymatique en fonction de la durée des trois procédés. La 

DF montre ainsi une augmentation progressive de l’index avec une valeur maximale de 132,8 

𝑔𝑃𝑒𝑝. 𝑔𝐸
−1 à DV = 6. La CD montre une même tendance mais avec une valeur maximale plus 

faible à 94,1 𝑔𝑃𝑒𝑝. 𝑔𝐸
−1. Le gain de DF par rapport à la CD est de 29%, ce qui est rapport avec 

𝑋𝑚 bien supérieur de la DF (Figure 65 A). Le REM enfin, montre une nette augmentation 

constante toute le long du procédé, avec une valeur maximale de 690,6 𝑔𝑃𝑒𝑝. 𝑔𝐸
−1.  L’index 

enzymatique est le critère phare de comparaison entre les procédés en batch et en continu. En 

effet, l’enzyme étant un consommable cher la plupart du temps (plus de 1000 € par 𝑘𝑔 

d’enzyme purifiée), un indicateur de peptides produits par quantité d’enzyme introduite dans le 

système montrent assez bien le gain économique de l’utilisation prolongée de l’enzyme : 78% 

(Merz et al. 2015b), 90% (Mannheim & Cheryan 1990) ou encore 92% (Perea & Ugalde 1996) 

par exemple. En revanche les procédés de filtration ne semblent pas avoir été réalisés, mais 

l’index avait été considéré comme contant quel que soit le nombre de VR correspondant au 

procédé continu. Dans le cas présent, les expériences en ultrafiltration ont été réalisées et les 

gains sont de 80% et 86% respectivement par rapport à la DF et à la CD. L’allure droite de 𝑌𝑁/𝐸 

du REM montre également qu’il n’y a pas ou très peu de désactivation enzymatique, ce qui 

confirme l’hypothèse de départ en faveur d’un procédé continu (Mannheim & Cheryan 1990), 

et ce malgré la faible présence d’activité enzymatique constatée dans le perméat (cf. §III.3.1.2 

p.198 R&D). 
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Figure 65 : Comparaison des performances en fonction du temps de soutirage en REM ( de 0 à 6 et mode en flux 

variable), hydrolyse en batch puis CD (FRV de 1 à 7) et hydrolyse en batch puis DF (DV de 0 à 6) avec la 

membrane de 30 kg.mol-1 (nr = 2). (A) Peptides produits (perméat) par rapport aux protéines entrées 

initialement. (B) Consommation de litres d’eau par grammes de peptides produits (perméat). (C) Index 

enzymatique en peptides produits (perméat) par rapport à la quantité d’enzyme utilisée. Le ratio E/S étant de 

1/448. (D) Production peptides (perméat) par heure, durée à partir du moment du soutirage. 

La Figure 65 D enfin, présente la productivité des trois procédés en fonction de la durée. 

La DF produit beaucoup de peptides au début, 0,69 𝑔𝑃𝑒𝑝. ℎ
−1 à DV = 1, puis de moins en moins 

avec plus que 0,31 𝑔𝑃𝑒𝑝. ℎ
−1 à DV = 6. La CD a la plus faible productivité et presque constante 

tout le long du soutirage avec 0,13 𝑔𝑃𝑒𝑝. ℎ
−1 à FRV = 2 et 0,11 𝑔𝑃𝑒𝑝. ℎ

−1 à FRV = 7. Le REM 

présente une production la plus elevée et stable, avec 0,73 𝑔𝑃𝑒𝑝. ℎ
−1  à VR = 1 et 0,68 𝑔𝑃𝑒𝑝. ℎ

−1  

à VR = 6. Il en ressort donc que la CD et le REM sont tous les deux des procédés stables, mais 

le REM le surpasse en produisant 83% de peptides en plus par heure à la fin, et ce même si le 

flux du perméat diminue, car ce dernier est chargé en même quantité de peptides à chaque VR. 

La DF en revanche produit de moins en moins de peptides, ce qui était observé déjà dans la 

partie consacrée au fractionnement (cf. §III.2 p.163 R&D). Etant donné que les peptides sont 

épuisés dans le rétentat, le perméat en transmet de moins en moins. Le REM produit ainsi 56% 
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de peptides en plus en soutirage à la fin, ce qui est en accord avec les résultats trouvés pour un 

REM mis en place pour le lactosérum (Perea & Ugalde 1996). 

Une dernière remarque est sur la durée des procédés. Etant donné que le temps du soutirage 

dépend du flux de perméat, on constante naturellement que la DF est le procédé le plus rapide 

(59 min, flux constant à ~10 µ𝑚. 𝑠−1). Il est suivi la CD (1h51, flux variable de ~11 à 4 µ𝑚. 𝑠−1) 

puis en dernier le REM (2h16, flux variable de ~10 à 4 µ𝑚. 𝑠−1). Ces deux dernières 

installations ont quasiment la même décroissance en flux, mais dans le REM des protéines sont 

ajoutées dans la cuve du rétentat. Ainsi l’ajout de matière ralentirait un peu plus le flux 

aboutissant à une fin de procédé plus tardive de 26 minutes.  

En conclusion, ces données nous confirment que même si le REM est le procédé le plus lent 

et moins intéressant quant à la conversion protéines-peptides dans le perméat, il est économique 

vis-à-vis de la consommation en eau, rentable au point de vue de l’utilisation de l’enzyme, 

stable en productivité dans le temps et plus productif qu’un batch d’hydrolyse suivi d’une 

séparation membranaire discontinue (DF ou CD). 

 Comparaison de deux modes de REM à flux constant vs variable 

Pour les réacteurs, une autre variable à considérer le « temps de séjour », c’est le temps mis 

pour traiter un volume égal de réactifs, qui est égal au volume du réacteur. Pour les réacteurs 

continus, c’est le terme de « temps de passage » qui lui est préféré, car les produits doivent 

avoir le temps d’être fabriqués avant de sortir du système, donc c’est l’indication du temps 

théorique de résidence des réactifs ou des produits dans le réacteur. A cela, on peut aussi ajouter 

le terme du « temps de séjour moyen du fluide », qui est égale au temps de passage si le débit 

est uniforme dans le réacteur (débit entrée = débit sortie), ce qui est le cas en REM. Pour la 

protéolyse ce facteur est important car en fonction de la population peptidique visée, le temps 

de séjour long permet d’augmenter la conversion protéique et la proportion de peptits peptides 

(Deeslie & Cheryan 1981a, b, 1988). Ainsi cela influe sur les propriétés des peptides finaux, où 

par exemple avec un temps de séjour court, la capacité moussante de peptides de lait était 

optimale mais pas la plus stable, alors qu’un temps de séjour long a produit des peptides plus 

petits avec moins de capacité moussante mais une grande stabilité (Perea & Ugalde 1996). En 

fixant le temps de séjour il est aussi possible de maîtriser très précisément les peptides soutirés, 

comme pour l’hydrolyse continue d’hémoglobine bovine, où un enrichissement en peptide 

intermédiaire opioïde a pu être obtenu en fixant le temps de séjour à 2 min, alors que ce peptide 

était faibelement détecté en implémentation batch (Kapel et al. 2003). Dans une autre étude 
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avec le concentrat protéique de luzerne, un temps de séjour fixé à 8h pour produire des petits 

peptides, a permis d’obtenir un hydrolysat à activité inhibitrice d’ACE 30 fois supérieure à celle 

de l’hydrolysat de soja (Kapel et al. 2006). Mais ces différences ne sont pas systématiques. En 

effet l’étude la plus récente sur des protéines de soja fermenté a montré que la durée du temps 

de séjour n’influe ni sur la production de peptides totaux, ni sur l’activité antioxydante, ni sur 

l’activité inhibitrice d’ACE (Sitanggang et al. 2021). En revanche en ultrafiltrant l’hydrolysat 

avec des seuils de coupures plus faibles (2-5 kg.mol-1), les perméats voient ces activités 

doublées. Donc le seuil de coupure de la membrane reste, comme pour l’ultrafiltration en batch, 

un facteur très important à sélectionner en fonction de la (des) propriété(s) de l’hydrolysat 

recherchée(s) (Nwachukwu & Aluko 2018).  

Le temps de séjour est principalement contrôlé par le flux de perméat. Si le flux est variable 

au cours du procédé (application d’une 𝑃𝑇𝑀 constante), le temps de séjour pour chaque VR 

sera de plus en plus petit car le flux diminue (pour cause de l’encrassement de la membrane). 

Si le flux est constant au cours du procédé (application d’une 𝑃𝑇𝑀 variable), alors le temps de 

séjour sera le même pour chaque VR. Les deux modes ont été étudiés en fonction de la 

préférence, de la facilité de contrôle ou de l’objectif de population peptidique visé (cf. Tableau 

10 p.88 EB).  

Pour l’hydrolysat d’intérêt des PTC, il a été déterminé que le temps optimal pour l’hydrolyse 

(pour un 𝐸/𝑆 de 1/170) est de 50 minutes pour une conversion de 80% de la cruciférine. Pour 

l’implémentation en REM à flux constant le temps de séjour était alors de 50 min pour 

maximiser la conversion. Mais dans le cas du REM à flux variable le temps de séjour moyen 

du fluide passe de 12 à 27 min. C’est 3 à 2 fois plus court que le temps optimal, cependant, les 

propriétés peuvent différer ou non en fonction du temps de séjour appliqué (Perea & Ugalde 

1996; Sitanggang et al. 2021). Dans le cas présent, on cherche à purifier les protéines (napines 

et reste des cruciférines), mais aussi à produire des peptides à activité chélatrice, qui sont plutôt 

des peptides finaux et qui sont présents en quantités comparables suite à l’UF aux seuils de 

coupure de 30 kg.mol-1 et moins (cf. Figure 51 p.171 R&D). Cela peut attester de peu de 

différence en fonction du seuil de coupure, donc que l’activité chélatrice sera conservée en 

grande partie. L’intérêt de la comparaison entre les modes de fonctionnement en REM portera 

donc uniquement sur les critères de conversion protéique, consommation eau, index 

enzymatique et productivité. 
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La Figure 66 présente les performances des modes de fonctionnement en REM à flux 

constant et variable en fonction du volume de remplacement. La Figure 66 A montre la 

conversion protéique membranaire (𝑋𝑚) où les valeurs aux deux modes sont très proches, de 

0,19 et 0,18 𝑔𝑃𝑒𝑝. 𝑔𝑃𝑟𝑜𝑡
−1 au VR = 1, et de 0,37 et 0,36 𝑔𝑃𝑒𝑝. 𝑔𝑃𝑟𝑜𝑡

−1 au VR = 6 pour les modes 

à flux variable et constant respectivement. La conversion est donc similaire et suffisante aux 

temps de séjour constant de 50 min qu’au temps de séjour variable de 12 à 27 min en fonction 

des VR. En revanche le REM à flux constant est par conséquent plus lent avec une durée pour 

les six VR multipliée par 2,5. Ainsi le temps de séjour n’a pas d’impact sur la 𝑋𝑚, car d’une 

part, avec la même pré-hydrolyse de 50 minutes dans les deux cas le rétentat est chargé en 

peptides dès le début, et le passage dans le perméat se fait alors uniquement en fonction du flux. 

D’autre part, l’hydrolyse étant très rapide dès les premières minutes, la cruciférine rajoutée de 

manière progressive est donc hydrolysée quasi instantanément.  

La Figure 66 B montre la consommation d’eau par une quantité de peptides produits dans 

le perméat en fonction du temps de soutirage et des VR. Le REM à flux variable consomme de 

0,49 à 0,39 𝐿𝑒𝑎𝑢. 𝑔𝑃𝑒𝑝
−1 entre le début et la fin du procédé. Le REM à flux constant consomme 

de 0,43 à 0,37 𝐿𝑒𝑎𝑢. 𝑔𝑃𝑒𝑝
−1 entre le début et la fin du procédé. La différence entre les deux 

modes est donc assez faible, de 12% au début puis elle s’estompe à la fin des procédés (écart 

de 5%). Le flux diminuant, le fonctionnement à flux variable tend donc à rejoindre la même 

performance que le mode à flux constant. Le fonctionnement à flux constant serait donc plus 

économique en eau mais prendra plus de temps. 
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Figure 66 : Comparaison des performances en REM en fonction du temps de soutirage (abscisses d’en bas) et 

volume de remplacement (de 0 à 6, abscisses d’en haut) avec deux modes de fonctionnement (flux perméat 

variable vs constant) avec la membrane de 30 kg.mol-1 (nr = 2). (A) Peptides produits (perméat) par rapport au 

protéines entrées initialement. (B) Consommation de litres d’eau par grammes de peptides produits (perméat). 

(C) Index enzymatique en peptides produits (perméat) par rapport à la quantité d’enzyme utilisée. Le ratio E/S 

étant de 1/170. (D) Production peptides (perméat) par heure, durée à partir du moment du soutirage. 

La Figure 66 C présente l’index enzymatique en fonction du temps de soutirage et des VR 

pour chaque mode de fonctionnement du REM. Le mode à flux variable est à 34,17 𝑔𝑃𝑒𝑝. 𝑔𝐸
−1 

au VR = 1 et augmente juqu’à 262,1 𝑔𝑃𝑒𝑝. 𝑔𝐸
−1 au VR = 6. Les valeurs du mode à flux constant 

sont légèrement plus élevées, à 39,04 𝑔𝑃𝑒𝑝. 𝑔𝐸
−1 au VR = 1 et augmente juqu’à 279,1 

𝑔𝑃𝑒𝑝. 𝑔𝐸
−1 au VR = 6, mais cela représente que 6% de gain de peptides à la fin. Il n’y a donc 

pas d’influence du temps de séjour sur l’index enzymatique, pour les mêmes raisons que pour 

la conversion protéique : une quantité élevée de peptides disponibles dans le rétentat, qui sont 

éliminé en fonction du flux de perméat et dont le mode à flux variable est plus rapide. Une 
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tendance linéaire indique également que l’enzyme n’a pas de perte significative d’activité 

(Mannheim & Cheryan 1990). C’est également confirmé par l’évaluation en parallèle de 

l’activité dans le rétentat et le perméat avec un protocole modifié d’Anson en milieu acide 

(Lanoë & Dunnigan 1978). L’activité dans le rétentat était stable et dans le perméat une activité 

de moins de 2% avait était détectée jusqu’à VR = 5, pour les deux modes de fonctionnement. 

Des activités enzymatiques un peu plus prononcées à 6% et 10% ont été observées aux VR = 6 

(données non présentées). Ainsi le temps de séjour n’influence pas non plus l’efficacité de 

l’activité enzymatique. 

La Figure 66 D présente la productivité, la production de peptides dans le perméat par heure 

(à partir du moment de soutirage) en fonction des VR et de la durée des procédés. Le mode à 

flux variable montre une production assez stable, mais qui diminue légèrement en passant de 

0,73 𝑔𝑃𝑒𝑝. ℎ
−1 au VR = 1 à 0,68 𝑔𝑃𝑒𝑝. ℎ

−1 au VR = 6. Le mode à flux constant a une production 

plutôt stable aussi mais avec une légère augmentation avec 0,25 𝑔𝑃𝑒𝑝. ℎ
−1 au VR = 1 et 0,28 

𝑔𝑃𝑒𝑝. ℎ
−1 au VR = 6. En revanche la différence de performance entre les deux modes est 

flagrante, avec entre 66% et 59% de peptides en plus pour le mode à flux variable à chaque VR. 

Ceci est attendu car d’une part, productivité est directement liée au flux de perméat parce qu’il 

entraîne avec lui les peptides. Ainsi le flux est élevé pour le mode à flux variable (de 9,92 à 

4,48 µ𝑚. 𝑠−1) et faible à flux constant (2,38 µ𝑚. 𝑠−1). D’autre part, le temps de séjour étant 

plus long, moins de peptides sont soutiré par heure de fonctionnement du procédé. 

En conclusion de ces deux modes de fonctionnements, le mode à flux contant présente des 

légers gains de conversion protéique, index enzymatique et de consommation d’eau, mais une 

productivité beaucoup plus faible avec le temps de fonctionnement de 2,5 fois plus élevé, ce 

qui conduirait plutôt à plus de dépenses énergétiques (maintien température). Le mode à flux 

variable est donc à l’inverse plus rapide et très productif. Dans le cas présent, pour une 

implémentation finale d’un REM, le choix en les deux modes serait donc à faire en fonction de 

facilité de mise en œuvre vs coût de procédé, le temps de séjour n’étant pas un facteur 

discriminant au vu de l’hydrolyse très efficiente des PTC par la ProlyvePAC®. 

 Production des peptides chélateurs 

Une vérification a également été faite pour confirmer la conservation du caractère chélateur 

du perméat initialement découvert et optimisé avec cette propriété. Les perméats ont été réduits 

en volume, congelés, lyophilisés, puis re-suspendus en eau à 𝑝𝐻 7 à des concentrations 

permettant d’avoir une gamme de chélation entre 0% et 100%. Le perméat non optimisée (cf. 
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§II.2.1 p.107 et §II.2.2 p.107 M&M) avait un pourvoir chélateur de 18,3 µ𝑀 de 𝐹𝑒2+ par 𝑚𝑔 

de peptides. Pour les REM les valeurs étaient de 13,4 et 13 µ𝑀 de 𝐹𝑒2+ par 𝑚𝑔 de peptides 

pour les fonctionnements à flux variable et constant, respectivement. Ce qui représente 73% et 

71% environ de l’activité obtenue en 𝑏𝑎𝑡𝑐ℎ. Cette différence est liée à la présence d’une 

population plus grande de peptides intermédiaires transmis à 30 kg.mol-1 qu’à 3 kg.mol-1 

(environ 50%), impliquant sans doute une plus faible proportion des peptides chélateurs. Dans 

la stratégie du développement d’une hydrolysat bifonctionnel, la purification des protéines était 

ciblée, donc un haut transfert de peptides ainsi qu’un flux élevé ont été recherchés. De ce fait 

la propriété de chélation a été impacté, mais une conservation de plus de 70% pour des telles 

modifications de procédé est acceptable.  

 

Figure 67 : Comparaison de l'activité chélatrice de fer (Fe2+) du perméat produit en condition d’une hydrolyse 

en batch (50°C – E/S 1/500 – pH 3 – 7h) suivi d’une séparation (membrane plane, cellulose – 3 kg.mol-1 – pH 9 

– PTM 2,5 bar – FRV = 2 puis DV = 5) avec les perméats produits en REM en fonctionnement à flux variable et 

constant (55°C – E/S – 1/170 – pH 3 – 50 min – fibres creuses, polysulfone – 30 kg.mol-1 – 3000 s-1 – VR  = 6). 

 Modélisation des REM 

 Ecriture des équations - Hydrolyse 

La modélisation du REM a été réalisée en utilisant les résultats des chapitres précedents de 

la réaction de protéolyse en batch et de la séparation membranaire.  

La protéolyse enzymatique, est un système complexe produisant plusieurs familles de 

peptides à différentes vitesses et selon différents mécanismes (one-by-one, zipper). Le 

mécanisme zipper notamment pose problème car les formes intégrales donnent une solution 

générale ne montrant pas une augmentation puis une disparition, juste le résultat de l’évolution 

des peptides totaux (Korobov & Ochkov 2011b). De ce fait, leur cinétique modélisée par 

l’intermédiaire du Xp, du DH ou du model de Michaelis-Menten, ne fournit pas d'informations 
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sur la dynamique précise des différents groupes de peptides. Ainsi une alternative est de plus 

en plus utilisée pour décrire la formation et la dégradation des peptides pendant l'hydrolyse : la 

résolutions du système d’équations différentielles simultanée de chaque composants (Adu-

Amankwa & Constantinides 1984; Abdallah & Seoud 2010; Munoz-Tamayo et al. 2012; 

Fernández & Riera 2013). Cette méthodologie nécessite néanmoins une description complète 

de tous les clivages qui ont lieu et ils consistent en un ensemble d'équations différentielles des 

concentrations de la protéine et des peptides.  

Fernández and Riera (2013) en analysant les cinétiques de la libération des 16 différents 

peptides simples à partir de la β-Lg par la trypsine, en ont identifié 3 types : (i) ceux libérés 

directement de la protéine. (ii) Les peptides intermédiaires. (iii) Les peptides finaux issus de 

peptides intermédiaires. Ici le chromatogramme donne six pics peptidiques, qui chacun 

regroupent hypothétiquement plusieurs différents peptides de masses molaires voisines ne 

permettant pas leur distinction. Or il n’est pas question de chercher à optimiser la séparation en 

ayant identifié tous les peptides mais un outil simple et rapide d’analyse. En effet, pour 

identifier tous les peptides, une technologie de point est nécessaire, la spectrométrie de masse 

(MS). Or en fonction des protocoles pour analyser des mélanges complexes, il faudrait d’abord 

des étapes préparatoires (fractionnement par chromatographie préparative, SDS-PAGE) puis 

l’analyse en MS qui peut prendre 2h par échantillon, en enfin l’analyse informatique des 

spectres via des logiciels et des bases de données spécifiques. Alors qu’une analyse en CLHP-

ES est possible sur des mélanges complexes sans préparation, l’analyse est rapide (30 min), et 

donne un chromatogramme interprétable en quelques minutes. Ainsi pour un développement 

rapide, pour un industriel, il est plus simple de s’équiper d’une CLHP et de faire des 

développements rudimentaires mais assez fonctionnels dans leur cadre applicatif.  

Par conséquent, l’analyse de la protéolyse proposée ici se base sur l’analyse du 

chromatogramme d’ES obtenu de l’hydrolysat des PTC, expliquée par les figures qui suivent.  

La Figure 68 montre le chromatogramme de la partie peptidique, et en admettant que 1 pic 

égale à 1 espèce, on peut supposer que six groupes de peptides sont générés, qu’ils soient ou 

non des peptides identiques, mais dont les conformations impliquent le même temps de 

rétention. Ensuite, parmi eux se dessinent trois groupes de peptides intermédiaires et trois 

groupes de peptides finaux.  
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Figure 68 : Exemple de chromatogramme de l’hydrolyse des PTC, partie peptidique uniquement. Les traits noirs 

délimitent les groupes peptidiques supposés : groupes des peptides intermédiaires de 1 à 3 et groupes des 

peptides finaux de 1 à 3. T1 – T7 : différences moments de prélevement entre 0h et 5h d’hydrolyse. 

Ensuite, la Figure 69 montre comment les évolutions des concentrations des peptides et de 

la cruciférine sont reportées des chromatogrammes à un graph des concentrations de chaque 

groupe de molécules en fonction du temps (cinétique d’hydrolyse). 

 

Figure 69 : Schématisation de la méthode pour la prise des concentrations pour la construction des cinétiques à 

partir des chromatogrammes et de la tendance d’évolution de chaque catégorie de molécule. 

Ainsi, en intégrant la complexité du clivage enzymatique, toutes les hypothèses sont 

appliquées pour expliquer la dynamique des peptides, peu importe leur origine. Une protéolyse 

se lit alors sur 3 niveaux : Protéine – Peptides intermédiaires (augmentation de concentration 

puis diminution) – Peptides finaux (augmentation de concentration).  
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Figure 70 : Schéma du mécanisme supposé de la déplétion de la cruciférine et de la formation des peptides. 

L’hydrolyse du premier niveau peut donner donc en parallèle des peptides intermédiaires et 

des peptides finaux. L’hydrolyse du deuxième niveau, ne donne que les peptides finaux. 

L’analyse du chromatogramme permet de déterminer l’endroit qu’occupent les peptides 

intermédiaires et les peptides finaux. Cela détermine les différents groupes de peptides. Ensuite 

un modèle de réaction sous forme d’équation différentielle est écrit avec l’hypothèse 

d’apparition et de disparition pour les peptides intermédiaires, et les hypothèses d’apparition 

des peptides finaux. Il y a autant d’équations que de variation d’espèces considérées (groupes 

peptidiques, protéine) évoluant en parallèle.  

Le modèle de réaction est basé donc sur le fait que peu importe les chemins conduisant à un 

groupe de peptides particulier, sa constante de réaction est une constante apparente de toutes 

celles entrant dans sa formation. A l’instart de l’hypothèse de simplification d’une cinétique de 

M-M, cette constante apparente comprend également la participation de la concentration de 

l’enzyme libre et du complexe enzyme-substrat (cf. §I.2.3.1 p.42 EB). En revanche une 

distinction est appliquée entre certains chemins :  

- Les peptides finaux proviennent de la protéine et des peptides intermédiaires. 

- Les peptides intermédiaires proviennent de la protéine et disparaissent pour donner des 

peptides finaux. (On suppose qu’un peptide intermédiaire ne donne pas un autre peptide 

intermédiaire, même si cela peut être erroné.) 

- Nous ne savons pas quel peptide intermédiaire participe à la formation d’un ou des 

peptides finaux. Dans ce cas, il est supposé que chacun des trois groupes de peptides 

intermédiaires participe à la formation des trois groupes de peptides finaux par des constantes 

de réaction communes. 
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Les équations du système s’écrivent alors de la manière suivante avec les constantes 

significatives vérifiées par l’analyse de sensibilité (cf. §II.9.4 p.137 M&M) :  

 

Eq. 168 - Eq. 169 - Eq. 170 - Eq. 171 - Eq. 172 - Eq. 173 - Eq. 174 
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L’évolution des concentrations des peptides (intermédiaires et finaux) et protéine en 

fonction du temps avec leur constantes d’apparition et consommation est ainsi modélisée. Ces 

dernières sont ajustées aux données expérimentales, permettant ainsi a posteriori de simuler 

toute concentration à un temps voulu sur le domaine étudié. Ceci a été appliqué et validé sur 

l’hydrolysat optimal défini précédemment par le domaine de Pareto (cf. §III.1.3 p.159 R&D). 

La Figure 71 ci-après montre la résolution des 17 paramètres cinétiques pour satisfaire les 

concentrations expérimentales (15 constantes 𝑘𝑥, un ordre de réaction n et la concentration de 

la cruciférine non hydrolysable [𝐶𝑟𝑢𝑐𝑛𝑜𝑛_ℎ𝑦𝑑]). Les concentrations peuvent ainsi être simulées 

entre 0 et 5h. Une moins bonne approximation est faite sur les peptides intermédiaires 1 et 3, 

mais globalement ces lois de vitesse de disparition des protéines et d'apparition des peptides 

aboutissent à une bonne corrélation entre l'évolution théorique de la concentration et les 

données expérimentales, pour chaque molécule (protéine et peptides, intermédiaires et finaux). 

 

Figure 71 : Simulation par équations différentielles simultanées pour la prédiction des cinétiques peptidiques 

pour les conditions optimales de production identifiées (1/448 – pH 3 – 55°C). 

La Figure 72 montre que l’écart entre les concentrations expérimentales et celles simulées 

(discrètes, correspondantes) sont dans la gamme de 25% d’erreur relative. Le mécanisme 

enzymatique supposé et le modèle mathématique constituaient donc en une évaluation 

satisfaisante de ce système.  

L’ajustement des paramètres ainsi déterminées sera ensuite appliqué pour la simulation de 

la réaction en mode continue. 
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Figure 72 : Erreur relative de la concentration de la protéine et des peptides simulés à des temps donnés de 

l'hydrolyse par rapport à leurs concentrations expérimentales correspondantes. 

 Transformation des concentrations simulées en chromatogramme 

Pour une simulation de l’hydrolyse en mode continue, il était nécessaire de penser en termes 

continuité de la méthodologie développée pour la simulation d’une séparation membranaire 

(Bodin 2016). Elle est basée sur la simulation de chromatogrammes dans les compartiments 

rétentats et perméats, donc en conséquence une méthode de représentation de l’hydrolysat en 

chromatogramme à chaque instant t de la réaction a été développée.  

La transformation en chromatogramme consiste à redessiner chaque pic représentatif d’un 

groupe de protéines ou peptides puis de sommer le tout en un seul chromatogramme. Les pics 

ont été calculés avec la fonction de pseudo-Voigt (cf. §II.4.5 p.118 M&M). Généralement les 

pics chromatographiques sont d’avantage représentatifs d’une fonction gaussienne, or dans 

l’analyse des chromatogrammes il s’est révélé que plus on se rapproche du signal protéique, 

plus le profil gaussien se dessine, et plus on se rapproche du signal des peptides de faible masse, 

plus le signal a une forme de la fonction de Lorentz. Une application stricte de l’un ou de l’autre 

fonction présentait alors une mauvaise modélisation sur l’un ou l’autre des extrêmes du signal. 
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Le profil de Voigt étant une composition des deux fonctions, et en plus leur proportion pouvant 

être modulé, son utilisation semble être la plus appropriée pour une bonne reconstruction du 

chromatogramme sur tout le signal. Le modèle a été validé avec le point cinétique à 2ℎ, qui 

n’était pas compris dans l’ajustement des constantes cinétiques.  

Globalement la reconstruction des graphes (utilisé ou non pour l’ajustement) correspond 

aux graphes expérimentaux (Figure 73). Un écart assez important quand même est observé sur 

les peptides intermédiaires : l'erreur relative est d'environ 40%. Ceci est la conséquence d’un 

ajustement moins précis sur cette zone des peptides intermédiaires 1 et 2, en plus de la 

surestimation qu’il pouvait y avoir entre la mpdélisation et l’expérimental. Pour les peptides 

finaux, l’erreur est correcte avec ± 25% d’écart. Cependant, l’écart sur la concentration des 

peptides intermédiaire n’est pas aussi important sur la Figure 72 (en dessous de 25% d’erreur). 

Cela indique que c’est la méthode des reconstructions des pics qui serait en cause, un léger 

décalage augmente considérablement l’erreur relative. En effet, la concentration prise en 

compte expérimentale est celle prise au sommet des pics du chromatogramme, et ces points 

particuliers présentent autant de déviation que la figure précédemment citée. De plus, les 

endroits entre les pics sont également sujets à plus d’erreur, étant donné que les pics se 

chevauchent, une quantité de signal artéfact est ajoutée. Or des différences de même grandeur 

ont cependant étaient observées lors des simulations de chromatogrammes par Bodin (2016) 

mais cela n’a pas été une gêne au succès des simulations de séparation membranaire de 

l’hydrolysat de lait. La méthodologie actuelle a été ainsi acceptée pour la suite des travaux. 
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Enfin, la Figure 74 montre la superposition du chromatogramme prédit de l’hydrolysat et 

du chromatogramme moyen sur six productions de 2 𝐿 de cet hydrolysat optimal. On peut voir 

que comme pour les comparaisons précédentes, la prédiction est très correcte sur les peptides 

finaux et le peptide intermédiaire 3, en revanche une surestimation persiste sur les peptides 

intermédiaires 1 et 2. La prédiction de la cruciférine est correcte également. Le léger décalage 

de 𝑇𝑅 est dû au décalage d’élution dans la colonne d’ES mais cela n’empêche pas 

l’identification de la protéine. La modélisation est donc aussi validée sur la production d’un 

plus grand volume d’hydrolysat. 

Figure 73 : Comparaison entre les 

chromatogrammes expérimentaux et calculés de 

l’hydrolysat entre 0 et 5 heures, et un point issu 

d’expérience additionnelle de validation 

d’hydrolysat à 2h (nr = 4). L’expérience à 2h n’a 

pas été comprise dans l’ajustement des paramètres. 
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Figure 74 : Chromatogramme massique prédit (pointillé rouge) de l’hydrolysat (10 g.L-1, pH 3, 55°C, E/S 1/448 

et 2h) et le chromatogramme massique moyen (nr = 6) des productions d’hydrolysats (traits bleus) 

correspondant aux mêmes conditions pour un volume final de 2 L. 

 Modélisation des fractionnements en UF 

Afin de pouvoir prédire les performances d’un REM, une modélisation doit être faite pour 

l’hydrolyse d’une part et pour la séparation d’autre part. Le modèle d’hydrolyse ayant été défini 

et sa validité confirmée, la modélisation des caractéristiques de la partie séparation 

membranaire, en modes de CD et DF a ensuite été réalisée (cf. §II.7.3 p.132 M&M). Pour ce 

faire, la théorie du film a été ajoutée à la modélisation par bilan de matière et les calculs ont été 

comparés aux les expériences correspondantes.  

La Figure 75 A présente le rendement en napine (rétentat), la pureté en protéines (rétentat) 

et le rendement en peptides (perméat) en mode CD pour la membrane de 30 kg.mol-1. Les 

expériences ayant été réalisées en deux fois, les deux réplicas sont présents pour les valeurs 

expérimentales. Le rendement de la napine est prédit au minimum à 0,99 à la fin du procédé, et 

les expériences sont en accord avec la prédiction dans les limites de 20% d’erreur avec un 

rendement ~0,94 en moyenne entre les FRV = 3 et FRV = 8. La pureté protéique, qui est de 

~50% au départ, augmente progressivement jusqu’à ~63% au FRV = 8. La prédiction est très 

correcte avec moins de 5% d’erreur tout le long du procédé. Le rendement en peptides dans le 
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perméat est de ~0,19 au FRV = 2 et augmente jusqu’à ~0,4 au FRV = 8. La prédiction est 

également très bonne avec moins de 10% d’erreur tout le long du procédé. 

La Figure 75 B présente le rendement en napine (rétentat), la pureté en protéines (rétentat) 

et le rendement en peptides (perméat) en mode DF pour la membrane de 30 kg.mol-1. Le 

rendement en napine est de ~0,88 au DV = 1 et diminue légèrement à ~0,8 au DV = 8. La 

prédiction prévoit moins de perte avec 0,96 de rendement en napine à la fin mais globalement 

toutes les valeurs expérimentales sont dans la limite des 20% d’erreur acceptée. La pureté en 

protéines augmente de ~50% au DV = 0 à ~0,69% au DV = 8. La prédiction surestime ce 

paramètre au fur et à mesure procédé, en passant d’erreur de moins de 10% jusqu’à DV = 3, à 

moins de 20% entre le DV = 4 et DV = 8 et une valeur de pureté de 85% finale. La prédiction 

reste donc acceptable. Le rendement en peptides dans le perméat présente plus de dispersion au 

niveau des réplicas, avec ~0,23 au DV = 1 et de ~0,68 en moyenne au DV = 8. La prédiction est 

moins bonne en surestimant le passage des peptides à 0,3 au DV = 1 ou 0,86 au DV = 8 par 

exemple. L’erreur serait alors un peu plus grande, plutôt de ~25%. Cela peut rester acceptable, 

sachant qu’un réplica sur deux est compris dans la limite des 20% d’erreur accepté initialement. 

La Figure 75 C présente le rendement en napine (rétentat), la pureté en protéines (rétentat) 

et le rendement en peptides (perméat) en mode CD pour la membrane de 100 kg.mol-1. Le 

rendement en napine diminue progressivement jusqu’à ~0,92 au FRV = 8. La prédiction est 

correcte avec un rendement de 0,97 au même FRV, et le reste des valeurs sont comprises dans 

les 20% d’erreur acceptée. La pureté en protéines est de 52% au début, pour augmenter 

progressivement jusqu’à ~72% au FRV = 8. La prédiction montre en revanche une nette 

augmentation entre le FRV = 1 et FRV = 1,1 (61%) alors que la tendance de l’augmentation 

expérimentale est plus douce (58% de pureté à FRV = 2). Néanmoins tous les points sont 

compris dans l’écart de 20% accepté ce qui valide la modélisation. Le rendement des peptides 

dans le perméat est de ~0,31 au FRV = 2, puis augmente jusqu’à ~62% au FRV = 8. De la même 

manière que pour la pureté, la prédiction indique une augmentation très abrupte entre FRV = 1 

et FRV = 1,1 (𝑅𝑑𝑚𝑃𝑒𝑝 = 0,33) ce qui a pour conséquence d’éloigner les valeurs expérimentales 

au FRV = 2 (𝑅𝑑𝑚𝑃𝑒𝑝  ~0,31). Par la suite par contre la prédiction est correcte avec les valeurs 

expérimentales dans les 20% d’erreur acceptée. 

La Figure 75 D présente le rendement en napine (rétentat), la pureté en protéines (rétentat) 

et le rendement en peptides (perméat) en mode DF pour la membrane de 100 kg.mol-1. Le 

rendement en napine diminue jusqu’à ~0,82 en moyenne au DV = 8. La prédiction montre la 
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même tendance avec une valeur de fin de 0,81. Quasiment tous les points expérimentaux sont 

compris dans les 20% d’erreur acceptée, ce qui valide ce modèle. La pureté en protéines est de 

~50% au départ, et augmente jusqu’à 80% au DV = 8. La prédiction s’écarte un peu à partir du 

DV = 4 pour une valeur finale de 96%, mais tous les points sont dans la limite des 20% d’erreur, 

donc le modèle reste acceptable.  Le rendement en peptides est de ~0,32 au DV = 1 et augmente 

jusqu’à ~0,84 au DV = 8. A l’instar de la membrane de 30 kg.mol-1 la dispersion entre des 

valeurs des deux réplicas est aussi élevée. Ceci résulte en un réplica qui est compris dans la 

prédiction avec 20% d’erreur acceptée, alors que l’autre est plus éloigné, la prédiction 

surestimant le passage de peptides avec à la fin 0,96 de rendement. Néanmoins, en prenant la 

moyenne sur chaque point, toutes les valeurs seraient dans la plage d’erreur acceptée, donc 

finalement le modèle prédictif peut être validé. 

 
Figure 75 : Comparaison de la simulation des performances (rendement napine rétentat, pureté protéines 

rétentat et rendement peptides perméat) en ultrafiltration à 3000 s-1 et PTM de 2 bar. (A) En CD pour la 

membrane de 30 kg.mol-1, (B) en DF pour la membrane de 30 kg.mol-1, (C) en CD pour la membrane de 100 

kg.mol-1 et (D) en DF pour la membrane de 100 kg.mol-1. 
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En conclusion, d’un côté, en CD les prédictions sont quasiment dans les bornes de ±20% 

de l’erreur relative acceptée, pour les deux membranes et pour tous les critères. De l’autre côté, 

la prédiction en DF est bonne pour le rendement en napine, par contre une surestimation est 

présente pour la pureté en napine atteignant les 20% d’erreur relative au DV = 8, et enfin le 

rendement en peptides a une prédiction acceptable pour une expérience sur deux. La théorie du 

film (cf. Eq. 134-Eq. 152 p.127-129 M&M) a grandement amélioré la prédiction par rapport à 

une hypothèse simple de transfert de peptides (cf. Eq. 53-Eq. 56 p.77-78 EB) mais les 

expériences montrent une grande variabilité quant au transfert en DF, témoignant de la 

complexité du système. La faiblesse de la méthode est que l’étalonnage n’est pas fait dans des 

conditions de flux limite, amenant sans doute à cette déviation quand le nombre de diavolumes 

augmente. Néanmoins, sachant que les paramètres pour calculer la rétention réelle et les 

coefficients de transfert de matière 𝑘𝑐𝑙 ont été empruntés à la littérature (cf. Eq. 125 p.124 

M&M), lesquels ont été déterminés avec des modules et des molécules différentes, ces résultats 

sont assez satisfaisants pour la suite de l’étude. Une piste d’amélioration tout de même pour des 

études plus poussée sur ce procédé serait de déterminer expérimentalement la rétention réelle 

et les coefficients de transfert de matière 𝑘𝑐𝑙, comme il est fait de plus en plus pour la séparation 

des mélanges complexes (Nakao & Kimura 1981; Causserand 2006; Ahmad et al. 2006; 

Bakhshayeshi et al. 2012). 

 Ecriture des équations – Hydrolyse et Séparation 

Le modèle de la protéolyse étant déterminé, et la modélisation de la séparation membranaire 

validée, les deux peuvent être combinés. Le schéma de la Figure 76 résume les concepts à 

prendre en compte pour le bilan de matière total. Pour le côté rétentat, 𝑄𝑎 est le débit 

d’alimentation de la suspension de PTC, 𝐶𝑎 la concentration en PTC (cruciférine ou napine), 

𝐶𝑟 la concentration en molécules dans le rétentat (l’indice i représentant les protéines ou les 

peptides), 𝑉𝑟 est le volume du rétentat, 𝑄𝑟 est le débit sortant du rétentat (fixé), 𝑄𝑐 est le débit à 

la sortie du module de filtration, 𝐶𝑐 la concentration en molécules à la colonne membranaire 

(l’indice i représentant les protéines ou les peptides), 𝑟𝑖 et le taux de réaction (égale à −𝑟𝐶𝑟𝑢𝑐 

pour la disparition de la cruciférine et 𝑟𝑝𝑒𝑝𝑡𝑖𝑑𝑒𝑖 pour l’apparition des peptides (cf. Eq. 168 - Eq. 

169 - Eq. 170 - Eq. 171 - Eq. 172 - Eq. 173 - Eq. 174 p.212). Du côté perméat, 𝐶𝑝 est la 

concentration en molécules transférées dans le perméat à la membrane, 𝑄𝑝 est le débit du 

perméat et 𝑉𝑝 le volume du perméat.  
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Figure 76 : Schéma du montage REM représentant le flux de matière. 

 Rétentat  

 𝑑𝐶𝑟𝑖 ∙ 𝑉𝑟

𝑑𝑡
=  𝑄𝑎 ∙ 𝐶𝑎𝑖 − 𝑄𝑟 ∙ 𝐶𝑟𝑖 + 𝑄𝑐 ∙ 𝐶𝑐𝑖 + 𝑟𝑖 ∙ 𝑉𝑟 

Eq. 175 

Avec 
𝑑𝑉𝑟

𝑑𝑡
= 0 ; 𝑄𝑎 = 𝑄𝑝 ; 𝑄𝑟 ∙ 𝐶𝑟𝑖 − 𝑄𝑐 ∙ 𝐶𝑐𝑖 = 𝑄𝑝 ∙ 𝐶𝑝𝑖;  

𝐶𝑝𝑖 = (1 − 𝑅𝑟𝑒́𝑒𝑙𝑖)𝐶𝑚𝑖 et une division par 𝑉𝑟 
 

 𝑑𝐶𝑟𝑖
𝑑𝑡

=  
𝑄𝑝(𝐶𝑎𝑖 − (1 − 𝑅𝑟𝑒́𝑒𝑙𝑖)𝐶𝑚𝑖)

 𝑉𝑟
+ 𝑟𝑖 Eq. 176 

 En intégrant l’Eq. 136 (p.127) de 𝐶𝑚 en fonction de 𝐶𝑟 :  

 
𝑑𝐶𝑟𝑖
𝑑𝑡

=  

𝑄𝑝 [𝐶𝑎𝑖 − (1 − 𝑅𝑟𝑒́𝑒𝑙𝑖) ∙ ((𝐶𝑟𝑖 − 𝐶𝑝𝑖) × 𝑒

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥
𝑘𝑐𝑙𝑖 + 𝐶𝑝𝑖)]

 𝑉𝑟
+ 𝑟𝑖 

Eq. 177 

Les évolutions de la partie non hydrolysable de la cruciférine (20%) et la napine sont 

considérées comme des accumulations simples : 

 𝑑𝐶𝑟𝑖
𝑑𝑡

=  
𝑄𝑝(𝐶𝑎𝑖)

 𝑉𝑟
 Eq. 178 
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 Perméat  

 𝑑𝐶𝑝𝑖 ∙ 𝑉𝑝

𝑑𝑡
= 𝑄𝑝 ∙ 𝐶𝑝𝑖 

 

 

Avec 
𝑑𝑉𝑝

𝑑𝑡
= 𝑄𝑝 ; la concentration en peptide sortant de la membrane  

 𝐶𝑝𝑖 = (1 − 𝑅𝑟𝑒́𝑒𝑙𝑖) ∙ 𝐶𝑚𝑖 ; et en soustrayant les peptides déjà pris en 

compte dans le perméat 𝐶𝑝𝑖
̃ : 

 

 𝑑𝐶𝑝𝑖
𝑑𝑡

=
𝑄𝑝 ∙  (1 − 𝑅𝑟𝑒́𝑒𝑙𝑖) ∙ 𝐶𝑚𝑖 − 𝑄𝑝 ∙ 𝐶𝑝𝑖

̃

𝑉𝑝
 Eq. 179 

 En intégrant l’Eq. 136 (p.127) de 𝐶𝑚 en fonction de 𝐶𝑟 :  

 
𝑑𝐶𝑝𝑖
𝑑𝑡

=

𝑄𝑝 ∙  [(1 − 𝑅𝑟𝑒́𝑒𝑙𝑖) ∙ ((𝐶𝑟𝑖 − 𝐶𝑝𝑖) × 𝑒

𝐽𝑓𝑙𝑢𝑥
𝑘𝑐𝑙𝑖 + 𝐶𝑝𝑖) − 𝐶𝑝𝑖

̃]

𝑉𝑝
 

Eq. 180 

Le système est donc composé de 17 équations différentielles comprenant la variation dans 

le temps des protéines (napine, cruciférine hydrolysable et non hydrolysable), des peptides dans 

le rétentat et le perméat et les volumes des rétentat et perméat. La partie de la pré-hydrolyse est 

modélisée en même temps en appliquant 𝑄𝑝 = 0 jusqu’à 50 minutes.  

Concernant ce dernier point de la pré-hydrolyse de 50 min, il est à noter qu’une modification 

de l’hydrolyse optimale a été faite. En effet, au départ sur le front de Pareto la production 

économique en mode batch selon la méthode « min-max » se trouvait au milieu de la courbe, 

pour un temps d’hydrolyse de 2 heures. Or pour un fonctionnement de REM à temps de séjour 

constant et égal au temps d’hydrolyse c’est difficilement réalisable (flux cible très faible). De 

plus, ce mode de fonctionnement devant être comparé au mode de fonctionnement au temps de 

séjour variable avec le même nombre de volume de remplacement, ce temps d’hydrolyse devait 

être raccourcis. Le front de Pareto permet de faire justement ce changement, étant donné que 

toutes les solutions présentées sont équivalentes. Une durée d’hydrolyse longue nécessite peu 

d’enzyme, et une durée courte nécessite beaucoup d’enzymes. Dans le cas présent l’accent a 

ainsi été mis sur le fait que l’hydrolyse optimale doit se faire le plus rapidement possible, 

permettant un débit de perméat adéquat. Ainsi pour avoir un débit facile à suivre avec un chiffre 

rond de 2 𝑚𝐿.𝑚𝑖𝑛 − 1 (~2,4 µ𝑚. 𝑠−1), le point optimal a été choisi à 50 min de temps 

d’hydrolyse (proche de la limite minimale de 45 min), ce qui correspond au passage d’un 
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volume de 100 𝑚𝐿. Le nouveau ratio 𝐸/𝑆 utilisé pour les REM est donc de 1/170 et la même 

méthodologie (cf. §III.3.5.1 p.208 R&D) de détermination de paramètres du modèle de la 

protéolyse a été appliquée. 

 Validation de modélisation de REM par bilan de masse 

La modélisation de la protéolyse et celle de la séparation membranaire ayant été validées, 

les deux sont maintenant couplés pour modéliser un REM. Les variations de masse pour chaque 

compartiment et chaque molécule ont donc été modélisées avec les Eq. 175 à Eq. 180 (p.221) 

dans les conditions d’hydrolyse optimale (55°C, 𝐸/𝑆 1/170). La modélisation du flux de 

perméat à la 𝑃𝑇𝑀 de 2 𝑏𝑎𝑟 a été faite à partir de l’expérience en CD. Les variations des peptides 

sont celles des peptides totaux.  

La Figure 77 présente les modélisations et leurs vérifications expérimentales pour le REM 

en fonctionnement à flux de perméat variable. Les expériences ont été réalisées en deux fois, 

les valeurs pour les deux réplicas sont donc représentées sur les figures. 

La Figure 77 A présente la modélisation de la concentration des peptides totaux dans le 

rétentat en fonction de la durée totale du procédé REM. La pré-hydrolyse a lieu jusqu’à 50 min 

puis la 𝑃𝑇𝑀 est appliquée pour le soutirage. La pré-hydrolyse résulte donc en une concentration 

de ~6,2 𝑔. 𝐿−1 puis à la fin du soutirage (VR = 6) la concentration est de ~23 𝑔. 𝐿−1, témoignant 

d’une accumulation de peptides dans le rétentat. Les résultats en UF seule ont déjà montré une 

tendance à retenir les peptides très fortement à cause des phénomènes d’agrégation entre les 

molécules et une couche de polarisation importante (cf. §III.2 p.163 R&D). C’est ce qui est 

retrouvé ici avec une concentration de peptides dans le rétentat qui a presque quadruplée. 

Néanmoins, on ne cherche pas encore ici à obtenir un lessivage total des peptides, mais une 

modélisation correcte du procédé. Ainsi on peut voir qu’une sous-estimation du modèle est 

présente pour la pré-hydrolyse, et que par la suite la prédiction du soutirage est correcte en 

restant dans les 20% d’erreur acceptée, sauf pour le dernier point expérimental, un peu plus 

élevé au la prédiction à ~18 𝑔. 𝐿−1.  

La Figure 77 B présente la modélisation de la concentration des peptides totaux dans le 

perméat en fonction de la durée totale du procédé REM. Au VR = 1, la valeur moyenne de 

peptides sortis est de ~2 𝑔. 𝐿−1, puis le soutirage est plutôt stable, avec une légère augmentation 

au VR = 6 à ~2,6 𝑔. 𝐿−1 de peptides. La prédiction est assez bien représentative de cette 

évolution, avec les points expérimentaux globalement dans les 20% d’erreur acceptée. 
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La Figure 77 C présente la modélisation du flux et du volume du perméat en fonction de la 

durée totale du procédé. Il n’y quasiment pas de dispersion entre les points expérimentaux, du 

début du soutirage (~9,9 µ𝑚. 𝑠−1) jusqu’à la fin (~4,5 µ𝑚. 𝑠−1), prélevé au VR = 5. Le flux de 

perméat étant un facteur très important pour le transfert des peptides, il faudrait qu’il y ait le 

moins d’erreur possible sur sa prédiction. En l’occurrence l’erreur d’environ 10% en moyenne 

sur tous les points de prélèvement. La modélisation basée sur le mode d’UF en CD a donc 

permis une bonne approximation pour le fonctionnement en REM. Le volume de rétentat étant 

égale à 100 𝑚𝐿, pour le volume du perméat c’est 600 𝑚𝐿 qui sont attendu. En revanche la 

prédiction surestime le volume de 100 𝑚𝐿 à chaque VR. Cela serait dû à la surestimation de 

10% du flux, qui résulte en une surestimation du volume de perméat prédit. Cependant cela 

reste dans les 20% d’erreur acceptable et ne devrait donc pas être très préjudiciable à des 

simulations futures. 

La Figure 77 D enfin, présente les concentrations des protéines dans le rétentat, la napine 

et la cruciférine, en fonction de la durée totale du REM. La concentration de la napine est de 

~4,5 𝑔. 𝐿−1 au départ de la pré-hydrolyse puis diminue un peu jusqu’à ~3,8 𝑔. 𝐿−1 à la fin de la 

pré-hydrolyse. Puis comme la napine n’est pas hydrolysée et est retenue par la membrane, une 

fois le soutirage et l’ajout de solution stock enclenché, la napine s’accumule dans le rétentat 

jusqu’à ~32 𝑔. 𝐿−1. C’est environ huit fois plus concentré qu’au départ, et cela correspond à ce 

qui est attendu étant donné qu’à la concentration initiale, six VR sont ajoutés avec la napine. La 

modélisation surestime un peu la concentration tout le long du procédé, mais reste assez 

correcte, avec globalement tous les points dans les 20% d’erreur acceptée. En ce qui concerne 

la cruciférine, pendant la pré-hydrolyse la concentration initiale à ~3,2 𝑔. 𝐿−1 diminue jusqu’à 

0,38 𝑔. 𝐿−1 avant l’application du soutirage. Puis au soutirage, elle s’accumule un peu jusqu’à 

~9,8 𝑔. 𝐿−1. Sachant que sa concentration finale sans hydrolyse serait d’environ 22,4 𝑔. 𝐿−1, et 

qu’environ 20% de la cruciférine n’est pas hydrolysée, la concentration finale devrait être de 

4,5 𝑔. 𝐿−1. Or la concentration finale est double de celle attendue, indiquant que l’hydrolyse a 

été moins efficace que prévue, amenant à une accumulation de la cruciférine plus élevée. Etant 

donné qu’il n’y a pas de désactivation enzymatique notable (conservation de l’activité dans le 

rétentat et activité quasi inexistante dans le perméat), la concentration de la cruciférine pourrait 

être la cause. En effet, la cruciférine a des propriétés gélifiantes (Wanasundara et al. 2016), et 

il a été démontré avec les protéines du lactosérum que plus leur concentration est élevée, plus 

la gélation est importante, et plus le DH est faible, donc plus la conversion protéique est faible 

(Butré et al. 2012).
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Figure 77 : Comparaison de l’expérience (nr = 2) et de la modélisation du REM en fonctionnement à flux de perméat variable (55°C, pH 3, E/S 1/170, PTM 2 bar, taux de 

cisaillement de 3000 s-1) à partir du début de la pré-hydrolyse. (A) Concentration des peptides totaux dans le rétentat. (B) Concentration des peptides totaux dans le perméat. 

(C) Volume et flux du perméat. (D) Concentration de la cruciférine et de la napine dans le rétentat. 
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Dans le cas présent, même si l’hydrolyse est quasi instantanée lors de l’ajout de la solution 

de stock, quelques molécules de cruciférine peuvent échapper et s’agglomérer aux cruciférines 

déjà gélifiées, ce qui augmente au fur et à mesure la concentration de la cruciférine indisponible 

pour l’hydrolyse. Toutefois on ne s’intéresse pas à l’hydrolyse totale de la cruciférine, mais à 

sa modélisation. La prédiction montre ainsi que l’évolution de la concentration de la cruciférine 

est bien représentée au cours du procédé. 

La Figure 78 présente ensuite l’erreur relative de bilan de matière sur tout le procédé du 

REM en mode à flux variable, de l’expérience et de la modélisation pour vérifier que la masse 

entrée est égale à la masse en sortie. En l’occurrence, cela permet de vérifier que la quantité 

hydrolysée de la cruciférine correspond à la quantité de peptides produits, qu’ils soient dans le 

rétentat ou dans le perméat. Pour l’expérience, l’erreur est plus grande sur la partie de la pré-

hydrolyse, mais globalement tous les points sont compris dans les 20% d’erreur relative 

acceptée, ce qui montre qu’il n’y a pas de problèmes de perte ou d’ajout de matière inexpliquée 

à chaque étape. La modélisation montre également que les changements induit au cours du 

temps, l’ajout de matière, l’hydrolyse et le transfert de peptides sont bien intégrés et cela valide 

les équations du modèle ainsi que toute la méthodologie utilisée pour y parvenir. 

 

Figure 78 : Erreur relative sur le bilan de matière entrée – sortie pour le fonctionnement REM à flux de perméat 

variable (nr = 2). 

La Figure 79 présente les modélisations et leurs vérifications expérimentales pour le REM 

en fonctionnement à flux de perméat constant. 
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La Figure 79 A présente la modélisation de la concentration des peptides totaux dans le 

rétentat en fonction de la durée totale du procédé REM. La pré-hydrolyse a lieu jusqu’à 50 min 

puis la 𝑃𝑇𝑀 est appliqué pour le soutirage. La pré-hydrolyse donne à la fin une concentration 

de ~5,5 𝑔. 𝐿−1 de peptides puis à la fin du soutirage (VR = 6) la concentration est de ~19 𝑔. 𝐿−1. 

Les peptides s’accumulent donc aussi dans le rétentat pour ce mode. La modélisation de la pré-

hydrolyse est correcte avec les valeurs sur la limite de +20% d’erreur accepté, et par la suite la 

prédiction du soutirage est correcte en restant autour de la prédiction principale dans les 20% 

d’erreur acceptée.  

La Figure 79 B présente la modélisation de la concentration des peptides totaux dans le 

perméat en fonction de la durée totale du procédé REM. Au VR = 1, la valeur moyenne de 

peptides sortis est de ~2,2 𝑔. 𝐿−1, puis le soutirage est plutôt stable, avec une légère 

augmentation au VR = 6 avec ~2,7 𝑔. 𝐿−1 de peptides. La prédiction montre une augmentation 

plus abrupte, mais à part le premier point du soutirage hors de la prédiction, le reste des points 

expérimentaux sont dans les 20% d’erreur acceptée. 

La Figure 79 C présente la modélisation du flux et du volume du perméat en fonction de la 

durée totale du procédé. Le flux étant fixé dans ce cas, il n’y a pas vraiment de modélisation, 

mais elle a été laissée pour garder la même présentation que pour le mode à flux variable. La 

prédiction sur le volume surestime le volume de 50 à 100 𝑚𝐿 à chaque VR. Cependant cela 

reste dans les 20% d’erreur acceptable, comme pour le mode à flux variable, et devrait être très 

acceptable pour les simulations futures. 

La Figure 79 D enfin, présente les concentrations des protéines dans le rétentat, la napine 

et la cruciférine, en fonction de la durée totale du REM. La concentration de la napine est de 

~4,5 𝑔. 𝐿−1 au départ de la pré-hydrolyse puis diminue un peu jusqu’à ~4 𝑔. 𝐿−1 à la fin de la 

pré-hydrolyse, et enfin augmente linéairement jusqu’à ~35 𝑔. 𝐿−1. Cela reste correct vis-à-vis 

de l’accumulation attendue, et la modélisation en bonne avec globalement tous les points dans 

les 20% d’erreur acceptée. Concernant la cruciférine, pendant la pré-hydrolyse la concentration 

initiale est à ~3,3 𝑔. 𝐿−1 puis elle diminue jusqu’à 0,88 𝑔. 𝐿−1 avant l’application du soutirage. 

Puis au soutirage, elle s’accumule linéairement jusqu’à ~10,2 𝑔. 𝐿−1. Comme pour le mode à 

flux variable, la cruciférine a été moins hydrolysée que prévue, possiblement à cause de sa 

capacité de gélification. 
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Figure 79 : Comparaison de l’expérience (nr = 2) et de la modélisation du REM en fonctionnement à flux de perméat constant (55 °C, pH 3, E/S 1/170, débit perméat 2 

mL.min-1 (flux ~2,4 µ𝑚. 𝑠−1), taux de cisallement de 3000 s-1) à partir du début de la pré-hydrolyse. (A) Concentration des peptides totaux dans le rétentat. (B) Concentration 

des peptides totaux dans le perméat. (C) Volume du perméat et flux du perméat. (D) Concentration de la cruciférine et de la napine dans le rétentat. 
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La Figure 80 présente l’erreur relative de bilan de matière sur tout le procédé du REM en 

mode à flux constant. Expérimentalement, le bilan est bon avec quasiment tous les points 10% 

d’erreur relative, sauf le point à 40 min de pré-hydrolysée et au VR = 1, mais qui sont dans la 

limite de 20% d’erreur. La modélisation est également très correcte, avec moins d’erreur sur le 

soutirage que sur la pré-hydrolyse, et valide donc la méthodologie dans ce cas aussi. 

 

Figure 80 : Erreur relative sur le bilan de matière entrée – sortie pour le fonctionnement REM à flux de perméat 

constant (nr = 2). 

En conclusion, le modèle de systèmes d’équations mis en place est valide et peut donc 

modéliser l’évolution des concentrations de tous les composants de l’hydrolysat au cours du 

temps dans les deux modes de fonctionnement de REM, à flux variable ou constant.  

 Validation du modèle par les grandeurs de caractérisation 

Pour aller plus loin, le modèle a été éprouvé en modélisant directement les grandeurs de 

caractérisation, toujours pour les deux modes de fonctionnement, et a été comparée avec les 

valeurs expérimentales. Les calculs ont été réalisés de la même manière que pour le paragraphe 

précèdent III.3.3 (cf. Eq. 160-Eq. 163 p.136 M&M).  

La Figure 81 A présente la modélisation et l’expérience correspondante pour le REM en 

fonctionnement à flux variable de l’évolution de la conversion protéique en fonction des VR. 

Au VR = 1, 𝑋𝑚 vaut ~0,19 𝑔𝑃𝑒𝑝. 𝑔𝑃𝑟𝑜𝑡
−1 puis augmente progressivement jusqu’à ~0,38 

𝑔𝑃𝑒𝑝. 𝑔𝑃𝑟𝑜𝑡
−1 au VR = 6. La modélisation prévoit la même tendance, avec les points 

expérimentaux moyens compris dans la limite de 20% d’erreur. 
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La Figure 81 B présente la consommation d’eau par grammes de peptides dans le perméat 

en fonction des VR. Au VR = 1, la consommation expérimentale démarre à ~0,5 𝐿𝑒𝑎𝑢. 𝑔𝑃𝑒𝑝
−1 

puis diminue progressivement jusqu’à ~0,39 𝐿𝑒𝑎𝑢. 𝑔𝑃𝑒𝑝
−1 au VR = 6. La prédiction montre que 

la consommation est très élevée au tout début, presque de 1 𝐿𝑒𝑎𝑢. 𝑔𝑃𝑒𝑝
−1, donc très peu de 

peptides sont transmis, mais cela change rapidement au cours de la moitié du premier VR où 

elle est de 0,65 𝐿𝑒𝑎𝑢. 𝑔𝑃𝑒𝑝
−1, puis ce coût est amoindri progressivement en suivant la même 

tendance que l’expérimentation. La prédiction est donc valide. 

La Figure 81 C présente l’index enzymatique en fonction des VR. La tendance des points 

expérimentaux est linéaire, jusqu’à ~262 𝑔𝑃𝑒𝑝. 𝑔𝐸
−1 au VR = 6. La tendence de la prédiction 

est légèrement courbée à partir du VR = 4, mais reste très proche de la valeur expérimentale 

avec 279 𝑔𝑃𝑒𝑝. 𝑔𝐸
−1 au même VR. Les points de l’expériences restent ainsi dans la limite de 

l’erreur acceptable et valident la prédiction. 

La Figure 81 D présente la productivité, la masse de peptides dans le perméat par heure de 

fonctionnement totale du REM en fonction des VR. La productivité expérimentale moyenne 

augmente de ~0,18 𝑔𝑃𝑒𝑝. ℎ
−1 au VR = 1 jusqu’à ~0,5 𝑔𝑃𝑒𝑝. ℎ

−1  au VR = 6. La prédiction suit 

la même tendance avec les points expérimentaux globalement dans la limite des 20% d’erreur 

acceptée. 

 

Figure 81 : Comparaison des paramètres de caractérisation de l’expérience (nr = 2) et de la modélisation du 

REM en fonctionnement à flux de perméat variable (55°C, pH 3, E/S 1/170, PTM 2 bar, taux de cisaillement 

3000 s-1). (A) Conversion protéique des peptides totaux produits (perméat) par rapport aux protéines entrées 

(rétentat). (B) Consommation de litres d’eau par grammes de peptides produits (perméat). (C) Index 

enzymatique en peptides produits (perméat) par rapport à la quantité d’enzyme utilisée. (D) Production peptides 

(perméat) par heure, durée à partir du début de la pré-hydrolyse. 
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La Figure 82 A présente la modélisation et l’expérience correspondante pour le REM en 

fonctionnement à flux constant de l’évolution de la conversion protéique en fonction des VR. 

Au VR = 1, 𝑋𝑚 vaut ~0,18 𝑔𝑃𝑒𝑝. 𝑔𝑃𝑟𝑜𝑡
−1 puis augmente progressivement jusqu’à ~0,36 

𝑔𝑃𝑒𝑝. 𝑔𝑃𝑟𝑜𝑡
−1 au VR = 6. Quasiment la même valeur est présente que VR = 5, indiquant plutôt 

une tendance stationnaire à partir de ce VR. La modélisation prévoit plutôt une augmentation, 

avec 0,46 au VR = 5 et 0,52 au VR = 6. Il faudrait donc prendre avec précaution la prédiction 

de ce critère pour ce mode de fonctionnement en sachant qu’il sera sans doute très surestimé. 

La Figure 82 B présente la consommation d’eau par grammes de peptides dans le perméat 

en fonction des VR. Au VR = 1, la consommation expérimentale démarre à ~0,45 𝐿𝑒𝑎𝑢. 𝑔𝑃𝑒𝑝
−1 

puis diminue très légèrement jusqu’à ~0,37 𝐿𝑒𝑎𝑢. 𝑔𝑃𝑒𝑝
−1 au VR = 6. La prédiction montre que 

la consommation est aussi très élevée au tout début, supérieure à 1 𝐿𝑒𝑎𝑢. 𝑔𝑃𝑒𝑝
−1 au VR < 0,4 

puis la consommation diminue progressivement jusqu’à 0,71 𝐿𝑒𝑎𝑢. 𝑔𝑃𝑒𝑝
−1 au VR = 1, et 0,53 

𝐿𝑒𝑎𝑢. 𝑔𝑃𝑒𝑝
−1 au VR = 2. Ainsi il n’y a que le point expérimental au VR = 1 qui n’est pas dans 

la limite des 20% d’erreur, mais pour la suite la prédiction représente assez bien la tendance de 

l’expérience, ce qui valide la modélisation. On peut aussi remarquer que pour le REM en mode 

à flux constant, la diminution de la consommation d’eau est moins abrupte que pour le mode à 

flux variable. Ceci est lié directement au flux, qui en effet diminue rapidement pendant le 

premier VR. 

La Figure 82 C présente l’index enzymatique en fonction des VR. La tendance des points 

expérimentaux est linéaire, jusqu’à ~276 𝑔𝑃𝑒𝑝. 𝑔𝐸
−1 au VR = 6. La tendence de la prédiction 

est légerment un peu plus courbée à partir du VR = 3, mais reste très proche des valeurs 

expérimentales avec 304 𝑔𝑃𝑒𝑝. 𝑔𝐸
−1 au VR =6. La prédiction est donc validée pour ce critère. 

La Figure 82 D présente la productivité, la masse de peptides dans le perméat par heure de 

fonctionnement totale du REM en fonction des VR. La productivité expérimentale moyenne 

augmente de ~0,13 𝑔𝑃𝑒𝑝. ℎ
−1 au VR = 1 jusqu’à 0,2 𝑔𝑃𝑒𝑝. ℎ

−1 au VR = 3 puis plus 

progressivement jusqu’à ~0,24 𝑔𝑃𝑒𝑝. ℎ
−1  au VR = 6. La prédiction a une tendance croissante 

aussi mais plus élevée, avec 0,31 𝑔𝑃𝑒𝑝. ℎ
−1 au VR = 6. Une surestimation pourrait être présente 

pour les VR supérieurs, mais globalement la prédiction est assez bonne et peut être validée. 
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Figure 82 : Comparaison des paramètres de caractérisation de l’expérience (nr = 2) et de la modélisation du 

REM en fonctionnement à flux de perméat constant (55°C, pH 3, E/S 1/170, débit perméat 2 mL.min-1, taux de 

cisaillement 3000 s-1). (A) Conversion protéique par les peptides totaux produits (perméat) par rapport au 

protéines entrées (rétentat). (B) Consommation de litres d’eau par grammes de peptides produits (perméat). (C) 

Index enzymatique en peptides produits (perméat) par rapport à la quantité d’enzyme utilisée. (D) Production 

peptides (perméat) par heure, durée à partir du début de la pré-hydrolyse. 

En conclusion, la modélisation du REM basée sur les équations de bilan de masse est valide 

dans son ensemble pour la prédiction des concentrations (peptides dans le perméat, dans le 

rétentat, protéines dans le rétentat, flux de perméat et volume du perméat) mais aussi pour la 

prédiction des valeurs de caractérisations (𝑋𝑚, 𝐶𝑜𝑛𝑠𝑜𝑒𝑎𝑢, 𝑌𝑁/𝐸  et 𝑃𝑟 ), que ce soit dans un mode 

à flux variable ou constant. Des investigations peuvent ainsi être faites en simulant les 

fonctionnements dans d’autres conditions opératoires pour rechercher les paramètres du 

fonctionnement optimal à mettre en place. 

 Simulations : exemple d’application sur la durée de pré-hydrolyse 

Pour une démonstration de l’utilité de la simulation de REM, une variable va être modifiée 

afin de voir les conséquences sur les valeurs de caractérisations : la durée de la pré-hydrolyse. 

Les protéolyses en continu dans la littérature étaieant mises en œuvre parfois avec une pré-

hydrolyse : le REM fonctionnait en mode de recirculation totale pendant un certain temps, sans 

𝑃𝑇𝑀 appliquée, ce qui permettait à l’enzyme d’hydrolyser en avance les protéines. Cela permet 

pour des solutions très chargées de diminuer la viscosité du rétentat en augmentant la proportion 

de peptides et ainsi de diminuer la 𝑃𝑇𝑀 nécessaire pour avoir un même flux de perméat que 

sans pré-hydrolyse (Mišún et al. 2008), de doubler l’index enzymatique, de diminuer 

l’encrassement irréversible de la membrane par un facteur 4, d’augmenter la conversion, et 

d’augmenter la capacité de réacteur (Tauntong et al. 2014). En fonction des solutions protéiques 
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utilisées donc, il serait intéressant de savoir si une pré-hydrolyse est nécessaire, ou de 

déterminer quelle est la durée requise pour qu’une pré-hydrolyse ne prenne pas plus de temps 

que nécessaire et découle sur les valeurs des caractéristiques souhaitées. 

La Figure 83 présente ainsi le récapitulatif des simulations réalisées pour les deux modes 

de fonctionnement pour analyser les conséquences sur les grandeurs caractéristiques du REM 

en démarrant le soutirage en même temps (t = 0) que la pré-hydrolyse et à la moitié (t = 25 min). 

Les deux étant comparés au cas initial, en fin de pré-hydrolyse (t = 50 min). La durée du 

processus totale est la même pour les trois simulations d’un mode (3,1h pour le flux variable et 

6,6h pour le flux constant). 

 

Figure 83 : Schéma explicatif des différentes simulations réalisées sur la durée de la pré-hydrolyse dans les deux 

modes de fonctionnement du REM. 

La Figure 84 représente les résultats des simulations pour le REM en fonctionnement à flux 

variable pour les trois modalités de pré-hydrolyse.  

La Figure 84 A présente la conversion protéique (𝑋𝑚) en fonction des VR. La différence la 

plus notable concerne le soutirage en même temps que le début de l’hydrolyse, qui est un peu 

plus faible entre VR = 0 et VR = 2 que pour les autres durées. C’est ce qui pourrait être 

attendu étant donné que les protéines sont en grande quantité au début de l’hydrolyse qu’à la 

fin (44% à 30 min et 16% à 1ℎ). Mais cet écart s’efface avec le nombre de VR, indiquant que 

ce retard sur 𝑋𝑚 n’est pas significatif sur la durée totale du procédé si le nombre de VR est 

supérieur à 2. Une augmentation de  présente très peu de différences, environ de 4% entre les 

modalités du soutirage en fin de pré-hydrolyse et à mi-chemin de la pré-hydrolyse, et entre 

demie pré-hydrolyse et sans pré-hydrolyse. 
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La Figure 84 B présente la consommation d’eau par gramme de peptides en fonction des 

VR. La modalité de l’hydrolyse et du soutirage démarrés en même temps montre également une 

consommation d’eau plus élevée que les deux autres modalités, et elle est notablement plus 

élevée au cours du premier volume de remplacement (45% en moyenne). Ce qui est également 

attendu étant donné qu’il n’y avait pas autant de charges en peptides au début du soutirage que 

pour les autres modalités. Mais à l’instar de 𝑋𝑚, après le deuxième VR les différences ne sont 

plus significatives, avec 0,35 𝐿𝑒𝑎𝑢. 𝑔𝑃𝑒𝑝
−1 pour le soutirage en fin de pré-hydrolyse au VR = 7, 

puis 0,34 𝐿𝑒𝑎𝑢. 𝑔𝑃𝑒𝑝
−1 pour le soutirage à la demie pré-hydrolyse au VR = 8 et 0,32 𝐿𝑒𝑎𝑢. 𝑔𝑃𝑒𝑝

−1 

pour le soutirage sans pré-hydrolyse au VR = 9. 

La Figure 84 C présente l’index enzymatique en fonction des VR. Il n’y a pas de différences 

sur ce critère jusqu’au VR = 7 pour les trois modalités (343 𝑔𝑃𝑒𝑝. 𝑔𝐸
−1). Le soutirage des 

peptides produits serait alors assez similaire et la quantité soutirée serait de même grandeur que 

la modalité sans pré-hydrolyse. Au-delà en revanche, plus le nombre de VR est élevé, plus le 

rendement est élevé, 15% de plus pour un soutirage à la demie hydrolyse (407 𝑔𝑃𝑒𝑝. 𝑔𝐸
−1) et 

27% pour un soutirage dès le début de l’hydrolyse (470 𝑔𝑃𝑒𝑝. 𝑔𝐸
−1). Ce qui est attendu dans le 

cas où l’enzyme reste active, plus il y aura de peptides à soutirer, plus l’index serait élevé.  

La Figure 84 D présente la productivité en fonction des VR et montre des écarts plus 

marqués entre les modalités. Dans ce cas-ci, c’est le début du soutirage en même temps que la 

pré-hydrolyse qui permet d’avoir le plus haut rendement en peptides dès le commencement. En 

effet, étant donné que les peptides produits sont tout de suite transférés, il y en aura plus par 

heure, même s’ils sont peu nombreux au départ. Puis cette production est stable après le VR = 

2 à hauteur de 0,87 𝑔𝑃𝑒𝑝. ℎ
−1. C’est 24% de plus que dans le cas où le soutirage est démarré 

une fois la pré-hydrolyse finie au VR = 7 (0,66 𝑔𝑃𝑒𝑝. ℎ
−1). Pour les deux autres cas, le soutirage 

en fin de pré-hydrolyse est ainsi le moins productif car il n’y pas de production les 50 premières 

minutes, suivi du soutirage à la demie hydrolyse, avec 11% peptides produits en plus (0,76 

𝑔𝑃𝑒𝑝. ℎ
−1) et transférés pendant ces 25 minutes de soutirage plus tôt. 

Enfin, une analyse d’évolution de toutes les modalités et caractéristiques montre que plus 

le soutirage commence tôt dans l’hydrolyse, plus de VR devront être réalisés. En fait, étant 

donné que le temps de l’hydrolyse est pris en compte dans la durée totale, la simulation met à 

profit ce temps pour des procédés à des VR supplémentaires, avec 25 minutes par VR. Ainsi on 

peut notifier que plus de VR conduisent à des meilleures performances pour certaines 
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caractéristiques (𝑋𝑚, 𝑌𝑁/𝐸 et 𝑃𝑟 pour les modalités de soutirage en fin et à mi-chemin de la pré-

hydrolyse).  

En conclusion, pour ce mode de fonctionnement à flux variable, il est plus intéressant de 

démarrer l’hydrolyse et le soutirage en même temps, juste après l’étape de mise en place de la 

couche de polarisation avec la suspension de protéines initiales. La conversion, et l’index 

enzymatiques seraient les mêmes, mais la consommation en eau et la productivité sont plus 

intéressante, à condition de réaliser plus de 2 VR. Même si la viscosité est plus élevée dans ces 

conditions (35% plus élevé que pour l’hydrolysat, donnée non montrées) la transmission des 

peptides au fur et à mesure de leur fabrication pourrait limiter l’encrassement. 

 

Figure 84 : Comparaison de simulations d’enclenchement de soutirage à différents moments de la pré-hydrolyse 

pour le REM en fonctionnement à flux de perméat variable. (A) Conversion protéique des peptides totaux 

produits (perméat) par rapport au protéines entrées (rétentat). (B) Consommation de litres d’eau par grammes 

de peptides produits (perméat). (C) Index enzymatique en peptides produits (perméat) par rapport à la quantité 

d’enzyme utilisée. (D) Production peptides (perméat) par heure, durée à partir du début de la pré-hydrolyse. 

La Figure 84 présente les résultats des simulations pour le REM en fonctionnement à flux 

constant pour les trois modalités de pré-hydrolyse.  

La Figure 85 A présente la conversion protéique (𝑋𝑚) en fonction des VR. Dans ce cas, il 

n’y a pas de différences significatives entre les trois modalités, sauf en fin du procédé où plus 

de VR sont réalisés, plus la conversion est élevée. Mais cette fois-ci, c’est un demi-VR qui peut 

être réalisé en plus par 25 min au lieu de la pré-hydrolyse. Une augmentation d’un demi VR 

présente alors très peu de différences, avec 0,56 𝑔𝑃𝑒𝑝. 𝑔𝑃𝑟𝑜𝑡
−1 pour la modalité du soutirage en 

fin de pré-hydrolyse, 0,58 𝑔𝑃𝑒𝑝. 𝑔𝑃𝑟𝑜𝑡
−1  à mi-chemin de la pré-hydrolyse, et 0,6 𝑔𝑃𝑒𝑝. 𝑔𝑃𝑟𝑜𝑡

−1  

sans pré-hydrolyse. 
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La Figure 85 B présente la consommation d’eau par gramme de peptides en fonction des 

VR. Les écarts entre les modalités sont moins marqués jusqu’au VR = 2, avec 15% en moyenne 

entre le soutirage débuté en début et en fin de pré-hydrolyse. Le faible flux constant permettrait 

ainsi d’avoir plus ou moins la même charge en peptides soutirés quel que soit le stade de la pré-

hydrolyse. Puis après le deuxième VR les différences ne sont plus significatives, avec 0,31 

𝐿𝑒𝑎𝑢. 𝑔𝑃𝑒𝑝
−1 pour le soutirage en fin de pré-hydrolyse au VR = 7, puis 0,30 𝐿𝑒𝑎𝑢. 𝑔𝑃𝑒𝑝

−1 pour 

le soutirage à la demie pré-hydrolyse au VR = 7,5 et 0,3 𝐿𝑒𝑎𝑢. 𝑔𝑃𝑒𝑝
−1 pour le soutirage sans pré-

hydrolyse au VR = 8. 

La Figure 85 C présente l’index enzymatique en fonction des VR. Ce critère ne montre pas 

de différences jusqu’au VR = 7 pour les trois modalités (377 𝑔𝑃𝑒𝑝. 𝑔𝐸
−1). Toutes les modalités 

ont donc la même la quantité de peptides soutirés. Puis les valeurs augmentent légèrement avec 

le nombre de VR avec 419 𝑔𝑃𝑒𝑝. 𝑔𝐸
−1 pour un soutirage à la demie pré-hydrolyse et 459 

𝑔𝑃𝑒𝑝. 𝑔𝐸
−1 pour un soutirage dès le début de la pré-hydrolyse. 

La Figure 85 D présente la productivité en fonction des VR et montre des écarts un peu plus 

marqués entre les modalités. Le début du soutirage en même temps que la pré-hydrolyse permet 

toujours d’avoir le plus haut rendement en peptides dès le commencement. Mais représente 

seulement 9% et 17% de gain de productivité par rapport au soutirage à mi-chemin et avec une 

pré-hydrolyse entière. Les tendances d’évolution sont les mêmes pour les trois modalités, avec 

une augmentation jusqu’à 0,34 𝑔𝑃𝑒𝑝. ℎ
−1, puis 0,37 𝑔𝑃𝑒𝑝. ℎ

−1 et 0,41 𝑔𝑃𝑒𝑝. ℎ
−1 pour la pré-

hydrolyse entière, la demie pré-hydrolyse et sans pré-hydrolyse, respectivement. 

 

Figure 85 : Comparaison de simulations d’enclenchement de soutirage à différents moments de la pré-hydrolyse 

pour le REM en fonctionnement à flux de perméat constant. (A) Conversion protéique des peptides totaux 
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produits (perméat) par rapport au protéines entrées (rétentat). (B) Consommation de litres d’eau par grammes 

de peptides produits (perméat). (C) Index enzymatique en peptides produits (perméat) par rapport à la quantité 

d’enzyme utilisée. (D) Production peptides (perméat) par heure, durée à partir du début de la pré-hydrolyse. 

En conclusion pour le fonctionnement de REM à flux de perméat constant, la modalité d’un 

soutirage sans pré-hydrolyse semble aussi plus intéressant, car la conversion protéique et 

l’index enzymatique sont les mêmes, mais la consommation en eau est légèrement plus faible 

et la productivité est légèrement plus haute. 

Pour finir, en comparant les caractéristiques sur les deux modes de fonctionnement de REM, 

à flux variables et flux constant, pour la modalité sans pré-hydrolyse, on remarque que 𝑋𝑚 est 

légèrement plus intéressant à flux constant, 𝑌𝑁/𝐸 est légerement plus intéressant pour le flux 

variable, la 𝐶𝑜𝑛𝑠𝑜𝑒𝑎𝑢 est légèrement plus intéressante à flux constant, mais la productivité est 

deux fois plus élevée à flux variable. Cela a déjà était observé pour les valeurs expérimentales, 

un flux élevé même décroissant dans le temps représente un gain non négligeable pour un 

procédé efficace (cf. §III.3.3. p.203 R&D). De plus, il serait 2,5 fois plus rapide donc 

potentiellement plus économique au niveau du gain du temps et de consommation d’énergie. 

Cela indique donc que les simulations permettent de choisir les meilleurs paramètres de mise 

en œuvre d’un REM avant même de l’implémenter, ce qui constitue un outil de choix dans le 

développement méthodique de production d’hydrolysats fonctionnels.
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Conclusion de la partie « Simulation d’un REM » 

 Objectif 1 : Etude du fonctionnement d’un REM 

o Rétention satisfaisante de l’enzyme par la membrane sélectionnée.  

o Le REM est plus intéressant sur des critères de productivité et de coût 

enzymatique par rapport à des procédés discontinus hydrolyse en batch 

puis CD ou DF. 

o Entre un REM en fonctionnement à flux de perméat variable et constant, 

le mode variable est deux fois plus productif et plus rapide. 

 Objectif 2 : Développement d’un outil de simulation de REM 

o Le modèle implémenté comprenant la partie hydrolyse protéique et la 

séparation membranaire est acceptable pour la simulation de la variation 

de masse dans les deux compartiments. 

o Les paramètres de caractérisation ont également pu être modélisés avec 

une erreur acceptable de 20%. 

o Des simulations ont pu être faites dans le cas où le soutirage de peptides 

commence à d’autres moments de la pré-hydrolyse et les résultats ont 

montré qu’un soutirage précoce amène à une meilleure productivité sans 

empacter négativement les autres critères. 
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Figure 86 : Résumé de la méthodologie optimisée de mise en œuvre d'un REM pour la production d’un hydrolysat d’intérêt. CO : Conditions opératoires. CR : 

Caractéristiques recherchées. R = Rétention. 
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Conclusion générale et perspectives 

Pour rendre le procédé de production continue d’hydrolysats d’intérêt méthodique et 

attractif, une méthodologie a été développée pour déterminer les étapes de modélisation, 

optimisation et simulation.  

Premièrement une méthodologie de modélisation par plan d’expérience a été faite pour 

obtenir un modèle polynomial de la constante cinétique 𝑘𝐶 qui peut prédire la concentration des 

protéines à chaque instant t de l’hydrolyse en fonction des conditions opératoires (𝑝𝐻, 𝑇, 𝐸/𝑆). 

Cette modélisation a été utilisée pour réaliser une optimisation sur des critères technico-

économiques (quantité enzyme, temps) grâce au front de Pareto. Un jeu de conditions 

opératoires correspondant au point économique choisi a alors été défini comme l’optimum de 

l’hydrolyse : une pureté maximale de la napine pour une durée de l’hydrolyse médiane (2h) et 

une quantité de l’enzyme relativement faible. 

Pour la deuxième étape, la modélisation de l’hydrolyse a été étendue aux peptides. Un 

système d’équations a été défini pour modéliser la disparition de la protéine, l’apparition et la 

disparition des peptides intermédiaires et l’apparition des peptides finaux. Puis ce modèle a été 

ajusté aux valeurs expérimentales de la cinétique d’hydrolyse de l’hydrolysat optimisé pour 

obtenir les constantes cinétiques. Ainsi l’évolution de la répartition des molécules de 

l’hydrolysat pouvait être prédite à chaque instant de l’hydrolyse. Cette modélisation a été 

vérifiée sur une production de 2 𝐿 de l’hydrolysat optimisé. 

La troisième étape consistait à optimiser la séparation de cet hydrolysat d’intérêt. Des 

membranes aux différents seuils de coupure et différentes conditions opératoires (vitesse de 

recirculation, 𝑃𝑇𝑀) ont été criblées. Le jeu de conditions a été sélectionné de manière à obtenir 

les meilleures performances séparatives : rétention des protéines et enzymes, transmission des 

peptides maximale et flux de perméat maximal. Une modélisation basée sur le bilan de matière 

et la théorie du film a été appliquée aux rétentions mesurées et les concentrations initiales de 

tous les composants de l’hydrolysat (protéines, peptides). La modélisation a été validée en 

ultrafiltration : concentration discontinue et diafiltration. 

La dernière étape consistait à fusionner les modèles de cinétique de la protéolyse et de la 

séparation membranaire. La modélisation prenait ainsi en compte l’évolution de la répartition 

des molécules de l’hydrolysat due à l’hydrolyse enzymatique d’une part, et l’évolution des 

concentrations des molécules dans les compartiments rétentat et perméat d’autre part, tout en 



Conclusion générale et perspectives 

241 
Simulation des REM pour la production continue d’hydrolysats protéiques 

prenant en compte l’ajout de nouvelles protéines dans le système. Cette modélisation est l’outil 

de simulation de REM, et a été validé en mettant en place deux modes de soutirage : un flux de 

perméat variable et un flux de perméat constant. Les modélisations ont ainsi été validées en 

comparant les valeurs modélisée et expérimentales (concentrations des molécules et valeurs 

caractéristiques de REM), qui présentaient globalement une erreur acceptable de ± 20%. 

Cette méthodologie réduit considérablement la complexité de l’optimisation d’un REM en 

modélisant et optimisant les étapes d’hydrolyse et de séparation chacun de leur côté, puis en 

associant les équations de modélisations, découlant sur un modèle globale de simulation d’un 

fonctionnement en continu fiable. 

Les perspectives de ce travail se concentrent sur l’amélioration des modèles. Le modèle 

cinétique de protéolyse, notamment, qui pourrait revisé sur la prédiction des peptides 

intermédiaires. Puis, cette méthodologie pourra être vérifiée et validée dans d’autres conditions 

d’hydrolyse et de systèmes d’hydrolysats. Le modèle pour le fractionnement membranaire 

pourrait être amélioré en additionnant des expériences pour déterminer les coefficients 

dépendant du module spécifique mis en œuvre.  

Des simulations de REM sur d’autres critères pourront aussi être testées, en combinaison 

avec une optimisation économique au sens de Pareto, pour trouver une mise en œuvre optimale 

(comme une application de flux différents, des cycles de flux fixe/variable, un ajout d’eau, une 

différente concentration initiale, etc.). Ceci afin de tester l’outil de modélisation de manière 

exhaustive en changeant les paramètres d’entrée pour vérifier la possibilité de réguler le procédé 

avec une modélisation dynamique. 
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Résumé 
La protéolyse enzymatique est un procédé couramment utilisé pour améliorer les propriétés 

technico-fonctionnelles des protéines. Or l’utilisation des enzymes et le mode de mise en œuvre en 

batch rend le coût de production élevé, ce qui est répercuté sur le prix des produits. L’implémentation 

continue par le couplage de réaction de protéolyse et la séparation membranaire au sein de « Réacteurs 

Enzymatiques à Membrane » (REM) permet de limiter sensiblement ce coût par le recyclage du 

catalyseur. Cependant son développement pose également des problématiques techniques qui 

augmentent son coût et ainsi limitent sa généralisation. Pour réduire les coûts liés au développement 

des REM, les présents travaux ont permis de développer une méthodologie et une outil de simulation 

de REM, basé sur la modélisation de production d’un hydrolysat d’intérêt et de criblages de 

conditions de séparation optimales. Pour ce faire, dans un premier temps, une modélisation hybride 

– qui relie les conditions opératoires aux paramètres cinétiques – a été réalisée pour optimiser la 

production en batch d’un hydrolysat d’intérêt avec une double-valorisation possible. Puis, la mise en 

œuvre en ultrafiltration de cet hydrolysat optimale a été étudiée afin de déterminer les meilleurs 

paramètres de séparation pour atteindre les objectifs de purification protéique et rendement 

peptidique, qui étaient repris pour l’implémentation en mode continu. Enfin, la modélisation par bilan 

de matière de l’ultrafiltration pour chaque composant a été combinée à la modélisation du taux de 

réaction de chaque composant de la protéolyse. La modélisation a permis de simuler avec succès le 

fonctionnement d’un REM dans différentes configurations, et a été validée avec une mise en œuvre 

expérimentale. L’outil de simulation permet de déterminer les paramètres et les conditions opératoires 

d’une mise en œuvre continue avec un minimum de manipulations expérimentales simples. 

Mots-clefs : Réacteur enzymatique à membrane, hydrolysats, protéolyse enzymatique, 

ultrafiltration, modélisation, simulation. 

Abstract 
Enzymatic proteolysis is a frequently used process to improve the technical-functional proteins 

properties. However, enzymes use and batch process means that production costs are high, which has 

an impact on product price. Continuous implementation by coupling proteolysis reaction and 

membrane separation in Enzymatic Membrane Reactors (EMR) allows to limit significantly this cost 

by recycling the catalyst. However, its development also encounters technical problems which 

increase costs and thus its use is limited. To reduce the costs related to the EMR development, the 

present research has developed a methodology and a simulation tool for modeling EMR, based on the 

hydrolysate of interest production modeling and screening of optimal separation conditions. To do 

so, a hybrid modeling – which allows to correlate operating conditions to kinetic parameters – was 

carried out to optimize batch production of a hydrolysate of interest, with double valorization aimed. 

Then, the ultrafiltration implementation of this optimal hydrolysate was studied to determine the best 

separation parameters to meet protein purification and peptide yield expected levels, which were 

taken further for continuous mode implementation. Finally, ultrafiltration mass balance modeling for 

each component was combined with reaction rate modeling of each proteolysis component. The 

modeling successfully simulated EMR process in different configurations, and was validated with an 

experimental implementation. The simulation tool facilitates the best parameters and operating 

conditions determination for a continuous implementation with a minimum of elementary 

experimental manipulations. 

Keywords : Enzymatic membrane reactor, hydrolysates, enzymatic proteolysis, ultrafiltration, 

modeling, simulation. 
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