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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 francais « enzyme de conversion de
I’angiotensine »)

AG : Algorithme(s) génétique(s)

a-La : a-Lactalbumine

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

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

ATP : Adénosine Triphosphate

R
B-Lg : p-Lactoglobuline
BHA : Butylhydroxyanisole
BHT : Butylhydroxytoluéne

'

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 francais « réacteur a cuve agitée en continu »)
CPL : Concentrat protéique de lait

Cruc : Cruciférine

DE : Dextrose équivalent

DF : Diafiltration

DLS : Dynamic Light Scattering (en francais « diffusion dynamique de lumiére »)
DoE : Design of Experiments (en francais « plan d’expériences »)

DPPH : 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle

E

EC : Enzyme Classification (en francais « classification enzymatique »)



ECso : Half maximal Effective Concentration (en francais « concentration efficace médiane »)
ED : Etude Bibliographique
EDTA : Ethylénediaminetétraacétique

IPS : Isolat protéique de soja

FRAP : Ferric Reducing Antioxidant Power [Assay] (en francais « dosage du pouvoir
antioxydant réducteur ferrique »)
FWHM : Full Width at Half Maximum (en francais « largeur & la mi-hauteur du maximum »)

Y&

g : gramme(s)

A |

HAT : Hydrogen Atom Transfer (en francais « transfert d’atome d’hydrogéne »)
h : heure(s)

L : Litre(s)

m : métre(s)

min : minute(s)

MF : Microfiltration

M&M : Matériel et méthodes

M-M : Michaelis-Menten

MPC : Model predictive control (en frangais Controle « Prédictif base sur le Modele »)
MWCO : Molecular Weight Cut-Off (en francais « seuil de coupure de poids moléculaire »)

NI

Nap : Napine

nb : Nombre

nr : nombre de réplicas
NF : Nanofiltration
nm : nanomeétre

NMWCO : Nominal Molecular Weight Cut-Off (en francais « seuil de coupure de poids



moléculaire nominal »)

Ol : Osmose inverse
ORAC : Oxygen Radical Absorbance Capacity (en francais « capacité d'absorption des

radicaux oxygénés »)

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

PES : Polyeéthersulfone

PID : Proportionnel, Integral, Dérivé (systéme de controle)
PS : Polysulfone

PTC : Protéines totales de colza

RSD : Relative Standard Deviation (en francais « variation relative standard »)
REM : Réacteur Enzymatique a membrane

R&D : Résultats et Discussion

ROS : Reactive Oxygen Species (en frangais « espéces réactives de 1’oxygene »)
RNS : Reactive Nitrogen Species (en francais « espéces réactives de 1’azote »)

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

(Q]

SET : Single Electron Transfer (en francais « transfert d’¢lectron unique »)
SDS-PAGE : Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (en francais
« électrophorése en gel de polyacrylamide contenant du dodécysulfate de
sodium »)
SRM : Surface Response Methodology (en francais « méthodologie de surface de réponse »)
s : seconde(s)

TBHQ : Tert-butylhydroquinone
TFA : Trifluoroacetic acid (en frangais « acide trifluoroacétique »)
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UF : Ultrafiltration
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Notations et symboles

Notation ou

Signification Unité
symbole
aoua, Coefficient quelconque Unité adéquate
A ou Abs Absorbance Sans unité (-)
c Concentration molaire ou massique
(selon le contexte)
Cn Concentration a la membrane 4 )
C, Concentration dans le permeat mol.m™, OU_TOI' L ou
C, Concentration dans le rétentat g-L
Chin Concentration minimale
Cpep Concentration peptidique
Consommation en eau (perméat
Consoqy, sorti) au cours du procédé de Leqy-Gpep ™
filtration (CD, DF ou REM)
D Coefficient de diffusion m2. st
() Epaisseur de la couche limite m
DH Degré d’hydrolyse %
dp Diamétre hydrolique m
DV Diavolume )
Coefficient d’?X.tlI,lCthl’l mollalre ou L mol-. em=1 ou M~1. cm-1
£ de masse (précisé en fonction du 1 1
ouL.g *.cm
contexte)
E/S Ratio masseS Egzt);gle sur masse Je. gs~ oU sans unité ()
E Enzy_/me : quant_ité ou concentration g oug.L~t oumol. L2
molaire ou massique (selon contexte)
FRV Facteur de réduction volumique )
4 Taux de cisaillement st
J ptux Flux de pe,rmé-at _ Lhtm2oum3m2s?
Jiim Flux de permeéat limite oum. -1
Jstat Flux de perméat stationnaire
K Capacité de réacteur Gpep- min~t. gg 7!
Ka Constante de dissociations acide mol.L™1
-23
kg Constante de Boltzmann ;382243_211?_1
k¢ Constante cinétique protéique h™1
Coefficient de transfert de matiere du 1
kcl / m.s
soluté
K, Constante de Michaelis M.s™1
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Notation ou
symbole

K.

ppm

AP ou PTM

Prrem

Pur, ,
Pur, .

p/v
Qv

Qs 0uU Q40U Qg

Qa
Qp
R

Rdm, .

Signification

Coefficient pré-exponentiel regroupant
la fréquence de collision et le facteur
stérique entre I’enzyme et son substrat
Constante cinétique d’un composant
X. Ou numérotation distinctive entre
les différentes constantes.
Coefficient de perméabilité
Distance parcourue par le liquide dans le

module de filtration
Longueur du trajet optique
Viscosité du perméat

Masse molaire
Molarité

Masse d’un composé x
Quantité de matiére d’acides aminés
Quantité de matiere de peptides
Nombre d’acides aminés moyen
Produit (d’hydrolyse)

Nombre de Peclet

Partie par million
Peptides

Potentiel Hydrogéne
Pression osmotique
Potentiel de constante de dissociation

Ka

Pression transmembranaire

Productivité/Performance en peptides en

REM

Pureté d’un composé x dans le rétentat
Pureté d’un composé x dans le perméat
Rapport poids/volume
Débit d’élution en CLHP-ES
Débit de la pompe de gavage
(alimentation rétentat vers le bac de
la solution a filtrer)

Débit de la solution d’ajout
Débit du perméat
Constante molaire des gaz parfaits

Rendement d’un composé x dans le

perméat

Unité

M.s™1

s touh?

m
m

cm
Pa.s

g.mol™?t

mol.L™1

mole
mole

()

goug.L toumol. Lt

Adimensionnel
1,0x 10°°

goug.L toumol. L1

()

bar ou Pa
)

bar ou Pa

Gpep- ml~1.min"! ou
-1 p-1 -1
gPep- L h ou gpep.h

%
%
g/mL ou %

ml.min~?!

L.h~Youml.min* ou

m3.s71

J.K Y. mol™?

¢)
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Notation ou

symbole
Rdm,. ,

Re
p

Res 4
Res encr

Res,;

Res,,
R obs
Rréel

L
rpm
Sc
Sh

STY
Surf

Signification
Rendement d’un composé x dans le
rétentat
Nombre de Reynolds
Masse volumique
Résistance membranaire due a
I’adsorption
Résistance membranaire due a
I’encrassement ou au colmatage
Résistance membranaire due a la
couche de polarisation
Résistance membranaire intrinseque
Rétention ou taux de rétention
Rétention observée
Rétention réelle a la membrane
Matrice residuelle
Rayon
Rayon hydrodynamique
Taux de réaction d’un réactif x
Rotations par minute
Substrat : quantité ou concentration
molaire ou massique (selon contexte)
Nombre de Schmidt
Nombre de Sherwood
Rendement espace-temps REM
Surface
Enrichissement en un composé x
dans le perméat
Enrichissement en un composé x
dans le rétentat
Espace-temps REM

Température

Temps de retention (exclusion
stérique)
Temps
Temps de séjour/passage REM
Transmission observée (filtration)
Débit moyen dans le module de
filtration ou vitesse du fluide

Unité

Q)
Adimensionnel
kg.m™3

()

Q)
m
m
g-h™! oumol.h™t
Q)
goug.L toumol. L1

Adimensionnel

Adimensionnel
-1 -1

Gpep- L7 h

m2

()
()

YE- gPep_l- h_l

°C (degré Celsius) ou K

(Kelvin)

min
s, minouh
minou h
()

L.h~Youml.min"tou

m3.s71



Notation ou
symbole

UPAC

V
viviv

Vmax

VR

Xpmax

xg9

Yy /EREM

Signification

Unités Anson en conditions acides

Volume
Ratio volume pour volume pour volume

Vitesse de réaction enzymatique
maximale ou limite

Volume de remplacement en REM
Volume du perméat
Volume du rétentat

Volume injecté pour 1’¢lution en
CLHP-ES
Concentration molaire ou massique
d’une substance X (selon contexte)
Notation d’une colonne ou d’une
matrice de sensibilité du (des)
perametre(s) influent(s) a I’itération
L
Transposée de X,
Conversion protéique
Conversion protéique maximale
atteignable
Etat initial d’une notion X
Multiplication de la force g
(centrifugation)

Index de rendement enzymatique
Matrice de sensibilité

Matrice de sensibilité prédite a
I’itération L

Unité

A,go sur 10 minutes de
réaction

mL ou L ou m?3

()

mL ou L ou m3

uL

mol. L™ ou g. L1

()

()
%

%
Unité de la notion

9,81 m.s?

.gPep- gE_1
Q)
Q)



Liste des acides aminés, leur notation et leurs caractéristiques. Cas spécial : pas de consensus sur la
carectérisation, résultats divergeants en fonction des conditions de I’expérience (libre, lié).

Nom gc!de Code 3 Code 1 Essentiels Chaine latériale Chaine Igtérale
aminé lettres  lettre hydrophobe polaire
Alanine Ala A v
Arginine Arg R v
Asparagine [BWAGH N v
Aspartate Asn D v
Cystéine Cys C Cas spécial
Glutamate Glu E v
Glutamine Gln Q v
Glycine Gly G Cas special
Histidine His H v v
Isoleusine Iso I v v
Leucine Leu L v v
Lysine Lys K v/ v
Méthionine [ M v v
Phénylalanine G F v/ v
Proline Pro P Cas spécial
Sérine Ser S v
Thréonine Thr T v v
Tryptophane L[ " v/ v
Tyrosine Tyr Y v
Valine Val Y v v
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Introduction générale

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 1’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 nécessit¢ d’augmenter I’offre d’ingrédients protéiques, ce procédé se révele
particulierement 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 particuliérement, est réalisée au moyen d’enzymes de clivage
(protéases), des catalyseurs biologiques opérant dans des gammes de conditions opératoires de
température et de pH particulieres. Les endoprotéases coupent les liaisons entre certains acides
aminés qui leurs sont spécifiques, conduisant a 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
I’enzyme utilisée, des conditions opératoires (T, pH) mais aussi de la quantité de I’enzyme
(ratio enzyme/substrat) et du temps de I’hydrolyse employée. Cette recherche de conditions
d’obtention d’un hydrolysat protéique vis a vis d’un cahier des charges ciblé se fait par des
criblages en plusieurs étapes pour déterminer I’exactitude du jeu de parametres conduisant a
une (ou des) propriété(s) recherchée(s). Tout d’abord, un criblage de différentes enzymes est
réalisé sur le substrat protéique d’interét. Dans un deuxiéme temps, pour ce couple enzyme-
protéine, un deuxieme criblage sur les conditions opératoire vise a 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 ceuvre sont alors tres empiriques et lourdes a ce niveau.

Le colt de I’enzyme limite actuellemenet leur application. Ceci est dii au colt intrinséque
des enzymes mais aussi au mode de mise en ceuvre discontinu, par lots, de la protéolyse
enzymatique. Le terme anglais batch étant le plus utilisé. Ce systeme de mise en ceuvre entraine
en effet une perte de I’enzyme a I’issue de la production. Par ailleurs, le procédé de proteolyse

discontinu présente une productivité relativement faible du fait des nettoyages en place a
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réaliser entre chaque production (Archer etal. 1973; Bhumiratana et al. 1977; Rios et al. 2004).
Des travaux précédents ont permis de montrer qu’il est possible de réduire ces cofits de mise en
ceuvre en réacteur discontinu par des méthodologies de simulation / optimisation (Bodin 2016).
En reprenant ces methodologies, le passage des procedés discontinus a des procédés continus

doit permettre de lever totalement ces limitations en permettant un recyclage de 1’enzyme.

La mise en ceuvre continue est permise par I'utilisation d'enzymes immobilisées sur supports
solides. Ceci permet un recyclage des enzymes grace a des systemes de séparation solide -
liquide simple (décantation). Une seconde option consiste a utiliser les mémes enzymes libres
qu’en réacteur batch et de coupler I’hydrolyse a des procédés membranaire au sein de réacteurs
enzymatiques a membrane (REM). Dans le premier cas, I'immobilisation des enzymes entraine
une perte d'activité enzymatique et peut modifier les mécanismes réactionnels (Rodrigues et al.
2013). Dans le second cas, I'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 systéeme protéolytique lié aux :

— Conditions operatoires permettant le contrle de la réaction (pH, T, E/S) et de la
séparation membranaire (PTM, vitesse de circulation, NMWCO, concentration).

— Critéeres 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’intérét. Ceci limite 1’utilisation de ce type de procedé dans
I’industrie. Pour répondre a 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 premiere méthode consiste a 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 modeéle cinétique et
une méthodologie de plan d’expériences. Un outil d’optimisation génétique est ensuite utilisé
pour la recherche du meilleur compromis codt-temps, réduisant ainsi considérablement les

expériences a réaliser et le codt total du procédé a mettre en place.

La deuxieme meéthode consiste a 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 matiere en fonction du procédé employé (CD ou DF).
Pour cela un simple étalonnage de la membrane doit étre réalisé avec 1’hydrolysat en question

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

L’objectif de ce travail a été d’adapter et de fusionner ces deux méthodes de manicre a
pouvoir prédire, en fonction du temps, la composition de I’hydrolysat (protéines, peptides) dans
les conditions de I’hydrolyse (pH, température, ratio E /S), au méme moment qu’une séparation
membranaire a lieu. Cela consistera en un outil de développement de simulation du REM,

permettant de connaitre 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’intérét a produire en REM :

a. Recherche des conditions opératoires conduisant a I’hydrolysat d’intérét

b. Recherche des conditions optimales en batch (compromis durée / co(t
enzymatique)

» Chapitre 2 — Modélisation de la séparation des hydrolysats en CD et DF

2) ldentification des membranes et conditions de séparation membranaire :
a. Couplage le plus adapté a la protéolyse
b. Valider I’outil de modélisation de la composition en peptides dans les

compartiments en CD et DF
» Chapitre 3 — Développement de I’outil de simulation d’un REM

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

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

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

c. Valider expérimentalement la méthodologie
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Objectif de la these

L’objectif du projet est de lever les verrous scientifiques qui limitent 1’utilisation des REM
de maniére 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 critéres 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 I’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 particulierement intéressantes pouvant

encore étre 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’intérét pour un couple

enzyme/protéine dans un systeme de réacteur enzymatique a membrane.
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Etude bibliographique - Les hydrolysats protéiques

I. Etude bibliographique
I.1. Les hydrolysats proteiques

I.1.1. Intérét et source des hydrolysats protéiques

Les protéines sont I’une des trois grandes familles des macronutriments, avec les lipides et
les glucides. Il s’agit de polymeéres composés d’enchainement d’acides aminés, formant des
chaines peptidiques qui se réarrangent dans des conformations tridimensionnelles spécifiques.
Les protéines participent a de multiples roles au sein des cellules vivantes (maintien des
structures, mobilité, métabolisme, catalyse de réactions, etc.), ce qui les rend indispensables au
fonctionnement de I’organisme (Neklyudov et al. 1999). Les apports protéiques peuvent étre
obtenus par les aliments riches en protéines (viande, ceufs, soja, lentilles, etc.) ou par les
ingrédients protéiques. Le marché des ingrédients protéiques est trés répandu, il représentait 52
Mds$ en 2021, et sa croissance annuelle globale serait estimée a 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 déléteres a 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 étre
morcelées par une hydrolyse de leur chaine (« protéolyse »), aux moyens physiques, chimigues,
microbiens ou enzymatiques. La Figure 1 présente le mélange complexe qui en résulte, appelé
hydrolysat protéique, composé de chaines peptidiques de différentes tailles, a différentes

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

5 !
Protéine ! ] N
o 1
multimérique |
\ e : Hydrolyse t
I . .,
GV - Acides aminés
- !

. I/
Protéine ,

. e Peptides
monomérique

Hydrolysat

Figure 1 : Schématisation de I'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 a partir de co-produits de poissons (arrétes,
peaux, tétes), a montré qu’il est possible de réduire de 79% la quantité¢ de déchets finaux mis a
la décharge, en plus de générer des protéines et de 1’huile de qualité avec prix de vente de 10,62

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

En matiere de produits animaux par exemple, le pourcentage du poids non comestible (et
donc des déchets a éliminer) a été evalué a 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 filiere végeétale, entre 28% et 42% de matiere est eliminée entre la culture et la transformation
du produit final (Jiménez-Moreno et al. 2020). Ces quantités représentent pourtant un tres grand
potentiel de matiére organique valorisable par la suite, en tant qu’ingrédients fonctionnels
(industrie globale évaluée a 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)), biopolymeéres (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 2022D)).

Ainsi les sources protéiques pour 1’obtention d’hydrolysats sont tres diverses et variées. Le
cas des protéines animales est le plus appliqué di a la forte disponibilité par la filiére de lait
(caséines (Wang et al. 2013) et lactosérum (Geiser 2003)), des co-produits de la filiere
d’abattage et de la boucherie (hémoglobine (Hedhili et al. 2015), carcasses (Clementz et al.
2019), visceres (Jamdar & Harikumar 2005), plumes (Grazziotin et al. 2007)) ainsi que des co-
produits de la mer (tétes de poissons (Chi et al. 2015), os de poissons (Slizyte et al. 2016),
collagéne de peau (Blanco et al. 2017) ). Cependant I’utilisation de protéines d’origine animale
ne satisfait plus la demande mondiale, autant par leurs capacités de production, que par leur
coQt 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 1’alimentation riche en
protéines pour le bétail est importé de 1I’Amérique du Sud (Henchion et al. 2017b). Puis a
I’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 a la
production d’eaux usées par une petite commune de 6000 habitants. Ainsi, 12% des gaz a effet
de serre (issus des 25% dues a la production totale de nourriture) et 30% de la perte de la
biodiversité terrestre est attribuée a 1’exploitation animale (Henchion et al. 2017b). L impact

de gaz a effet de serre est inférieur de 80% a 90% pour les protéines issues de plantes par rapport
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aux proteines issues du bétail (Tilman & Clark 2014). Par conséquent les végeétaux, les
microalgues, les champignons ou encore les insectes, sont étudiés comme source proteique
alternative (Poore & Nemecek 2018; Zeng et al. 2022). Ces ressources ont des taux protéiques
assez elevés 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 (Gonzélez et al. 2020) et entre
36% et 61% pour les insectes (Ojha et al. 2021).

I.1.2. 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), protégent des molécules nocives
(défense immunitaire), aident a 1’assimilation de nutriments (digestion), entre autres, et a
chaque réaction, une enzyme spécifique peut étre entierement dédiée (Whitehurst & Oort 2010).
Néanmoins, elles ont aussi la propriété de garder leur fonctionnalité en dehors de I’organisme
d’origine, a condition de se trouver dans un milieu similaire. Cette activité d’enzymes seules a
été confirmée par Eduard Buchner a la fin du XIX®™ 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 zumé « levain ») pour les
substances actives mais « non vivantes », et les « ferments » pour décrire I’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 I’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
specificités quant aux sites de coupures, ce qui permet d’avoir un bon contrdle sur la population
des peptides généres (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 1’élimination des sels

(ultrafiltration, précipitation, centrifugation, etc.) par rapport a une hydrolyse acide par
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exemple. Grace a 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; S& 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 a I’intérieur des chaines 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 1’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 a sérine (EC 3.4.21.-), les
protéases a cystéine (EC 3.4.22.-), les protéases a acide aspartique (EC 3.4.23.-) et les
métalloprotéases (EC 3.4.24.-).

Chague enzyme posséde une plage particuliére 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 méme substrat mais des enzymes différentes. Par conséquent, cette
spécificité de ’enzyme influence également les propriétés de I’hydrolysat. Pour un méme
substrat d’isolat de protéines du colza par exemple, un criblage de quatre enzymes a montré une
amélioration de solubilité similaire a tous les pH (>80%) mais en ce qui concerne les capacités
émulsifiantes, la pepsine a montré des émulsions trés instables et la trypsine présentait des
émulsions tres 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 a
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) (Vizovisek et al. 2018). Plus le sélectome est grand, plus la protéase peut
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étre considérée comme « peu spécifique » ou « aspécifique » (par exemple la pepsine) (Ahn et
al. 2013).

Tableau 1 : Sites de clivage de certaines endopeptidases trés utilisées pour la production d’hydrolysats
protéiques. X : n’'importe quel acide aminé. (Whitehurst & Oort 2010)

Classification ~ Nom enzyme pH  Température (°C) Coupure apres PAA
Chymotrypsine

7-9 37 -50 Tyr, Trp, Phe, Leu
EC3.4.211
Pro,te_ase a Trypsine 7_9 3760 Arg, Lys
sérine EC3.4.21.4
Sl e 610 40— 65 AA hydrophobes
EC3.4.21.12
Cathepsine B 3_7 40 Arg, Lys, Phe-X
EC3.4.221
Papaine
Protéase a EC 3.4.22.2 >-9 65 Arg, Lys, Phe-X
cysteine Ficine 5_8 60 Phe, Tyr
EC3.4.22.3
EIE Bl 5-8 50 -60 Lys, Arg, Phe, Tyr
EC 3.4.22.4
Pepsine AA aromatiques, Leu,
. 1-4 30-50
Protéase a acide EC3.4.231 Asp, Glu
aspartique Chymosine B B Phe1os-Metios
EC 3.4.23.4 3-6 40-55 (caséine)
) ) Thermolysine lle, Leu, Val, Phe
Métalloprotéase EC 3.4.94.97 5-95 70 (aspécifique)

Les protéases utilisées pour la fabrication d’hydrolysats peuvent étre d’origine animale
(trypsine, pepsine), végétale (ficine, papaine) 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 a chaque étape (Polanco-Lugo et al. 2014). La
Flavourzyme® par exemple, un extrait de protéases tres utilisé industriellement, et est composé
de quatre exopeptidases et trois endopeptidases (Merz et al. 2015a). Le choix de I’enzyme
dépend des protéines a hydrolyser. Des criblages de différentes enzymes sur les protéines
choisies sont alors necessaires pour selectionner le couple enzyme/protéine donnant lieu a
I’hydrolysat satisfaisant qualitativement (distribution des masse molaires, propriétés

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

L’intérét de I'utilisation des hydrolysats protéiques en alimentation humaine réside dans
I’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 (Surowka & Fik
1996; Linder et al. 1997; Macnennukosa (RU) et al. 2009; Ito & Matsuyama 2021) mais aussi
en tant que suppléments protéiques dans les boissons énergeétiques, la nutrition sportive, les

régimes de contrdle de poids, I’alimentation infantile et gériatrique.

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 1’alimentation ne sont pas toujours
suffisantes. Les propriétés nutritionnelles comprennent 1’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
I’intestin & produire des peptides pouvant étre absorbés dans les tissus (Ganapathy 2012)), et
par conséquent la biodisponibilité (fraction d un nutriment absorbé par le tract gastrointestinal
et pouvant étre utilisé par 1’organisme (Hurrell 2002)) peuvent étre impactées par la présence
de facteurs antinutritionnels des protéines. C’est le cas notamment pour les protéines vegetales
(petit pois, riz, soja, haricots, cacahuete, blé) qui ont montré jusqu’a 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 Etre
appliquée pour améliorer la digestibilité et la biodisponibilité de ces ingrédients. Par exemple,
les napines, 1’une des principales protéines de la graine de Colza, sont résistantes a la digestion
gastro-intestinale a 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’a 90% a pu étre obtenu (cf. §1.2.3.1.2 p.45 EB), ce qui
a facilité I’accessibilité aux sites de coupures des protéases gastro-intestinales et a amélioré,

jusqu’a trois fois, la digestibilité finale in-vitro (Beaubier et al. 2023).

13

Simulation des REM pour la production continue d’hydrolysats protéiques



Etude bibliographique - Les hydrolysats protéiques

L’allergénicité est la capacité d’un allergéne a induire une réponse immunitaire anormale,
une réaction excessive, qui provoque un trouble de la fonction physiologique (troubles

respiratoire, digestif) ou des Iésions tissulaires (urticaire, cedéme) (Zhang & Tao 2015).

En ce qui concerne les allergies alimentaires, ce sont expressément les protéines qui sont
responsables de la réponse immunitaire, et 1’application de 1’hydrolyse enzymatique s’est
révélée un outil efficace pour diminuer leur allergénicité. L’exemple de 1’allergie au lait bovin
est un probleme bien connu notamment chez les enfants génétiquement prédisposés au
développement d’une hypersensibilisation a la caséine dans les deux premiéres 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™,
ce qui a eu pour effet de réduire drastiquement la réponse immunitaire (Cordle et al. 1991).
Cependant, pour 1’obtention d’un hydrolysat hypoallergénique, appelé formulation infantile de
« troisieme génération », il a été rapporté que des traitements thermiques et/ou de separation
membranaire sont nécessaires en plus de I’hydrolyse pour enlever les peptides supérieurs a 3400
kg.mol, encore sujets a une détection d’allergénes (Gortler et al. 1995). De plus 1’absorption
des acides aminés libres est plus lente que celle des di- et tri-peptides, ce qui conduit a leur
accumulation dans le gros intestin et qui seront inutilisés (Ganapathy 2012). Ainsi les derniéres
formulations ont une fraction en acides aminés de 20% en moyenne, contre 70% pour les

premieres 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 méme titre que les allergies provoquées par les acariens et
les crustacés. Ce sont en effet des pan-allergénes des invertébrés, « une classification
d’allergénes mineurs mais qui sont des molécules ubiquitaires et responsables de la réactivité
croisée de I’immunoglobuline E avec une grande variété de sources allergénique apparentés ou
non » (Hauser et al. 2010). Pour éliminer cette allergenicité, les traitements par I’hydrolyse de
la pepsine et de 1’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™ (taille des protéines entre 10 et 120 kg.mol™?), ce qui a réduit la réaction immunitaire
jusqu’a 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 I’hydrolyse par une protéase alcaline de Bacillus
sp. (Proleather FG-F) permettant I’obtention protéolyse trés avancé, au degré d’hydrolyse (DH)
de 40% (cf. §1.2.3.1.1 p.45 EB) en hydrolysant toutes les protéines allergénes (>30 kg.mol™?)
présentes dans I’isolat de protéines de soja (Tsumura et al. 1999). Il semblerait que les
fragments peptiques entre 1 et 10 kg.mol? gardent encore environ 20% d’allergénicité
résiduelle, en revanche la fraction de peptides entre 0,5 et 3 kg.mol™ n’en a aucune (Barca et al.
2005).

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 go(t umami et salé dans les produits a 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 a la perception gustative, souvent rapportée dans la
littérature, est I’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 I'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).

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 proprietés
d’hydratation (solubilité, rétention d’eau ou d’huile, mouillabilité), de surface (émulsification,
mousse) et de texturation (élasticité, viscosité, gélation, épaississement, agrégation), que
I’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 systeme alimentaire étudié (viande, lait, soja, etc.), ainsi tous ces aspects
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doivent étre pris en compte pour un meilleur compromis dans la formulation du produit
(Kinsella et al. 1985).

1.1.3.4.1. Propriétés d’hydratation

Les propriétés d’hydratation des protéines est leur capacité a 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 phénomeéne agit comme un
conservateur de saveurs et améliore le golt 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 I’eau, ce qui augmente la solubilité (Kristinsson &
Rasco 2000). Ainsi la solubilité des protéines de 1’isolat de soja (utilisé dans la transformation
des produits a base de viande) a pu étre améliorée par protéolyse avec 1’alcalase 0,6L ou la
neutrase 0,5L (pH 8 et pH 7 respectivement & 50°C) en libérant les fonctions polaires enfermeés
dans les protéines, ce qui rend la solubilisation plus facile a température ambiante (Adler-Nissen
& Olsen 1979). En revanche la méme étude montre que méme avec un haut DH, au point
isoélectique (pI) (cf. 81.2.1.1 p.30 EB) de la protéine 1’hydrolysat ne sera pas soluble a 100%,

méme si la solubilité peut &tre augmentée jusqu’a 50%.

[.1.3.4.2. 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 maniére a produire un ensemble agréable en matiere de saveurs et texture. Nombreuses sont
mousses et émulsions, des mélanges hétérogenes 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 phénomeéne par leur nature
amphiphile. En effet, apres dispersion des bulles ou des gouttelettes d’huile dans 1’eau pour

former la mousse ou I’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 maniére a 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 a la rupture. Ainsi plus les protéines sont grandes en taille, plus elles ont tendance a
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 I’enzyme (masse de peptides
requise d’environ 5000 g.mol* (Chobert et al. 1988)), de la nature des protéines (plus de 30%
d’acides aminés hydrophobes nécessaire (Kato & Nakai 1980)) et de 1’avancement de
I’hydrolyse, d’ou I’importance de la pré-sélection en se basant sur I’aminogramme des protéines
et une meéthodologie efficace de criblages de parametres (Chobert et al. 1988; Tezera 1998;
Fierens et al. 2016).

[.1.3.4.3. Propriétés texturantes
Les propriétés texturantes des protéines permettent de changer 1’organisation d’un aliment

en jouant sur les éléments le constituant par la viscosité, 1’élasticité, I’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 méme temps les propriétés élastique (solide) et visqueuse (liquide) »
(Banerjee & Bhattacharya 2012) dont I’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 biopolymeéres 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 a
s’agréger via leurs parties hydrophobes (acides aminés, feuillets f (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™ qui

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

De la méme maniere, 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 polymeére-solvant avec un enchevétrement non speécifique desdites chaines
polyméres (Saha & Bhattacharya 2010).

La viscosité peut étre modulée en fonction de la taille des peptides et de leur concentration.
La diminution en taille des molécules conduit ainsi a une diminution de viscosité de la solution
(Adler-Nissen & Olsen 1979). En revanche une augmentation de peptides accroitra les
interactions entre les protéines hydratées et 1’absorption d’eau, ce qui augmentera la viscosité

de maniere exponentielle (Diniz & Martin 1997).

[.1.4. 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 I'aminogramme, la
répartition de masse molaire des peptides, leur concentration et le profil d’hydrophobie. Ces
caractéristiques sont utiles pour expliquer les différents caractéres physico-chimiques des

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

L’aminogramme est le profil des acides aminés identifiés avec leur abondance relative (en
nombre, pourcentage ou concentration). Il permet 1’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 a 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 maniere 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 a partir du chromatogramme
entier représentatif de I’hydrolysat, en utilisant I’aminogramme de la protéine d’étude et
I’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 1’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 I’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 a 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 1’eau et une phase non-aqueuse » (Karplus 1997). Ainsi, les
composés ayant une affinité avec I’eau sont dits « hydrophiles » ou « polaires », alors que les
composés n’ayant pas d’affinité avec I’eau, et donc formant une phase a part, sont appelés
« hydrophobes » ou « apolaires ». Les différents AA possedent des groupements polaires ou
apolaires sur leur ramification latérale, mais c’est le milieu de solvation ainsi que leur
enchalnement 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 hétérodimere
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, méme si le
mécanisme exact est encore non élucidé et sujet a 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 composes
« amphiphiles » avec divers degrés d’hydrophobie générale. Ainsi, des outils de calculs basés
sur I’hydrophobie des AA composant le peptide ou la protéine ont ét€ 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).

[.1.5. Génération de peptides bioactifs
Parallélement a I’application alimentaire pure, la nature des molécules contenue dans le lait
a été investiguée pour comprendre leur réle 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 lumiére dans toutes les
sources protéiques alimentaires (de Castro & Sato 2015). Parmi les bioactivités on retrouve
I’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 a 1’alimentation. De ce
fait, avec toutes les possibilités applicatives dans le domaine des additifs alimentaires et
I’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 I’utilisation de molécules biosourcées respectueuses de I’environnement

(Kate et al. 2022).

Les peptides bioactifs, ou biopeptides, sont définis comme étant des fragments de protéine
specifiques (2 a 20 acides aminés) ayant un impact positif sur la fonction ou la condition
corporelle et pouvant, a terme, influencer la santé (Kitts & Weiler 2003a). Ces découvertes ont
I’intérét de remplacer des molécules produites de manicre 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, a partir
d’aliments primaires (lait, ceufs, riz, soja) mais surtout a 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 & Makinen 2016; Nasri 2017; Virdi & Singh 2017; Bechinger & Gorr 2017; Daliri et
al. 2017; Albenzio et al. 2017; Durand et al. 2021b).

L’accent sera fait sur les peptides pouvant étre appliqué en sécurité alimentaire a savoir les
peptides antimicrobiens et antioxydants. En effet, la préservation des produits alimentaires
contre des phénomeénes naturels de dégradation ou de la contamination microbienne extérieure
qui altérent 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 I’ajouter des conservateurs, des molécules synthétisées
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artificiellement, aux propriétés antimicrobienne et/ou antioxydantes. Or les études de ces
derniéres 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 trés prometteuse comme le
montre la multitude de recherches dans Figure 2. Les criblages des hydrolysats issus de
différentes sources protéiques a la recherche d’activité antimicrobienne ou chélatrice pour
I’application alimentaire ont découlé sur une nombre croissant des publications au fur et a
mesure a partir des années 1990, avec I’importance de développer leur production (Garcia-
Garcia & Searle 2016; Ashaolu 2020)
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Figure 2 : Nombre de publications par an sur la recherche de peptides antimicrobiens et antioxydants pour
["application en alimentation (Données issus de Web of Sciences).

[.1.5.2.1.  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 (fievre, vomissements, diarrhée, déces). La
détermination et la synthése de molécules particulieres a action biocide a permis de les
employer comme agents conservateurs dans la grande distribution : les acides organiques (acide
sorbique, acide benzoique, acide acétique) (Ricke 2003), les nitrites et nitrates (Wolff &
Wasserman 1972), dioxyde de sulfure et sulfites, éthyléne et propyléne d’oxide (Saunders et al.
2018), et quelques antibiotiques (Gould 1995; Landers et al. 2012). La panoplie des traitements
est vaste, mais ’attente des consommateurs est dirigée vers des aliments avec le moins de

traitements possibles et sans conservateurs « chimiques ». De plus, 1’adaptation des
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microorganismes aux biocides est un vrai fléau, le développement des multirésistances les
rendant coriaces et difficiles a 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 systéme immunitaire de nombreux organismes (Zasloff 2002). Actuellement,
3569 séquences peptidiques ont été référencées (isolées ou potentiellement prédites par une
analyse in silico) a 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).

1.1.5.2.1.1. Classification des AMP

Ces AMP peuvent étre classés de différentes maniéres : selon la source (microorganismes,
insectes, mammiféres, plantes, amphibiens, poissons), la structure, la richesse en certains acides
aminés (proportion supérieure a 25% en proline, tryptophane, arginine, histidine ou glycine) ou
la taille. La classification selon la structure divise les peptides en 4 familles : ceux qui possedent
des hélices a, ceux des feuillets B, ceux qui ont des hélices a et feuillets B, 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-dela de 100 AA, ce sont des protéines antimicrobiennes
(University of Nebraska - Medical center 2019).

1.1.5.2.1.2. 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 1’action générale des AMP est une
perméabilisation de la membrane des pathogénes grace a 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 I’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 bacteéries et créer des porosités (Bechinger & Gorr 2017),
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selon différents modes d’actions (pores toroidaux, pores en tonneau, formation de tapis) (Huan
et al. 2020).

En plus de la perméabilisation de la membrane, certains AMP peuvent étre 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 entrainerait une formation d’une micelle inverse qui
encapsule les peptides, qui seront finalement relachés du c6té intracellulaire (Lamaziere et al.
2007).

Ainsi, la perméation de la membrane peut entrainer la destruction de la cellule par la perte
de son cytoplasme, entrainant la fuite de toute la « machinerie » nécessaire a son
fonctionnement (enzymes, ADN, organelles). Elle peut également faciliter I’entrée d’AMP,
catégorisé a action « non-lytique », c’est-a-dire a action d’inhibition de synthése protéique,
nucléique, activité enzymatique, ou division cellulaire (Scocchi et al. 2015; Huan et al. 2020).
C’est par exemple 1’action attribuée a la napine (protéine du Colza), dont les recherches
suggerent qu’elle se lie spécifiquement a la sous-unité ribosomale 50S (1XBP) de Deinococcus
radiodurans et de Staphylococcus aureus par des liaisons hydrogénes, résultant sur une action

bactériostatique (Rahman et al. 2020).

[.1.5.2.2. Peptides antioxydants

1.1.5.2.2.1. L’oxydation et les especes réactives

Si la contamination microbienne peut étre maitrisée, I’aliment subira tout de méme un autre
phénomeéne naturel de détérioration : 1’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 (0,7),
I'nydroxyle (HO"), le peroxyle (ROO"), I'alcoxyle (RO), I'oxyde nitrique (NO") et le dioxyde
d’azote (NO). lls sont connus sous le nom d'especes réactives de I'oxygene (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'hydrogéne (H,0,), I’ozone (03), 1’acide hypochlorique (HOCI), acide nitreux
(HNO,), I’ion peroxynitrite (ONOO™), le trioxyde de diazote (N,03) et I’hydroperoxyde
(ROOH) (Halliwell & Gutteridge 1990; Swain et al. 2002).
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Les produits alimentaires subissent ainsi les phénomeénes d’oxydation tout le long des étapes
d’acheminement entre leur récolte et jusqu’a dans ’assiette (stockage, distribution, vente). Les
ROS sont responsables de ’altération de la saveur, de I’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 a de faibles concentrations par rapport a 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 1’oxydation par activité chélatrice (Apak et al. 2013).

1.1.5.2.2.2. Activité antioxydante primaire — action antiradicalaire
La cascade oxydative est stoppée lorsqu’un électron de I’antioxydant primaire est apparié a
I’électron réactif de ’espéce instable. Ces antioxydants primaires sont donc des réducteurs, des

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

R +AH - RH+ A Eg.1

Avec R’ un radical quelconque (y compris péroxyle et alkoxyle), AH I’antioxydent primaire
avec 1’hydrogéne qui sera transféré avec un électron, et A" I’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 ») (Gulcin 2012). Ces méthodes utilisent
des molécules avec des propriétés différentes selon leur forme oxydée ou réduite (couleur,
fluorescence). Ainsi, par exemple, pour mesurer 1’effet d’une autre molécule antioxydante, le
DPPH doit étre rendu oxydé au préalable avec une espéce réactive (DPPH’), puis 1’antioxydant
testé est ajouté pour réduire le DPPH en DPPH — H, ce qui se traduit par une augmentation

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

Techniquement, les radicaux libres peuvent étre capturés par deux principaux mécanismes :
le transfert par atome d’hydrogéne (HAT pour « hydrogen atom transfer ») et le transfert par
électron unique (SET pour « single electron transfer »). Le HAT consiste a transférer un électron
et un atome d’hydrogéne 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 ’hydrogéne cationique. Les deux mécanismes sont difficilement
distinguables et la plupart du temps les deux réactions se font en paralléle et conduisent au
méme résultat, mais les cinétiques et les potentiels d’ionisation différent (Liang & Kitts 2014).
La Figure 3 reprend la schématisation des mécanismes proposeés par Esfandi et al. (2019) pour

les résidus de tyrosine, cystéine et histidine.
0
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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) grace aux cycles, doubles liaisons et des groupes alkyl

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

Les peptides antiradicalaires ont été trouves 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 Iégumineuses (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 ceufs (Nimalaratne et al.
2015), de la viande (Ohata et al. 2016) et du lait (Pihlanto 2006).
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1.1.5.2.2.3. Activité antioxydante secondaire — action chélatrice

En plus des ROS, les métaux de transition actifs tel que le fer, (Fe?*) ou le cuivre (Cu?*)
sont capables de catalyser la réduction des hydroperoxydes (ROOH) en peroxyle (ROO),

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

Mt + LOOH —» M@tV £ HO™ + LO° Eq.2

Avec M un métal avec a charges positives et LOOH un lipide quelconque. De ce fait, ce
sont des pro-oxydants trés problématiques pour les lipides dans les formulations alimentaires

ou cosmetiques, 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 I’ion dans une formation en anneau (The Dow Chemical
Company 2021). Le mécanisme reste le méme, par HAT ou SET, mais les molécules restent
attachées a 1’ion métallique. Ce sont des molécules « chélatrices » et I’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 (Gulgin 2012). Par exemple, pour le test
FRAP, quand le complexe de 2,4,6-tripyridyl-s-triazine et de Fe3* ([Fe3* — (TPTZ),]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 Fe?*, puis ajouter le TPTZ, qui ne

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

Des petites molécules comme I’ammoniaque ou 1’éthylénediamine peuvent former ces
complexes chélateurs, mais les complexes les plus stables sont réalisés par des grandes
molécules comme I’acide éthyleénediaminetétraacétique (EDTA), capable de former six liaisons

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

]

0

| HzC/ HZ

no/\\ " H,C—N"" TSy,
. i / -

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

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

a I’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
chaine principale. De ce fait, les chaines latérales présentent de nombreuses fonctions de
complexation possibles avec les cations. Ces fonctions de complexation ont pu étre prédites
selon le concept d’acide-base de Lewis (Pearson 1969). En effet, un acide de Lewis est un
accepteur d’électrons (espéce qui a une orbitale vide) alors qu’une base de Lewis en un donneur
d’élections (espece qui a un doublet d’¢lectrons). Un classement empirique a ainsi pu étre établi
des différentes acides et bases de Lewis selon leur dureté :

e Dur(e) (1) : liaisons ioniques stables entre acides et bases dures.

e Intermédiaire (Il) : liaisons de différente nature a priori stables entre acides et bases

intermédiaires.

e Doux (douces) (1) : 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'apres Pearson 1969).

Dur Intermédiaire Doux
Li*, Na*, Mg?*, Ca®*, Ba?",

ACideS Al3+, Ga3+, V3+, CT3+, CO3+, Mn2+, FeZ+' C02+, Ni2+, Cu+, Ag+, Cd2+,
Fe3*, cations de la famille des Cu?*, Zn3*, Pd3* Aut, Hg*
lanthanides et actinides
Carboxylates (Glu et Asp), Imidazole (His), amides (Asn, Thiols (Cys)
Hydroxyle (Ser, Thr, Tyr), GlIn), azote (liaison Thioesters (I\)Iet)

P Guanidinium (Arg), Carbonyle, peptidique), indole (Trp), phényl (Phe) '
alcools, amines, éther, eau, pyrrole (porphyrine), nitrite, éthviene. c a:ni de
nitrate, sulfate, phosphate, azides, azote (gaz), pyridine, etcy Oy '
carbonates, etc. aniline, chloride, 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 Fe?*. 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 enchainement 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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N

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 proteiques présentes de nombreux avantages tanth

niveau nutritionel (apport des acides aminés essentiels et azote, diminution de
I’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, I’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 a augmenter
I’exploitation des matieres premiéres et par conséquent diminue les déchets finaux

génerés pour la filiere concernée.

Ces propriétés fonctionnelles dépendent des peptides composants 1I’hydrolysat, dont
les caractristiques sont directement liées a la composition en acides amines, 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 controler les
populations de peptides produits grace a la spécificité des protéases quant au(x) site(s)

de coupure peptidique(s).

La protéolyse enzymatique est réalisee dans des conditions définies de pH et
température, propre a chaque enzyme. Ces conditions influent également sur la protéine
a hydrolyser en changeant sa conformation. L’ensemble forme alors un systéme
d’hydrolyse dont le mécanisme réactionnel est régi par des cinetiques complexes
(paralleles, compétitives) avec des lois de vitesse spécifiques. Pour comprendre, et par
conséquant, maitriser 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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1.2. La protéolyse enzymatique

[.2.1. Les conditions opératoires de la protéolyse enzymatique

La propriété premiere des enzymes est leur spécificité de site catalytique, qui est
complémentaire a la charge, au degré d’hydrophobie et a la forme de son substrat (Whitehurst
& Oort 2010). Le systéeme enzyme/proteine est un systeme de deux protéines, dont une a une
activité hydrolytique, et I’autre non. Ainsi, la nature des forces de maintien de la structure de
ces deux entités sont les mémes (interactions hydrophobes, liaisons hydrogénes,
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
parameétres influencent 1’efficacité de I’hydrolyse selon plusieurs phénomeénes structurels,

chimiques et énergétiques.

Le potentiel hydrogene, noté communément « pH », est une mesure de 1’activité chimique
de protons, H* , en solution. Si ’activité en solution est grande (forte concentration en cations
d’hydrogéne), alors la solution est dite « acide », et si 1’activité est faible, elle est dite « basique »
ou « alcaline » (faible concentration en cations d’hydrogéne). La définition pour les molécules
présentent en solution est un peu différente : « un acide est une espéce qui a tendance a perdre
un proton, et une base est une espece qui a tendance a gagner un proton » (Leskovac 2003). Les
AA ont ces capacités a 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 1’état
d’ionisation des groupements (charge positive ou négative) sur les chaines latérales
(carboxylate, thiol, amine, etc.), qui a un certain pH seront chargés ou non. Ces états peuvent
étre 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 a se dissocier d’un proton. Cela permet de déterminer la forme qui prédomine a
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 a la forme basique, alors qu'un pH
supérieur au pKa donnera une concentration de la forme basique supérieure a 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 a la stabilité de la protéine par les liaisons

électrostatiques (entre charges négatives et charge positives) et les liaisons hydrogénes (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 maniére que deux mémes charges se retrouvent
voisines, elles se repousseront, ce qui participe a la déstabilisation et au dépliement de la
protéine (Eisenberg 1995).

Tableau 3 : lonisations 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 : chaine peptidique principale. Ar : cycle aromatique.
Adapté de (Whitaker 1994; Leskovac 2003).

fonctionnel _Formeacide  Formebasique [T MRS
Ammonium R — NHj R — NH, 75-10,6  N-terminal, Lys
Carboxyle R — COOH R— 00~ 3_5 C'termgl'ﬁl’ Asp,
Phénol R—Ar—OH R-Ar—0"+H* 98-105 Tyr
NH, NH + H

Guanidinium
R R
NH  NH, ~N

Thiol —SH

H™ NH,
S™+H* 8-8,5 Cys
R
-

Imidazole HN&%NH HNYN+ . 55-7 His
H

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

J\ 11,6 -12,6 Arg
/
H

eux influencent les interactions intramoléculaires de la protéine, pouvant la compacter ou la
déplier, ce qui jouera par conséquent sur les propriétés fonctionnelles de 1’hydrolysat final en
facilitant au non 1’acces aux sites de clivage a I’enzyme. Concernant cette dernicre, c’est le
méme principe qui rend le site catalytique de I’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 a 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 a acide aspartique (Theron & Divol 2014). R : chaine
du peptide 1. R’ : chaine du peptide 2. (4) Liaison a une molécule d’eau et attaque nucléophile sur le carbonyle
de la liaison peptidique. (B) Formation d 'un intermédiaire tétraédre stabilisé par les liaisons hydrogenes (traits
pointillés) a I’Asps, chargé négativement. (C) Le proton lié & I’atome d’oxygéne attaquant est cédé a l’atome
d’oxygene de I’ Aspsp, et inversion de configuration de [’azote de la liaison peptidique par la donation d’un
hydrogéne par I’Asp2is. (D) Libération des peptides formés et I’Asp21s est régénéré avec une charge negative
pour un nouveau Cycle.

Ainsi, la mesure de I’activité enzymatique en fonction du pH donne typiquement une courbe
en cloche, ou aux extrémités il n’y aura aucune activité, et le sommet représentera le « pH
optimum » de I’enzyme, ou elle donnera le plus de produits possibles pour un temps donné. Le
criblage sur le pH et I’enzyme peut conduire donc a des hydrolysats avec des populations
peptidiques différentes (taille et ionisation), découlant sur une variation d’une propriété pour
un méme couple enzyme/protéine. Par exemple, en testant trois pH et quatre enzymes pour
I’hydrolyse de I’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-a-dire qu’elle posseéde autant de charges
positives que négatives. Cela contribue a une grande stabilité de la protéine par une
augmentation des intérractions intramoléculaires, ce qui diminue les interactions ioniques avec

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

La température est, en thermodynamique, la mesure de I’énergie moyenne de 1’agitation des
molécules dans un systeme (Giancoli 2014). Elle a ainsi de nombreux effets sur la protéolyse.
D’abord sur la protéine, 1’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 I'arrangement régulier d'une

structure rigide a l'arrangement irrégulier et diffus d’une chaine peptidique ouverte et flexible »
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(Eisenberg 1995). La raison de ce changement est liée a la notion d’enthalpie, 1’énergie totale
du systéme. La protéine sous forme native a une certaine quantité d’énergie qui la maintient
stable. Pour déstabiliser ce systéme, il faut apporter une énergie plus élevée. C’est cet effet
qu’apporte le transfert thermique. Plus la température est €levéee, 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 exposes a la surface dans une protéine
dénaturée, ce qui facilite leur mise en contact avec le site catalytique de I’enzyme et augmente

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

Sur I’enzyme, 1’effet de la température est le méme mais évidemment on ne cherchera pas
a la dénaturer, sinon il n’y aura plus de réaction enzymatique. Il lui faut tout de méme une
température a 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 I’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 ’agitation des particules, et donc leur énergie
cinétique (Giancoli 2014). Toutes les collisions, les rencontres, entre 1’enzyme et la protéine ne
sont pas effectives a 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,
I’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 a des effets néfastes pour
I’hydrolyse. Les températures de fonctionnement appliquées aux enzymes les plus utilisées
(trypsine, pepsine, Flavourzyme®, etc.) sont généralement dans une gamme de 25°C a 50°C
(Alashi et al. 2014b; Durand et al. 2021a). Certaines protéases peuvent fonctionner au-dessus
de 70°C, comme la thermolysine et I’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 a 1’hydrolyse, voire diminuer la libération de peptides bioactifs
(Elmalimadi et al. 2017) car la conformation de 1’agrégat, structure non-native, n’est plus

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

1.2.1.3.1. Loi d’action des masses

Une réaction enzymatique est un systeme de réaction chimique trés particulier, mais il suit
généralement le postulat fondamental des cinétiques chimiques : la loi d’action de masses, c¢’est-
a-dire que la réaction est directement proportionnelle a 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 I’Eq. 4 (Korobov & Ochkov 2011a) :

k
A + B - Produit Eq.3

rag = k X [A]* x [B]} Eq. 4

La notation plus générale est présentée par I’Eq. 5 :
= —k 1_[ C,"™ Eq.5
X

Ainsi, la loi d’action des masses pour une réaction est notée r,., 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 1’occurrence, c¢’est la variation de la
(des) concentration(s) C, pour chaque substance x participante. L’exposant n, est I’ordre de
réaction « partiel » pour chaque substance. La valeur de 1’ordre de réaction correspond, pour
des réactions simples (une réaction identifiée sans ambiguité, Eq. 3), au coefficient
steechiométrique pour chaque substance (Eq. 4). Les valeurs des ordres de réaction partiels
servent a déterminer 1’ordre de réaction « global » de la réaction, qui est la somme des n,.. Pour
I’exemple de I’Eq. 4, I’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 extrémement difficile a déterminer. L’ordre de réaction devient alors un parameétre
expérimental a ajuster, permettant de relier les concentrations a la vitesse de réaction et de
déterminer le modéle réactionnel (Korobov & Ochkov 2011a; Punekar 2018). La constante de
vitesse k, est le principal paramétre 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 paramétre est en lien avec la théorie
des collisions, et plus spécifiquement, c’est 1’interprétation du nombre des collisions efficaces
qui aménent a une réaction entre 1’enzyme et son substrat. Cette relation est décrite par la loi

empirique d’Arrhénius (Cornish-Bowden et al. 2005) :

Eq
k =K,, X FS X e RT Eq. 6

Avec K., 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), E,, I’énergie d’activation de la réaction, R la constante des gaz parfaits

et T la température. Cette relation étant empirique, la détermination des termes K, et E, est

réalisé en tracant un graph log(k) = f(%) Cela donne une droite avec la pente qui vaut
Eq
2,203R

et ’ordonnée qui vaut K.

Toutes les réactions enzymatiques ne suivent pas cette loi, mais cette méthode reste
utilisable pour des systeme 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).

[.2.1.3.2. Conséquence sur le mécanisme enzymatique
Une réaction enzymatique quelconque est représentée généralement par 1’Eq. 7 suivante

(Cornish-Bowden et al. 2005):

ks X
E+S & ES3E+P Eq.7

k_q

Avec E I’enzyme, S le substrat, ES le complexe d’association entre 1’enzyme et le substrat,
qui se dissocie en donnant ’enzyme E intacte et le produit P. Le complexe ES est donc un
intermédiaire, qui est formé avec une vitesse k;, puis ES se dissocie en E et P avec une autre
vitesse k,. Cependant, comme de nombreuses réactions sont réversibles, la possibilité de la
réaction inverse est admise a partir de I’intermédiaire E£S a ’enzyme et substrat E + S initiaux
avec la vitesse k_;. De D’autre coté, il est aussi possible d’observer des réactions inverses a
partir de £ + P vers Dlintermédiaire 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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Etude bibliographique - La protéolyse enzymatique

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 différent d’une
réaction chimique classique. La concentration du substrat augmente le taux de réaction, mais
de manicére finie jusqu’a une vitesse maximale, V;,,,. En effet, durant le moment ou I’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 tres supérieure a la concentration en
enzyme, ce sont des conditions dites « saturantes » car I’enzyme n’est quasiment plus sous
forme libre puisqu’elle se lie trés rapidement a un nouveau substrat disponible. Le taux de
réaction devient indépendant de la quantité en substrat mais proportionnel a la quantité en
I’enzyme, car la réaction se fera au rythme de la disponibilité de I’enzyme libre. Dans ce cas-
Ia, comme la variation de la concentration du s