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Résumé : L’intérét de ces études est de favoriser I'apparition de peptides a activités biologiques
au cours ce ’hydroly se de I’hémoglobine.

La fixation de b pepsine sur I’alumine a permis d’observer une modification de la sélectivité de la
réaction d’hydrolyse de I’hémoglobine : I'accumuhtion d’une population peptidique intermédiare de haute
masse molécuhire est favorisée par rapport a la réaction menée en phase homogene (Figure 4,5). Avec la
pepsine immobilisée sur I'alumine native et fonctionnalisée, il a ét¢ observe que la vitesse d’hydrolyse de la
VV-hémorphine 7 est rakntie comparée a la réaction menée en phase homogene. Enfin, aprés immobilisation
de la pepsine sur native et fonctionnalisée, une production considérablement accélérée de la néoky otorphine a
ét¢ mise en évidence.

INTRODUCTION

Les protéines animales et végétaks ainsi que leurs produits dérives (peptides, acides amines)jouent
un role de plus en plus imporeant dans le domaine des ingrédients alimentares par leurs propriétés
fonctionnelles et organoleptiques.

Ces derniéres années, des peptides a activités biologiques ont été isole a partir d’hydrolysats de
protéines (caséines [11], protéines de sgja [7], gluten [13], protéines du lactogrum, des ceufs, hémoglobine
bovine. Des nombreuses activités biologiques ont été identifiées elles que opioides [8,6,4], immunostimulants
[12], transportew de minéraux, antioxy dante, antimicrobienne [1] etc.). Les potentialités de ces peptides ou de
ces fractions peptidiques sont importantes dans le secteur en forte expansion des aliments-santé mais aussi dans
le domaire de la $curité alimentaire comme ingrédients stabilisant de préparations alimentaires.

Dans ce travail nous avons développé une recherche préliminaire qui a consiste a construire un
micro-environnement hy drophile cationique autour de la pepsine immobilisée sur de ’alumine eta étudier la
cinétique et la sékctivité de la réaction d’hydrolyse de I’hémoglobine bovine. Les objectifs étaient d’étudier
I'impact de ce micro-environnement sur l’obtention de peptides cationiques tels que de certains peptides a
activités biologiques.

L’hémoglobine a é€ ici un substrat modele adape a ces recherches car elle réunit des
caractéristiques exceptionnelles : sa structure et en particulier sa séquence est parfaittement connue, une
quarantaine de séquences peptidiques a activités biologiques ont ¢€ identif€es par référence a des banques de
données, c’est un sous-produit des industries agro-alimentares.

Nous avons abord ce syjet pour montrer que h création de fores densités de charge positive dans
cet environnement de la pro€ase permet de modifier la sékctivité des coupures de la pepsine et de favoriser
I’obtention de peptides a activités biologiques qui sont des molécuks chargées positivement.
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MATERIEL ET METHODES

I Dosage de la solution d’hé moglobine

Solution d ’hémoglobine bovine (Sigma) a 2%, dosée slon laméthode de Crosby et coll. [5]
II. Dosage de I’activité de la pepsine

L’activité de la pepsine est déterminée selon laméthode de Sarath et coll. (1989)[10]

111, Immo bilisation de la pepsine sur I’alumine native ou fonctionnalisée
Immobilisation de la pepsine est réalisée selon la méthode de Coletti-Previero (1989)

[3]

Iv. Modification de I’alumine par la phosphoéthanola mine

La modification de I'alumine est réalisée selon b méthode de Coletti-Previero (1986)

2]

V. Suivi de I’hydrolyse de I’hémoglobine par la pepsine en solution et par la pepsine

immobilisée sur I’alumine et alumine fonctionnalisée
La cinétique de I’hydrolyse enzymatique est suivie par CLHP-PI-analitique selon le protocole de
Lignot et coll. (1998) [9]

RESULTATS ET DISCUSSION S

I. Création d’un environne ment polaire cationique autour de la pepsine insolubilisée sur de
I’ alumi ne

Ces ¢tudes expérimentales avaient pour le but de déterminer h capacité maximale de fixation de la
pepsine par lalumine et d’étudier le greffage d’un dérivé phosphoryE polaire et cationique : la
phosphoéthanolamine autour de la pepsine immobilisée.
Ensuite nous avons déterminé la capacité maximak de I’alumine a se charger en phosphoéthanohmine (PEA).

L.1. Immobilisation de la pepsine sur I’alumine

1.1.1 Détermination de la capacité de fixation de la pepsine par I’alumine

Différentes quantités de pepsine ont ét¢ immobilisées sur I'alumine afin de déeminer h quantité
optimale d’enzyme qui reste accrochée et qui manifeste apres immobilisation une activité maximum possible.
L’activité résiduelle estmise enévidence par son dosage avec ’hémoglobine a pH 2.

La fixation de I'’enzyme sur 1 g alumine a été réalisée avec différentes quantités de pepsine allant de
2,5a30mg.
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Figure 1. Immobilisation de différentes quantités de pepsine sur 1 g d’alumine.

La courbe de fixation de la pepsine sur I’alumine, présentée sur la figure 1, a une allure linéaire pour
des quantités de pepsine allant jusqu’a 20 mg, montant que h réaction est bien rréwersible. Elle présente une
saturation de I'alumine a partir de 20 mg introduits. Le pourcentage de fixation de la pepsine est d’environ 90 %
jusqu’a 10 mg, puis diminue lorsque la quantité de pepsine ajoutée augmente (jusqu’a 46 % pour 30 mg de
pepsine).

La capacité maximale de fixation est d’environ 14 mg par gramme d’alumine.
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I.1.2. Activité de la pepsine fixée sur I’alumine

L’activité résiduelle de la pepsine a é€ dosée avec de I’'hémoglobine a 1,67 % a pH 2 étant présenté
sur la figure 2.
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Figure 2. Activité de la pepsine immobilisée sur I’alumine

Le choix de la quantité de pepsine qui sera immobilisée et qui servira pour les trois hy droly ses a été
effectue a la suite de cette expérience. Un compromis entre la quantité minimale d’enzyme immobilisée sur 1 g
d’alumine et l’activité résiduelle maximale de la pepsine fixée a é€ réalise pour obtenir une hy droly se efficace
de I’hémoglobine a 2 %.

Donc nous avons choisi de fixer 5 mg de pepsine par gramme d’alumine qui a pemmis un rendement
maximal d’efficacité.

I.2. Greffage de la phosphoéthanolamine sur I’alumine

Différentes quantités de phosphoéthanolamine (PEA) ont été misesen contact avec
lalumine afin de détemminer la capacité de I'alumine a fixer la PEA (Figure 3). Des quantités de PEA allant de
25 a 700 umoles ont été mises en contact avec 1 g d’alumine native. 1 gramme d’alumine est capabk de fixer
jusqu’environ 500 umoles de PEA.
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Figure 3. Saturation de ’alumine par la phosphoé¢thanolamine (PEA)

Pour les expériences d’hydrolyse de I’hémoglobine par la pepsine immobilisée sur I'alumine
modifiée par la PEA, nous avons choisi de fixer 50 umoles de PEA par gramme d’alumine, en se referant aux
travaux de Coletti-Previero (1986).

II. Etude de la cinétique de la pepsine immobilisée sur I’alumine

Le but de cette étude a ét¢ de s’intéresser a la cinétique de disparition du substrat « hémoglobine »
d’une part et a celle de 'apparition des produits, c’est a dire 'heme et des peptides, d’autres part.

L’hydrolyse pepsique de I’lhémoglobine a ét¢ réalisée a pH 4,5 et 4 23°C, pendant 90 heures, dans
trois conditions différentes : en catalyse homogene avec I’enzyme en solution, en catalyse hétérogene avec
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d’une part la pepsine immobilisée sur I’alumine mative et d’autre part avec la pepsine inmobilisée sur I’alumine
greffée avec de la phosphoéthanolamine (PEA).

Les cinétiques ont été suivies au cours du temps grace a des prékvements amlyses par
chramatographie liquide haute pression en phase inverse (Figure 4,5,6).
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Figure 4. Evolution des profils chromatographiques aucours de I’hy droly se de
I’hémoglobine par la pepsine en solution
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Figure 5. Evolution des profils chromatographiques au cours de ’hy droly se de I’'hémoglobine par la
pepsine immobilisée sur I'alumine
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Figure 6. Evolution des profils chromatographiques au cours de I’hy droly se de I’hémoglobine par la
pepsine immobilisée sur I'alumine fonctionnalisée

Nous sommes intéressés plus particuliérement aux trois hémarphines LVVRk7, VVh-7 et VVh-4
ainsi qu’ a la néokyotorphine qui ont ét¢ mises en évidence au cours de h cinétique d’hydrolyse de
I’hémoglobine bovine par kh pepsine en solution [8].

La fixation de b pepsire sur I’alumine a permis d’observer une modification de la sélectivité de la
réaction d’hydrolyse de I’hémoglobine : I'accumuktion d’une population peptidique intermédiare de haute
masse molécubire est favarisée par rapport a la réaction menée en phase homogéne (Figure 4,5). Avec la
pepsine immobilisée sur I'alumine native et fonctionnalisée, il a ét¢ observe que la vitesse d’hydrolyse de la
VV-hémorphine 7 est rakntie comparée a la réaction menée en phase homogene. Enfin, aprés immobilisation
de la pepsine sur native et fonctionnalisée, une production considérablement accélérée de la néoky otorphine a
ét¢ mise en évidence.

CONCLUSIONS

Les principaux résultats obtenus ont permis de montrer que :

v L’immobilisation de la pepsine, par liaison covaknte avec 'alumine a é€ réalisée avec un rendement
global d’activité tres élevé (60%). Celui<i peut s’expliquer a h fois par h nature hy drophile du support (non
denaturant) et par k fait que la pepsine a ¢€ immobilisée par une seuk liaison covalente grace a un groupement
phosphorique estérifant naturellement une serine.

v’ La fonctionnalisation de I'alumire par b phosphoéthanolamine en renforgant le caracre cationique
pemettrait d’envisager d’utiliser la pepsine insolubilisée sur I'alumine pour lamise en ceuvre dans un réacteur
avec l'objectif de produire des peptides d’intérét.

v Avec la pepsine immobilisée sur 'alumine native et fonctionnalisée, il a été observe que la vitesse
d’hydroly s de la VV-hémorphine 7 est ralentie comparée a la réactionmenée en phase homogene.

v Aprés 'immobilisation de la pepsine sur native et fonctionnalisée, une production considérablement
accélérée de la néoky otorphine a été mise enévidence.
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