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RESUME

Dans cette étude, nous avons sélectionné la formule optimale pour le support ALG-GLT
sur lequel 1’a-amylase serait immobilisée, ou nous avons montré que la bonne composition
utilisée était de 2% ALG et 2% GLT. Nous avons donc obtenu des billes de taille
macrométriques qui vari entre 2.9 et 3.5 mm selon la proportion de GLT dans le mélange.

Par la suite, l'enzyme (a-amylase) a été immobilisée par inclusion dans des billes de
deux systemes différents de biopolymeéres (ALG) et (ALG-GLT)). Le meilleur pourcentage
d’immobilisation est celui du systtme ALG-GLT qui est de 54% par rapport au systéme
ordinaire (ALG) (Pourcentage de 35%). La désorption de cette enzyme a partir des deux
systémes a été étudié. Le pourcentage de désorption est minimum pour le systtme ALG-GLT
avec un pourcentage de 5%.

Cette ¢tude a été suivie par la détermination des parameétres cinétiques et 1’étude de
recyclage des billes, le systtme de 2% ALG et de 2% GLT donne une affinité importante
comparant avec le systétme ALG et I’enzyme libre avec une Ky, de 2,16 .10”. Les mémes
billes (ALG-GLT) peuvent étre réutilisées six foies avec conservation de 55% de son activité
initiale.

Mots clés: a-amylase, Alginate de sodium, Désorption, Gélatine, Inclusion, immobilisation.

ABSTRACT

In this study, we selected the optimal formula for our new ALG-GLT support on which
the enzyme would be immobilized, where we showed that the right concentration used was
2% ALG and 2% GLT. So we got the beads of macrometric size which varies between 2.9
and 3.5 mm depending on the proportion of gelatin in the mixture.

Subsequently, an enzyme (a-amylase) was immobilized by inclusion in beads of two
different systems of biopolymer (sodium alginate (ALG) and sodium alginate + gelatin (ALG-
GLT)). The best percentage of immobilization is that of ALG-GLT system with 54%
compared to the regular system (ALG) (35% percentage). The desorption of this enzyme from
both systems has been studied. The desorption percentage is minimum for the ALG-GLT
system with a percentage of 5%.

This study was followed by the determination of the kinetic parameters and the
recycling study of the beads, the system of 2% ALG and 2% GLT gives an important affinity
comparing the ALG system and the free enzyme with a Km of 2,16 .10”. The same beads
(ALG-GLT) can be reused six times with conservation of 55% of its initial activity.

Key words : a-amylase, Sodium alginate, Desorption, Gelatin, Inclusion, immobilisation.
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Introduction générale

Les amylases sont parmi les enzymes celles qui occupent une place de choix, ce sont les
plus importantes et sont d'une grande importance en biotechnologie, ce qui constitue une
classe d'enzymes industrielles ayant approximativement 25-30% du marché des enzymes
(Rajagopalan and Krishnan, 2008).

L'application industrielle d'enzymes est souvent entravée par un manque de
disponibilité, des prix élevés et stabilité limitée en conditions opérationnelles. L'utilisation
d'enzymes dans une forme libre est trés peu économique parce que les enzymes en général ne
peuvent pas étre récupérés a la fin de la réaction. Ces inconvénients peut étre surmonté par
I'immobilisation de I'enzyme rendant ainsi plus stable et plus facile a récupérer et a recycler
(Talekar and Chavare, 2012).

Plusieurs techniques d’immobilisation d’enzyme ont ¢été utilisé telles que la
réticulation, I’adsorption, I’inclusion et I’encapsulation.

L’inclusion de I’enzyme dans les billes d'alginate est l'une des méthodes les plus
utilisées.(Ates et al., 2007, Zhang et al., 2013) Cette méthode consiste a retenir une enzyme
et ’enfermer a l'intérieur du réseau tridimensionnel d’une mani¢re purement physique.
L’alginate est le copolymere le plus utilisé car c’est un polymere anionique, biocompatible,
léger et non toxique et son procede de gélification est facile (Won et al., 2005, Zhang et al.,
2013, Vu and Le, 2008) Mais parmi les inconvénients de cette méthode c’est les fuites
d’enzyme a travers les pores. Afin de pallier ce probléme un nouveau systéme
(polyélectrolytes) de I’immobilisation a été utilisé dans notre étude.

Les systemes impliquant des interactions entre polyélectrolytes et spheéres de charges
opposées sont rencontrés dans de multiples domaines et champs d’applications. Les
polyélectrolytes permettent par exemple de stabiliser des particules minérales en solution ou
encore de les encapsuler pour les délivrer ultérieurement. Ces capacités d’encapsulation sont
¢galement utiles en agroalimentaire ou les particules chargées sont cette fois des
macromolécules biologiques, essentiellement des protéines. Donc une étude de comparaison
de I’immobilisation d’une enzyme (protéine) dans deux matrices différentes a base de deux
biopolymere de nature polysaccharidique et protéine a savoir I’alginate de sodium (ALG) et
gélatine (GEL) a été effectuée.

La présente étude est divisée en deux parties, dont la premiére partie fait 1’objet d’une

synthése bibliographique décrivant les enzymes, leurs classification leurs différentes source.
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Puis, nous présentons le systéme choisi pour réaliser cette étude. Notre choix s’est porté sur
un systéme a basse de biopolyméres de natures différentes : le premier est un polysaccharide
anionique, linéaire et largement étudié: D’alginate de sodium (ALG) qui présente aussi
I’avantage de pouvoir décliner ces systémes au sein d’hydrogels physiques obtenus par
complexation ionotropique avec des cations divalents tels que le calcium. Le deuxi¢me est
une protéine qui est la gélatine (GLT) qui est connue par sa thermoreversibilité et qui est trés
utilisée dans le domaine agroalimentaire.

Dans la deuxiéme partie de ce travail, nous décrivons les méthodes expérimentales et
les techniques utilisées pour I’immobilisation d’enzyme dans deux systémes différents

(Alginate et alginate + gélatine) suivi par les résultats et la discussion.
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Chapitre I: Enzymes

1- 1. Les enzymes

Les enzymes sont des catalyseurs biologiques intervenant dans diverses réactions.
(Sankaralingam et al., 2012), dont leurs production est une poursuite centrale au domaine de
I’industrie et en biotechnologie. Le marché des enzymes industriel actuel continue a croitre de
Plus en plus avec une demande accrue sur I’avancement des procédés biotechnologiques qui
Restent en déficit face a la demande en augmentant de nombre de biocatalyseurs (Fossi et al.,
2005).

Les enzymes peuvent étre obtenus a partir de plusieurs sources, telles que les plantes,
les animaux et les microorganismes (Headon and Walsh, 1994).

Les enzymes sont des macromolécules de nature protéique. Elles sont constituées de
plusieurs acides a-aminés de la série L unis entre eux par une liaison formée par condensation
entre le groupement carboxyle d’un acide aminé et le groupement amine d’un autre acide
aminé afin de former une liaison amide. Les enzymes sont donc des polypeptides de masses
moléculaires élevées entre 10 a 1 000 kDa dans lequel sont arrangés les acides aminés,

constitue ce que 1’on appelle la structure primaire des protéines (Marks, 1996) (Fig.01).

27 F el

Acides amines

Figure 01. Représentation schématique de la structure primaire d'une protéine(Marks, 1996).

Ces protéines vont avoir tendance a se replier sur elles-mémes afin de former des
arrangements secondaires principalement en hélices a et en feuillets 3, cette structure est
stabilisée grace a la génération de liaisons hydrogénes. L’arrangement de ces structures
secondaires les unes par rapport aux autres forme une Structure tertiaire qui, elle, sera
stabilisée par des ponts disulfures.

Une structure quaternaire peut méme étre décrite pour les treés grosses enzymes (Fig.02).
Cette structure tridimensionnelle de I’enzyme lui donnera sa spécificité permettant a celle-ci
de reconnaitre un substrat en particulier via une région distincte de I’enzyme, appelée le site

actif,
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Figure 02.Représentation schématique de la structure quaternaire d'une protéine (Marks, 1996).

1- 1.1. Classification des enzymes
Selon les réactions catalysées, les enzymes peuvent étre classées en six grandes
Catégories :

v' Oxydoréductases : qui catalysent des transferts d’électrons et de protons d’un
Donneur a un accepteur

v Transférases : qui catalysent les transferts des groupements.

v' Hydrolases : qui catalysent les réactions d’hydrolyse (coupure des liens C-C, C-O,
C-N et autres par de 1’eau).

v Lyases : qui catalysent l'addition de groupes a des liens doubles.

v Isomérases : qui catalysent le transfert de groupes dans une méme molécule pour
Produire des formes isomeres (ex : conversion d’un acide aminé L en acide aminé D).

v' Ligases : qui forment des liens C-C, C-S, C-O et C-N lors de réactions de

Condensation couplées a 'utilisation d’ATP.

1- 1.2. Source d’enzyme
L'étape initiale de la production de toute enzyme concerne le choix de la source. Dans
certains cas ou l'activité catalytique souhaitée n'est disponible que dans une source unique,
bien que dans la plupart des cas ou l'activité souhaitée peut étre obtenue a partir de plusieurs

sources (Headon and Walsh, 1994).
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1- 1.21. Source microbienne
De nombreuses protéines sont obtenues a partir de microorganismes. Un nombre limité
de microorganismes sont considérés comme des producteurs appropriés des protéines
destinées a des fins appliquées. Les microorganismes les plus fréquemment utilis€s comme
producteurs d’enzyme comprennent des bactéries et des champignons, Les microorganismes
représentent une source attrayante d'enzymes car ils peuvent étre cultivés en grande quantité
dans un délai relativement court selon les méthodes de fermentation (Headon and Walsh,

1994).

1- 1.2.2 Source Végétal
Les plantes ne sont généralement pas considérées comme des sources attrayantes
d'enzymes d’importance industrielle. La nature saisonniére et la géographie de la croissance
des plantes et le fait que la plupart des protéines végétales sont intracellulaires milite
¢galement contre leur utilisation généralisée comme sources d’enzymes (Headon and Walsh,

1994).

I- 1.2.3 Source Animal
Un nombre d'enzymes d'une importance considérable ont été traditionnellement obtenus
d’animaux les plus importantes sur le plan industriel, ¢galement connu sous le nom de
Chymosine cette protéase aspartique trouve une application industrielle principalement
dans la production de fromages, bien qu'il ait également été utilisé thérapie en tant que aide

digestive (Headon and Walsh, 1994).

1- 2. Application des enzymes
Jusqu'aux années 1960, les enzymes industrielles restent donc un créneau trés étroit. De
nouvelles applications ont permis les plus récents développements; protéases dans les
détergents, enzymes coagulante substitudtes de la présure animale, glucose isomérase et
amyloglucosidase en glucoserie (Aviron-Violet et al., 1982). Le Tableau 01 illustre quelques

exemples d'enzymes, et sons applications industrielles.
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Tableau 01. Applications industrielles des enzymes.

Enzyme Application

Amylases bactérienne et fongique Hydrolyse de ’amidon en dextrines. maltose et glucose

Protéases bactérienne et ) _ _
Attendrissement de la viande et préparation du fromage

fongiques
Présure fongique Caillage du lait
Lipase Activation digestive
Patinasse fongique Clarification du jus et de vins
Hémicellulose fongique Hydrolyse des hémicellulose des céréales et [égumes
Cellulase fongique Hydrolyse de la cellulose en glucose
Inulase bactérienne et fongique Hydrolyse de 1’inuline en glucose
Invertase Production de sucre inverti a partir du saccharose
Glucose isomérase bactérienne Fabrication du sirop de fructose

Les a-amylases sont parmi les hydrolases les plus importantes pour toutes les industries
a base d'amidon. L’a-amylase comme toutes les enzymes est une macromolécule appartenant
a la classe des protéines globulaires, dont le réle biologique est de catalyser I’hydrolyse de
I’amidon. De type de la classe des hydrolases qui agit sur les liaisons a (1-4) de I’amidon. Elle
est largement représentée chez les animaux, les végétaux et les micro-organismes.
L’a-amylase et les protéases sont les plus utilisés en bio-industrie (Scriban, 1993 ; Wallach,
1997) .par ailleurs, la part du marché mondial prise par les enzymes est de 59% pour les
protéases et 28 % pour les glucanases dont 13% pours 1’a-amylase (larpent_Gourgaud et

sanglier 1992).

I- 3. a-amylase

L’a-amylase est une enzyme ubiquitaire, synthétisée dans tous les genres de la vie
(Janecek, 1994). Elle appartient a la famille des glycosides hydrolases nommé GHI13;
regroupant maintenant plus de 1700 enzymes. Elle hydrolyse, les liaisons osidiques de
I’amylose, de I’amylopectine, de 1’amidon, du glycogéne et d’autres polysaccharides
contenant plus de trois liaisons a(1-4) D-glucose (Dauter et al., 1999). En effet, elle attaque
les chaines de I’amylose en coupant les liaisons a(1-4) tous les 6 glucoses, maltose et surtout

d’a-dextrines (Franco et al., 2000).
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I- 3.1. Nomenclature

Le tableau 2 récapitule les différentes nomenclatures d’ a-amylase.

Tableau 02. Différentes nomenclatures d’a-amylase (Mercier, 1985).

Nom
a(1-4) D-glucane glucanohydrolase
Systématique
Non codifié E.C 3.2.1.1
Nom
a-amylase.
Recommandé
glycogenase, endoamylase, maxilase, taka-amylase A, takatherm,
Synonymes thermolase, amylotherm, clarase, amylopsin, spitase CP1, G995,
kleistase L1, THC 250, maxamy, ptyalin
1- 3.2. Structure

L'a-amylase a une structure tridimensionnelle capable de se lier au substrat, et par
l'action des groupes catalytiques hautement spécifiques, favorise la rupture des liaisons
glycosidiques.

Ce sont des glycoprotéines renfermant 478 acides aminés repartis en deux domaines
Globulaires appelés A (1 a 380 résidus) et B (381 a 478 résidus) ; ces domaines sont associés
par une chaine polypeptides constitué principalement de résidus hydrophobe.

La partie glucidique est formée essentiellement de mannose, le résidu constituant le site
de fixation du substrat. Ce sont des métallos enzyme a calcium (un ion calcium par molécule)
(Chiba, 1988). Ces ions sont nécessaires a I’activité¢ enzymatique et au maintien de la stabilité
de la Structure en acides aminés de I’enzyme qui varie d’une souche a I’autre (Fogarty and

Kelly, 1980).

1- 3.3. Les différentes sources et origines de I’a-amylase
Les a-amylases sont abondantes dans tous les régnes, elles ont été isolées par extraction

a partir des tissus végétaux et animaux ou par fermentation par des cellules microbiennes.

v' L'origine animale
Les amylases d'origine animale sont généralement extraites a partir de la salive et du

pancréas des mammiféres (French, 1975).
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v’ L'origine végétale
Les a-amylases végétales possédent une importance primordiale dans le métabolisme
glucidique ou elles participent a la conversion de 1'amidon en le réduisant en sucres réducteurs
qui sont la source énergétique nécessaire a la germination et elles sont généralement

incapables d’hydrolyser le maltose (Fogarty and kelly,1994).

v' L'origine microbienne

+ L' a-amylase fongique
La production industrielle d'enzymes a partir des microorganismes fongiques, parmi les
genres Aspergillus et Penicillium, existe depuis longtemps du fait que la premicre production
d'a-amylase a été réussie par Takamine en 1894. L'a-amylase fongique est d'une thermo

stabilité assez faible, son optimum d'action se situe entre 50°C et 55°C (Milner et al., 1997).

4+ L' a-amylase bactérienne
Ce type d'enzyme est obtenu principalement par fermentation de Bacillacées
(Bousseboua, 2002). Historiquement la premiére enzyme a €té produite a partir de souches de
Bacillus amyloliquefaciens, B. licheniformis (Mc Tigue et al., 1995) ou B. subtilistermentant
en surface (Zoubiri, 2012).

Le tableau 03 récapitule les différentes a-amylases microbiennes et leur action.

Tableau 03.Différentes a-amylases microbiennes et leur action(Park et al., 1997).

Enzyme Source Action

Bacillus amyloliquefaciens o
Hydrolyse des liaisons a(1-4) au hasard a
Bacillus lichenformis

a-amylase I’intérieur de la chaine, en donnant de
Aspegillus
I’a-dextrine, de maltose et de glucose
Saccharomyces
a-amylase Comme la précédente, sauf qu’elle produit
Bacillus subtilis
saccharifiant jusqu’a 50% du glucose
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1- 3.4. Mécanisme d’action

L’o-amylase d’origine végétale, animale ou microbienne agit sur les polysaccharides
(Amidon, glycogene).

L'a-amylase appartient a la famille des endo-amylases qui catalyse 1'hydrolyse initiale
de I'amidon en oligosaccharides plus courts (résidus glucose terminaux), les liaisons o (1-6)
ne peuvent étre clivées par I'a-amylase.

Les a-amylases présentent la possibilité d'attaquer les chaines d'amylopectine de deux
facons différentes: soit en se fixant sur une chaine et effectuer plusieurs cycles de coupures
(attaque multienzymatique) c'est le cas de 'amylase pancréatique; soit en se fixant
Sur une chaine pour effectuer une coupure puis apres libération des produits, se détacher de la
chaine pour attaquer une autre chaine (attaque préférentielle) c'est le cas des amylases de

Bacillus subtilisou d'Aspergillus oryzae.

-a= B-amylase
-2 a-amylase
- dextrinase limite

extrémité non réductrice extrémiteé réductrice—‘

'L ”

Figure 03. Action de I’ a-amylase sur I’amidon.

Le mécanisme d'action de I'a-amylase nécessite la participation de trois fonctions du site
actif impliquant un attaquant nucléophile, un stabilisateur de la charge positive de l'atome
attaqué et un donneur de proton au groupe déplacé; ceci signifie que la rupture de la liaison
osidique fait intervenir une série d'échanges d'électrons et de protons entre certains résidus de
I'enzyme et du substrat. Les groupes impliqués dans la réaction du site actif sont deux acides
carboxyliques et un noyau imidazole (Mazur and Nakatani, 1993).

Ce mécanisme est une caractéristique de I'enzyme et selon les conditions
expérimentales (température, pH, taille et structure du substrat), ’enzyme peut utiliser I’'un ou
I’autre mécanisme et méme une combinaison entre plusieurs mécanismes (Nielsen et al.,

2001, Berry and Paterson, 1990).



Chapitre I: Enzymes

-Attaque aléatoire: I’a-amylase hydrolyse aléatoirement les liaisons glycosidiques, libérant
deux fragments, qui seront séparément attaqués.

-Attaque préférée: l'o-amylase montre une préférence pour certaines liaisons dans le
substrat.

-Attaque répétitive ou multiple: elle implique le déplacement de 1'enzyme tout au long de la
chaine du substrat, pour hydrolyser les liaisons glycosidiques sans se dissocier du substrat
(Scriban, 1999, Van Der Maarel et al., 2002).

(Park et al., 1997), signalent que les a-amylases sont des métallo-enzymes a calcium, vu la
nécessité des ions calcium a l'activité enzymatique et au maintien de la stabilité de la structure

en acides aminés de ces enzymes.

1- 3.5. Hydrolyse de ’amidon

L’amidon est apres la cellulose la principale substance glucidique présente dans le
monde végétale, il est synthétisé sous forme de réserve, par les végétaux supérieur a partir de
I’énergie solaire, il constitue une source énergétique indispensable a I’alimentation des étres
vivants et de ’homme en particulier.

I1 est composé de deux composants principaux; I’amylose et ’amylopectine dans les
proportions 20 et 80%.

De sa polyvalence et de sa disponibilité, I’amidon natif ou modifié¢ est probablement le
polysaccharide le plus important dans 1’industrie alimentaire, il est constitué¢ de petits grains
ou granules dont la taille et la forme dépendent de ’origine végétale.

Le grain de I’amidon a une structure macromoléculaire comportant des zones
cristallines et des zones amorphe, lorsque le granule d’amidon est visualis€ au microscope
sous la lumiere polarisé€, une croix noire est visible, ce phénomene est appelé biréfringence et

s’explique par la nature cristalline des granules

OH
Amylose % Kon 0 Amylopectine
OH ) OH
0 OH OH o
e, S OH o OH HO

o] (o) o}

OH OH A 0 e

O—BH . NH o OH
OH o (o] 0
. OH OH 0
OH 0
OH OH

Figure 04.Structure de [’amylose et [’'amylopectine.
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L’amylose est une macromolécule linaire constitué¢ de résidus D glucose relié entre eux
par des liaisons a(1-4), une extrémité porte un groupement réducteur, 1’autre un groupement
non réducteur.

L’amylose est une molécule de haut poids moléculaire ; de 150 - 600 kDa suivant
’origine botanique.

La teneur en amylose de I’amidon varie entre 15 et 30%. La structure de I’amylose est
hélicoidale et I’intérieur de 1’hélice est hydrophobe et lipophile ce qui permet a ’amylose de
former des complexes hydrophobes avec d’autres ¢léments tel que 1’iode, dont sa
complexation avec 1’iode est utilisée pour détecter I’amidon.

L’hélice est formée de 6 résidus et stabilis€é par des fortes liaisons hydrogene
intermoléculaire.

L’amylopectine est une macromolécule fortement ramifi¢ ; il formé de résidu de D-
glucose qui sont reliés entre elles par des liaisons a(1-4), ces chaines linaires sont reliées entre
elle par des ramifications o(1-6). Son poids moléculaire est de 10000 a 500000 DA. La

capacité de fixation de I’iode de I’amylopectine est quasiment nulle.

1- 3.6. Hydrolyse enzymatique de I’amidon

L’hydrolyse de I’amylose abouti a la formation du maltose puis ce dernier sera
hydrolysé a son tour.

L’hydrolyse de I’amylopectine se déroule en deux étapes; La formation du glucose,
maltose, et o-dextrine, ces derniéres possédent au minimum 4 molécules de glucose et
présentent des liaisons glycosidiques a(1-6) ensuite I’hydrolyse lente des dextrines (Park et
al., 1997).

L’hydrolyse enzymatique de I’amidon permet non seulement d’avoir des composés purs
mais aussi par un choix judicieux de I’enzyme; une gamme de produits aux propriétés
physico-chimique bien caractérisées.

L’a-amylase est une endo-amylase qui hydrolyse spécifiquement les liaisons
glycosidiques a(1-4) de I’amylose et I’amylopectine, elle n’est pas capable de dégrader les
liaisons a(1-6) et s’arréte jusqu’ ou elle rencontre une ramification. Les produits finaux de
l'action des a-amylases sont des oligosaccharides qui constituent un mélange de maltose, et
oligosaccharides ramifiée de 6 - 8 unités de glucose qui contiennent a la fois des liaisons
a(1-4) et a(1-6) (larpent_Gourgaud et sanglier 1992).

L’action conduit a une diminution de la viscosité de la solution. Elles sont utilisées dans

la phase initiale de I’hydrolyse ou liquéfaction.
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1- 3.7. Propriétés de ’a-amylase

Le choix du pH optimum est trés important pour la production de I’a-amylase car cette
derniére est trés sensible au pH. Le pH optimum des a-amylases est entre 4 et 8 et celui de
I’a-amylase bactérien est supérieur a la neutralité¢ (Prakash et al., 2009).

Selon (Prakash et al., 2009). Les a-amylases d’origine microbienne présente une
thermo stabilité¢ de (70°C — 90°C), et une température optimale plus élevée se situant entre
(40°C et 70°C).

La température optimale des amylases fongique varie selon leur origine de (30°C a
40°C) (Mazur and Nakatani, 1993).

Les enzymes thermostables isolées a partir d'organismes thermophiles ont trouvé un
certain nombre d'applications commerciales en raison de leur stabilit¢. Comme la liquéfaction
enzymatique et la saccharification de 1'amidon sont effectuées a des températures ¢élevées
Bacillus subtilis, Bacillus stearothermophilus, Bacillus licheniformis, Bacillus amylolique
facienssont connus pour étre de bons producteurs d'a-amylase thermostable.

Aujourd'hui, le marché annuel des enzymes thermostables représente environ 250
millions de dollars et les a-amylases thermostables en occupent une bonne part (Ahlawat et
al., 2009).

L’hydrolyse de 1’amidon est surtout réalisée au niveau industriel par l'utilisation des
amylases de B. amyloliquefascienset B. licheniformis. Dans ce dernier cas, l'enzyme
présenteune stabilité plus grande en présence d'empois d'amidon, son activité résiduelle est
importante méme a 110°C et surtout si le milieu renferme du calcium (20 a 80 ppm) qui
stabilise la structure. L'enzyme de B. licheniformisest utilisée car elle permet d’obtenir la
liquéfaction de I'amidon.

Dans le cas de I’enzyme de Bacillus amylolique faciens; on ne peut pas dépasser la
température de 95 °C. L’action des amylases se traduit par des hydrolysats qui présentent
généralement des DE compris entre 8 & 12 ce qui correspond a la liquéfaction de 1I’empois
d’amidon.

Les enzymes produites par certains micro-organismes halophiles ont une activité
optimale a fortes salinités et peuvent donc étre utilisés dans de nombreux procédés industriels
difficiles ou les solutions salines concentrées utilisées autrement pour inhiber de nombreuses

conversions enzymatiques (Vetriani et al., 1998).
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I- 3.8. Applications industrielles

Les a-amylases sont parmi les hydrolases les plus importantes pour toutes les industries
a base d'amidon, et leur commercialisation est la plus ancienne, avec premiere utilisation en
1984, comme aide pharmaceutique pour le traitement de désordres digestifs. Aujourd’hui, les
a-amylases trouvent l'application dans tous les processus industriels, avec une dominance des
o-amylases microbiennes qui ont complétement remplacé, non seulement I'hydrolyse
chimique dans les industries de transformation d'amidon, mais également dans les industries
chimiques pharmaceutiques et autres (Zoubiri, 2012).
Actuellement, les a-amylases ont la part principale du marché mondial d’enzymes, dont
plusieurs différentes préparations d'a-amylase sont disponibles avec de divers fabricants

d'enzymes pour utilisation spécifique dans diverses industries (Alais et al., 2008).

Tableau 04. Rapporte en bref les divers domaines d’application des a-amylases.

Industries Applications
Solubilisation de I’amidon, accompagnée d’une chute importante de
Glucoserie ) - )
la viscosité (liquéfaction) (Pandey et al., 2000).
Réduction de la viscosité des sirops de cannes a sucre, en
Sucrerie hydrolysant les contaminants amylacés pour assurer la réussite de

processus de cristallisation (larpent_Gourgaud et sanglier 1992).

Amélioration des propriétés rhéologiques et fermentaires de la pate,
Biscuiterie et

ainsi que le volume de la mie et la coloration de la

Panification
croute(Hendriksen et al., 1999).
Industrie textile Désencollage textile, qui permet d’éliminer la colle d’amidon qui
enduit les fibres et les protége au cours du tissage (Tolan, 1996).
Liquéfaction de I’amidon, pour préparer des sauces de couchage
Papeterie permettant d’éliminer les irrégularités superficielles de la feuille
(Kottwitz et al., 1994).
Dégradation des taches a base d’amidon, les oligosaccharides et les
Détergent dextrines libérés de 1’action hydrolytique sont solubles, ce qui
facilite le découpage physique de la tache(Kottwitz et al., 1994).
Industrie Traitement de diabéte et de 1’obésité (Nielsen et al., 2001).
pharmaceutique
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I- 4. Immobilisation d'enzymes

L’une des voies importantes et prometteuses de la bio-ingénierie dans [’industrie
agro-alimentaire est [I’emploi d’enzymes immobilisées (Shimizu et al.,, 1979).
L’immobilisation des enzymes est 1'une des technologies la plus importante utilisée dans
l'alimentation, la production pharmaceutiques et la biotechnologie. L’immobilisation d’une
enzyme consiste en sa rétention dans une phase insoluble, par liaison chimique ou rétention
physique (Siso et al., 1988).

L’intérét d’utiliser des enzymes immobilisées dans des bioréacteurs tient
essentiellement a leur récupération plus facile que celle des enzymes solubles, dans le cas
d’un fonctionnement par cycles ou la possibilité de leur utilisation en continu. Toutefois, dans
la plupart des procédés industriels et d’aprés (Teotia and Gupta, 2001) les enzymes sont
mélangées dans une solution avec des substrats et ne peut étre économiquement récupéré
qu’apres 1'épuisement des substrats (Hamilton et al., 1999). Cet usage unique est évidemment
tout a fait inutile lorsque le colt des enzymes est considéré. Ainsi, il ya une incitation a
utiliser des enzymes sous forme immobilisée ou insoluble, de sorte qu”elles peuvent étre
conservées dans un réacteur biochimique pour catalyser d'autres flux ultérieurs. L'exploitation
d'une enzyme immobilisée dans un procédé enzymatique en mode continu rend son utilisation
plus favorable (Wu et al., 1998).

En milieu organique les protéines peuvent, en général, avoir un changement de la
conformation spatiale qui cause l’agrégation des enzymes et parfois leur inactivation.
L’immobilisation des enzymes sur des supports est souvent considérée comme la méthode la
plus efficace permettant d’avoir des enzymes plus stables pour une longue période lors de la
réutilisation et sous les conditions opérationnelles utilisées.

Actuellement, de trés nombreuses méthodes d’immobilisation intéressant plus de 100
enzymes ont été¢ développées dans le but d'étendre le champ d’applications industrielles de ces
catalyseurs, pour leurs utilisation en continu ou pour en assurant leurs réutilisation et
l'augmentation de leur stabilité, en facilitant le controle de 1’action des enzymes (Tee and
Kaletung, 2009, Hernaiz and Crout, 2000) et permet ¢galement de les séparer a partir le
milieu réactionnelle (Sharma and Kanwar, 2014). En outre, I’immobilisation des enzymes
utilisées en milieu organique empéche les protéines de s’unir et de précipiter. En général,
I’efficacité d’un procédé d’immobilisation doit répondre a quatre criteres:

- un rendement d’immobilisation élevé,
- une préservation de 1’activité enzymatique,

- une bonne stabilité du complexe enzyme-support,
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- une bonne rétention de 1’activité enzymatique (affinité enzyme- support).

L'immobilisation, d'une maniére générale, permet d'avoir une meilleure stabilité des
enzymes, mais peut induire des problémes de diffusion et d'accessibilit¢é au substrat
contrairement aux enzymes libres. L'immobilisation peut étre réalisée sur différents types de
support, mais la plupart des supports présentent l'inconvénient d'étre chers.

De nombreuses méthodes existent pour I'immobilisation des enzymes, parfois appelée
insolubilisation d’enzyme (Wu et al., 1998). La majorit¢ des méthodes peuvent Etre classées
en quatre catégories principales : l'adsorption, l'inclusion, la liaison covalente et

I'encapsulation (Tableau 05).

Tableau 05. Principales méthodes d’immobilisation d’enzymes (Tiimtiirk et al., 2007).

Immobilisation
Dans une matrice constituée
par retention

Inclusion par le réseau tridimensionnel
physique
d’un gel ou d’un polymére
-Dans une microcapsule
Immobilisation délimitée par une membrane
Confinement '
par rétention semi- perméable
physique (micro encapsulation).
-Dans une fibre creuse.
Immobilisation -Par adsorption par des liaisons
par liaison Fixation sur un faibles (Inter actions ioniques)
chimique support -Par liaisons covalente
Immobilisation Etablissement d’un réseau par
par liaison Réticulation liaisons covalentes
chimique Intermoléculaires
I- 4.1. Immobilisation par adsorption ou par liaison ionique

C’est une méthode trés simple pour 1’application nécessitant seulement de mettre en
contact le support et I’enzyme dans des conditions de pH, température et de force ionique
données. Dans cette méthode, I’immobilisation est due a des interactions de type Van der
Waals, liaisons hydrogene, transfert de charges ou liaisons ioniques. L’avantage de cette
technique est qu’elle ne nécessite aucun réactif chimique. L’inconvénient majeur de cette

technique est, cependant, la désorption rapide des enzymes immobilisées au moindre
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changement des conditions car ce systéme est peu stable vu la nature des interactions mises en
jeu dans I’immobilisation. De plus, il arrive dans certains cas de procéder a des modifications
sur la surface du support afin d’améliorer 1'adsorption.

Plusieurs supports d’immobilisation peuvent étre utilisés pour effectuer 1’adsorption telles que
la silice alumine, la cellulose ou les résines échangeuses d’ions (Amberlite). Cette technique
d’immobilisation est la méthode la plus utilisée a I’échelle industrielle grace a au moindre

prix d’application (Balcao et al., 1996).

I- 4.2. Immobilisation par réticulation

Dans cette technique, I’immobilisation est effectuée par liaison covalente sans recours a
un support. Cette technique nécessite la présence d’un réticulant (agent bifonctionnel) qui
permet de lier les enzymes. Cet agent réagit avec les protéines et les groupements réactifs, ce
qui permet de lier les unes aux autres. A la fin de ’immobilisation, on obtient une structure en
réseau purement protéique et contenant 1’activité enzymatique. (Boros et al., 2013).ont trouvé
que I’immobilisation de la lipase de Candida antractica sur un phényl/aminoalkyl-gel de
silice traité par glutaraldéhyde améliore la stabilité thermique de 1’enzyme et la résistance

aux détergents de lessives.

I- 4.3. Immobilisation par encapsulation

Cette technique consiste a fixer les enzymes dans une matrice d’une maniere physique
pas d’une maniere chimique contrairement a I’adsorption et la réticulation qui altérent les
propriétés catalytiques de 1I’enzyme immobilisée (Rosen-Margalit and Rishpon, 1993, Es et
al., 2015). La matrice utilisée dans cette technique doit étre un matériau flexible et perméable
qui isole les enzymes partiellement du milieu extérieur et les protége (Es et al., 2015). Cette
matrice peut étre organique (nafion) (Deng et al., 2008), inorganiques (gels de silice) (Zhang
et al.,, 2016), composites (pate de carbone) (Shu et al., 2011). ou un polymere
(polyacrylamide, polyuréthanes...) (Cano et al., 2008). La lipase de Candida rugosa
encapsulée dans des matrices sol-gel a été utilisée pour la résolution de mélanges racémiques

avec un rendement de production de 98% de I’acide S-naproxéne (Ozyilmaz et al., 2014).

I- 4.4. Immobilisation par inclusion
Cette technique est une méthode d’immobilisation physique simple qui conserve la
conformation de ’enzyme sans la modifier mais le principal inconvénient est le risque de

fuite des enzymes. Les gels les plus utilisés sont ceux de polysaccharides, de polyacrylamide,
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I’alginate, le chitosan et le carraghénane (Jegannathan et al., 2010, Kovalenko et al.,
2013).L’alginate est fréquemment utilisé grace a ses propriétés de gélification et a sa non-
toxicité. Cette technique d’immobilisation a ¢té¢ appliquée sur plusieurs types d’enzymes
comme par exemple la lipase de Candida rugosa et la lipase pancréatique porcine qui ont été
encapsulées dans un gel d’alginate pour la synthése d’esters (Ozyilmaz and Gezer, 2010,
Betigeri and Neau, 2002)ou encore les lipases de Pachiraaquatica incluses dans des billes

I’alginate (Bonine et al., 2014).
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Chapitre I1: Systemes polyélectrolytes

II- 1. Polyélectrolytes

Les polyélectrolytes sont des polymeéres caractérisés par des fonctions ionisées et/ou
ionisables qui peuvent se dissocier pour former des polyions. Ils sont hydrosolubles pour la
plupart. Les charges ¢électrostatiques se trouvant le long des chaines macromoléculaires sont
accompagnées d’un cortége de contre-ions de signes opposés. Ces charges sur les polymeéres
sont a l'origine d’interactions a courte portée de type van der Waals et des interactions
répulsives de plus longues portées de nature électrostatique ce qui leurs conferent des
propriétés physico-chimiques spécifiques et notamment une grande rigidité.

Les polyélectrolytes sont trés nombreux et variés. Ils peuvent étre cationiques
(polycations), anioniques (polyanions) ou les deux, on parle de polyampholytes ou polymeres
zwitterionique (Combellas et al., 2000). Ils peuvent étre a charges modulables et pH
dépendant (polyélectrolytes faibles), ou présenter uniquement des groupements ionisés
(dissociés) dans le solvant indépendamment du pH acide ou basique du milieu
(polyélectrolytes forts).

Il existe des polyélectrolytes synthétiques ou artificiels qui sont obtenus
principalement par polycondensation ou par polymérisation en chaine. On peut citer :

- Le polyacrylate (PA)
- Le poly (styréne) sulfonate (PA)
- Le poly (styréne)sulfonate (PSS),
- Le poly (diallyldiméthylammonium) (PDADMA)
- Le poly (vinylbenzyltriméthylammonium) (PVBMA).
En relation avec notre sujet, nous nous intéresserons particuliérement dans cette partie

bibliographique aux polysaccharides polyé¢lectrolytes.

1I- 1. 1. Polysaccharides polyélectrolytes

Les polysaccharides constituent les polyélectrolytes naturels les plus connus. Ils sont pour la

plupart d’origine animale, bactérienne, végétale ou fongique.

II- 1.1.1. Polysaccharides cationiques

La plupart des polysaccharides cationiques sont des biopolymeéres ayant subi des
modifications chimiques leur apportant des groupements positivement chargés. Nous pouvons
citer le chitosane qui est un polysaccharide issu de la chitine, par désacétylation en présence

d’une solution concentrée de soude (Desbrieres, 2002). Il est souvent utilis¢é dans les
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domaines agro-alimentaire et cosmétique par exemple, pour ses propriétés antimicrobiennes et
antioxydants (Kumar, 2000, Wang et al., 2005). On peut également citer les polysaccharides
cationiques obtenus par quaternisation comme le Polyquaternium-10, Polyquaternium-4
(Rodriguez et al., 2003, Pal et al., 2005), utilisés comme bactéricides dans I’industrie du
papier. Les polysaccharides potentiellement cationiques comme le DEAED extrane (Huguet
et al., 1996, Eshita et al., 2012), DEAE-Pullulane (Souguir et al., 2007, Souguir et al.,
2010), peuvent étre utilisés pour les résines échangeuses d’anions ou pour la vectorisation ou

la transfection d’ADN dans le domains biomedical (Mack et al., 1998).
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Figure 05. Représentation schématique du DEAE-Dextrane, (Huguet et al., 1996).

I- 1.1.2. Polysaccharides anioniques

Les polysaccharides naturellement ioniques sont majoritairement anioniques. On peut
citer I’acide hyaluronique ou plus précisément le hyaluronate (de sodium par exemple) qui est
un polysaccharide linéaire composé d’un enchainement d’unités disaccharides d’acide
glucuronique et de N-acetylglucosamine reliées par une liaison B(1-4) (Durrani et al., 1995,
Alauzun et al., 2010). C’est I’un des principaux composants de la matrice extracellulaire ou
du liquide synovial des articulations par exemple. L’ immuno-neutralité de cet acide fait de lui
un excellent polysaccharide de construction des biomatériaux employés dans la médecine des

tissus et dans les systémes de libération des médicaments.
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= -h

Figure 06. Structure chimique de [’acide hyaluronique.

La gomme arabique est un polysaccharide acide fortement ramifié qui existe a 1'état
natif sous forme de sel (calcium, magnésium, potassium), composé de D-galactose, L-
arabinose, acide D-glucuronique, et du L-rhamnose, mais aussi de glycoprotéines
(arabinogalactane protéines) (Idris et al.,, 1998, Cozic et al., 2009). Dans l'industrie
agroalimentaire, elle est utilisée en tant que stabilisant, émulsionnant totalement atoxique. On
peut citer également d’autres polysaccharides naturellement anioniques comme la gomme de
Xanthane (Dhami et al.,, 1995), gomme d’agar agar (Phan et al.,, 2005), les pectines
(Mesbahi et al., 2005), I’héparine (Sisu et al., 2003). Des polysaccharides neutres sont
¢galement modifiés pour obtenir des polyélectrolytes anioniques. Nous pouvons citer le
pullulane qui est un exopolysaccharide neutre hydrosoluble produit par la levure
AureobasidiumPullulans a partir de source d’amidon. Sa chaine flexible est composée d’unité
maltotriose reliées par des liaisons a(1-6) (Leathers, 2003). Sa modification chimique par
carboxyméthylation va apporter des charges négatives via des fonctions carboxylate pour
donner le carboxyméthylpullane (CMP) un polyanion (Picton et al., 1995, Dulong et al.,
2012). Nous pouvons citer aussi la carboxyméthylcellulose (Kulicke et al., 1996), et d’autres
polysaccharides sulfatés (Vogt et al., 1995).
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Figure .07 Structure du carboxyméthylpullane (CMP) issu de la carboxyméthylation du pullulane.
R=H ou R=CH3COO Na'(Mocanu et al., 2011).
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II- 1. 2. Polyélectrolytes amphiphiles

Nous abordons dans cette partie les polyélectrolytes constitués d’un squelette
hydrophile sur lequel sont incorporés de fagon covalente, des blocs ou des greffons
hydrophobes (Sarrazin-Cartalas et al., 1994, Pelletier et al., 2000). Ces polymeres dits «
associatifs » présentent des similitudes avec nos systémes complexes. En effet, nous pouvons
faire une comparaison entre ces polymeres modifiés et le comportement thermo associatif des
systémes alginate/Jeffamine® ¢électro-associé.

Ces polymeres associatifs peuvent se présenter sous la forme de structure bloc ou
peigne (Figure I ,(4-mais les systémes peigne sont plus proches des structures que nous
attendons dans cette étude. Les chalnes hydrophobes sont alors latérales et obtenues par
copolymérisation de monomere hydrophile et hydrophobe ou bien par greffage chimique de
groupement hydrophobe sur un polyélectrolyte existant.

Squelette (ol}félcctroi}’re

|

[
'&\ i \\ '\\ /f
Bloc polyélectrolyte Bloc hvdrophobe
(A) (B)
Figure 08. Représentation schématique polyélectrolytes amphiphiles :

Blocs hydrophobes

Copolymeres a blocs (4) et polyélectrolytes en peigne (B).

L’incorporation de groupements hydrophobes va conférer des propriétés physico-
chimiques nouvelles. Le comportement de ces polyélectrolytes présente alors une forte
tendance a I’association ce qui les différencie des polyé€lectrolytes hydrophiles aux propriétés
viscosifiantes dé¢ja remarquables. En solution aqueuse, les segments hydrophobes vont s’auto
associer de fagon intra ou intermoléculaire selon le domaine de concentration en polymeres, la
force ionique, le pH mais aussi selon les propriétés intrinseques du polymére (masses
molaires; taux de charge; rigidité ; nature, longueur et/ou taux d’incorporation des chainons
hydrophobes...). Dans certaines conditions, il est alors possible d’obtenir la formation d’un
réseau physique réversible qui s’accompagne d’une forte augmentation de la viscosité voir de
I’apparition de propriétés viscoélastiques a élastiques (liquide organisé ou pseudo gel). Ces

systemes avec des propriétés rhéologiques intéressantes peuvent étre envisagés dans des
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applications industrielles notamment (peintures, cosmétiques...). Les applications médicales

sont aussi importantes et vont de la vectorisation a la fabrication de substituts biocompatibles.

1I- 1. 2. 1. Balance entre les forces répulsives et attractives

La présence de charge va améliorer la solubilit¢ donc le caractére hydrophile des
chaines macromoléculaires, ce qui va permettre d’envisager des taux de greffage de chaines
alkyles plus importants par rapport aux polymeéres neutres (McCormick et al., 1988, Senan
et al.,, 1994). En absence de force ionique, les polyélectrolytes associatifs vont avoir un
comportement particulier. En effet, les charges électrostatiques vont rentrer en compétition
avec les associations hydrophobes et la balance répulsion/association sera dépendante des
parametres intrinseques, des caractéristiques structurales telles que (la densité de charge, le
taux de greffons hydrophobes, la rigidité...) et des paramétres extrinséques (force ionique, pH,
température.)

A faible force ionique, les forces répulsives électrostatiques vont généralement
I’emporter sur les associations hydrophobes. Le polyélectrolyte associatif a un comportement
alors sensiblement similaire a celui du précurseur non modifi¢ (Magny et al., 1991). Pour des
forces ioniques plus élevées ou une variation du pH entrainant une diminution du taux de
charges, les répulsions ¢lectrostatiques supprimées ou écrantées ne s’opposent plus a
I’association des groupes hydrophobes et le polymeére amphiphile tend a adopter un

comportement proche d’un polymere neutre hydrophobiquement modifi¢ (Wang et al., 1988).

1I- 1. 2. 2. Influence de la concentration en polymere

En présence de force ionique suffisante et en régime dilué, les associations de type
hydrophobe sont le plus souvent majoritairement intramoléculaires. La viscosité intrinseque
des polymeéres est alors inférieure a celle de leurs précurseurs (Volpert et al., 1998, Simon et
al., 2003). Cela est di a la faible probabilité de rencontre des chalnes macromoléculaires aux
faibles concentrations. Les macromolécules adoptent une conformation compacte. Lorsque la
concentration en polymeére augmente, les associations intermoléculaires apparaissent au-dela
d’une concentration critique (SCHULZ et al., 1991). Il se forme des agrégats de grand
volume hydrodynamique qui s’accompagnent d’une forte augmentation de la viscosité des
solutions pouvant conduire a la formation d’une structure tridimensionnelle avec des
propriétés rhéologiques intéressantes. Une étude menée au laboratoire (Simon et al., 2003). a

montré qu’une concentration critique (Ccr) était obtenue pour des dérivés amphiphiles du
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carboxyméthylpullulane (CMP) greffé avec des taux variables de chainons alkyle en C8. Ccr
ne correspond plus a une concentration critique d’enchevétrement classique. La transition
d’associations intramoléculaires vers des associations intermoléculaires dépend du taux de C8
sur le CMP et traduit une compétition entre contrainte stérique au sein de la molécule isolée
(intramoléculaire) et connexion inter chaines des pelotes amphiphiles selon le degré de
promiscuité (i.e. la concentration en polymere) et le taux de greffons. La (Fig.9) traduit
I’évolution de la concentration critique (Ccr) en fonction du taux de greffage en chainons

alkyl en C8 sur un CMP (Simon et al., 2003).
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Figure 09. Concentration critique (Ccr) et parameétre Ccr[n] en fonction du taux de greffage en C8 a
partir du CMP (Mw= 320000 g.mol), NaCl 0,1 mol.L".

Le produit Ccr[n] devrait étre constant dans le cas d’une occupation purement stérique
du volume de la solution par les pelotes de polymeéres. (Simon et al., 2003). montrent qu’ici
ce paramétre adimensionnel diminue avec 1’augmentation du taux de greffage. Selon les
auteurs, ce phénomeéne observé traduit la formation d’associations intermoléculaires des
chaines alkyl. Jusqu’ a 30% de chainons C8, la baisse de Ccr pourrait étre expliquée par une
augmentation des interactions intermoléculaires. Les greffons interconnectés facilitent
I’occupation de I’espace. Alors qu’au dessus de 30%
de greffage, Ccr augmente avec une faible viscosité. Les auteurs expliquent que pour des taux
de greffage ¢levés en chainons alkyl C8, les associations intramoléculaires prédominent
conduisant toutefois & une transition intra vers intermoléculaire pour de plus fortes

concentrations en polymeéres.

23



Chapitre I1: Systemes polyélectrolytes

II- 2. Complexes Polyélectrolytes en solution

Les complexes polyélectrolytes (PEC : Polyélectrolytes complexes) sont issus de
I’auto-association de polyélectrolytes de charges opposées principalement gouvernée par des
interactions électrostatiques. D’autres forces motrices hydrophobes et les liaisons hydrogenes
peuvent contribuer a ce processus. Les liaisons hydrogénes ne sont pas majoritaires du fait de
la prépondérance des forces électrostatiques mais cependant on peut penser que de telles
liaisons sont présentes lorsque le polyélectrolyte posséde un squelette polysaccharide par
exemple. Les forces attractives coulombiennes étant les forces d’interactions principales, les
parametres influencant la complexation sont souvent le pH, la force ionique mais également

des parametres internes tels que la structure et les propriétés des polyélectrolytes impliqués.

i e Cc*
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Figure 10. Représentation schématique de la complexation entre un polyanion et une polybase faible.

Dans un premier temps, nous nous intéresserons bri¢vement aux processus

théoriques d’association des PEC.

Processus théoriques d’association

Les systemes présentant des séparations de phase associatives ont été a I’origine de
I’é¢tude de la formation de complexes macromoléculaires, notamment les travaux concernant
la coacervation complexe menés sur les mélanges de macromolécules biologiques entrepris
par Tiebackx (1911). Cet auteur avait constaté qu’un mélange de gélatine et de gomme
d’acacia en milieu aqueux pouvait conduire, selon les conditions expérimentales, a la
formation d’une phase concentrée. Ces travaux ont été relayés par le chercheur hollandais
Bungenberg de Jong et ses collegues a partir des années 20 (Bungenberg de Jong, 1936).

C’est d’ailleurs lui qui donna le nom de coacervation complexe (du latin acervus qui
signifie entassé, li¢) au phénomene de séparation de phase qu’il avait mis en évidence dans

des mélanges composés de solutions aqueuses de gélatine et de gomme d’acacia. Depuis, de
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nombreux mod¢les théoriques ont été¢ développés pour mieux appréhender les phénomeénes de
complexation. Les interactions ¢lectrostatiques sont les interactions principales de ce
processus de complexation que 1’on peut aussi expliquer d’un point de vue entropique
(Thiinemann et al.,, 2004, Ou and Muthukumar, 2006). Lors du mélange de deux
polyélectrolytes de charges opposées, 1’association des deux polymeres va libérer un grand
nombre de contre-ions en solution ce qui représente un gain d’entropie (augmentation du
désordre en solution) thermodynamiquement favorable a la formation des PEC.

La formation des PEC peut étre structurée en 3 étapes (Tsuchida, 1994). Une étape de
formation du complexe proprement dite, suivie d'une réorganisation interne du complexe et
enfin l'agrégation de ce complexe avec d’autres. En d'autres termes, le mélange d'un
polyanion et d'un polycation aboutit dans un premier temps a un complexe primaire aléatoire,
la deuxiéme étape se déroule dans I'heure qui suit le mélange et implique la formation de
nouvelles liaisons et / ou la correction de distorsions dans les chaines du complexe.

Enfin, ’agrégation de complexes secondaires peut se produire également avec

I’établissement d’autres types d’interactions (par exemple de type hydrophobe).
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Figure 11. Représentation schematique de [’agrégation des complexes polyélectrolytes (Dumitriu and
Chornet, 1998).

C’est la nature de ces agrégats qui va en grande partie déterminer le comportement des
PEC en solution. Les propriétés des PEC obtenus vont étre influencées par les caractéristiques
physico-chimiques des polyélectrolytes (masses molaires, taux d’ionisation, rigidité¢ des
chaines en solution...), mais aussi par des parametres de composition du mélange (ratio de
charges, ratio molaire) ou de protocole de mélange (Pépin, 2010).

D’un point de vue macroscopique, les interactions polyanion/polycation permettent

d’obtenir trois types de PEC différents (Philipp et al., 1989).
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Des systémes solubles, les PEC sont alors des agrégats de petites tailles

répartis de fagcon homogene en solution.

Des systémes turbides, les agrégats en suspension sont a la limite de la

séparation de phase.

Des systémes insolubles, les agrégats de fortes tailles précipitent.
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III- 1. L’alginate de sodium

Les premicres expériences sur I’extraction des alginates a partir d’algue brune, ont été
réalisées par le chimiste anglais E. C. Stanford a la fin du 19¢me siecle. En 1883, il découvrit
une substance aux nombreuses et intéressantes propriétés, qu’il appela «algine». Son brevet
explique que I’alginate peut étre obtenu en immergeant les algues dans de I’eau ou dans un
acide dilué, puis extrait avec du carbonate de sodium et précipité a 1’aide d’une solution acide
(Stanford, 1886). Plus tard, en 1886, il I'identifie comme acide et la rebaptisa acide
alginique. Il en concut quelques applications industrielles, notamment dans le domaine
alimentaire pour épaissir et gélifier des solutions : soupes, gelées ... etc. Ce n’est qu’a partir
des années 1930 que la premicre structure d’acide alginique fut proposée par Nelson (Nelson
and Cretcher, 1930).

La production industrielle des alginates s’est développée ensuite aux Etats Unis USA
dans les années 1930. La seconde guerre mondiale a largement favorisé le développement et
I’utilisation des alginates dans divers domaines.

Aujourd’hui, Dl’alginate est reconnu comme un des polymeéres les plus variés pour son
exploitation industrielle (Delpech et al.,2000). Ce polysaccharide est utilis¢ dans le secteur
agroalimentaire et 1’industrie pharmaceutique car il possede de nombreuses propriétés

intéressantes: épaississant, stabilisant, gélifiant.

III- 1. 1. Structure de la chaine
Les alginates sont constitués d’unités acides P-d-mannuronique (M) et acide o-I-

guluronique (G) dont la séquence varie (Fig.12).

NaOO% i NaOOC ,jH
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B-D-mannuronate (M)a-L-guluronate (G).

Figure 12. Monomeres de la chaine alginate.

L’acide alginique est un polymere naturel, linéaire, de structure hétérogéne, constitué¢ de
deux unités monosaccharidiques : 1’acide B-D-mannuronique et 1’acide a-L-guluronique. Ces
acides sont liés entre eux par des liaisons glycosidiques du type B-(1-4). Il est important de

noter que la proportion en acide mannuronique (Man A) et en acide guluronique (Gul A) varie
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d’une espece a I’autre. L’acide alginique comporte une fraction riche en Man A appelée bloc
M, une fraction riche en Gul A appelée bloc G, et une fraction ou les deux unités d’acides
uroniques sont liées alternativement entre elles, appelée bloc MG ou GM (Fig.13). Les

alginates possedent les quatre types de liaisons glycosidiques possibles: diéquatorial(GG),

diaxial (MM), équatorial-axial (MG) et axial-équatorial (GM)
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Figure 13. Présentation d’une structure d’alginate.

La structure des segments polyacide mannuronique est trés proche de celle de la
cellulose. Les liaisons diéquatoriales entre unités M donnent a ces segments une structure
aplatie, de type ruban. Cette structure est stabilisée grace a des liaisons hydrogene (Fig.14).

Par exemple, le groupement hydroxyle en C3 du monomére M™' interagit avec 1’atome

d’oxygéne du cycle du monomeére M.

cooNa §7 W H

COzNa g,

Figure 14. Interactions entre les unités M.
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III- 1.2. Source de I’alginate
L'alginate naturel est produit presque uniquement par les algues brunes des especesLaminaria,
Macrocystis, Fucus, Phaeophyceae, Ascophyllum, Ecklonie, Nereocystis, Durvillia,
Chnoospora, Cystoseiraet Turbinaria. Celles-ci sont récoltées dans quelques unes
des eaux les plus froides et les plus claires du monde : les mers arctiques au large des cotes
norvégiennes et canadiennes et dans 1’atlantique nord principalement : aux U.S.A, en Grande
Bretagne, France et en Norvege. Cependant, certaines bactéries telles que
Azotobactervinelandiiet plusieurs espeéces de Pseudomonas sont susceptibles de produire
l'alginate par
des processus de fermentation microbienne suivis d'une polymérisation (Rocher, 2008).
L'extraction de l'alginate des algues repose sur la solubilité¢ dans I'eau de ce polymére. L'acide
alginique est insoluble dans I'eau, mais les sels de cations monovalents tels que le sodium Na"
ou le potassium K sont solubles. Ainsi, des changements de pH permettent sa purification et
la séparation d'avec les autres composants. Les principales étapes du processus d'extraction de
l'alginate sont :

» Prétraitement : les algues sont lavées plusieurs fois a l'eau puis rincées a
I'eau distillée, de fagon a retirer d'éventuelles impuretés. Les algues sont
ensuite séchées et broyées finement.

» Purification : la poudre d'algue est traitée avec une solution diluée d'acide,
capable de dissoudre les sucres autres que 1'alginate.

» Extraction : l'acide alginique est redis sous dans une solution légérement
basique de NaHCOj3 sous forme d'alginate de sodium alors que les protéines
encore présentes en solution sont hydrolysées.

» Récupération : la solution est alors filtrée et un ajout d'éthanol permet de
précipiter spécifiquement l'alginate, celui-ci étant insoluble dans ce solvant
contrairement aux acides aminés issus des protéines précédemment

hydrolysées (Atkins et al., 1973).

III-  1.3. Caractéristiques de 1'alginate
Comme tous les polymeéres, 1'alginate est caractérisé par différents parametres tels que :
les masses molaires moyennes en poids M,, en nombre M,,, I’indice de polydispersité (Ip) ou

encore les degrés moyens de polymérisation en nombre DP,, et en poids DPF,,.
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D'autres facteurs sont propres a l'alginate donc utiles pour l'appréciation de ses
propriétés. Ce sont le rapport M/G, les fractions en monomeéres fg, fy et en dimere fgg; fuvm;

fmc ou encore la longueur moyenne des chaines d'alginate (Pérez, 1997).

v' Masses molaires moyennes

La masse molaire moyenne en nombre M,,, est définie comme la masse totale de toutes les
macromolécules dans un échantillon divisée par le nombre total de macromolécules de

I'échantillon (équation.1) (Melvik et al., 1998).

M, = % Equation.1
Ni: est le nombre de chaines de masse molaire Mi.

La masse molaire moyenne en poids (My), est définie comme le rapport entre la somme des
produits de la masse d'une chaine i par sa masse molaire sur la masse totale des chaines.

(équation.2).

o _ ZimisMi i NisMP , )
Mw = Yimg Y NjMj Equation.2

Elle permet de prendre en compte le fait que les molécules de polymere les plus grosses
contribuent plus a la masse totale de I'échantillon que les molécules plus petites (Melvik et
al., 1998).

v Degrés de polymérisation moyens
A partir de ces masses molaires moyennes, on définit les degrés de polymérisation moyens en
masse et en nombre comme le rapport entre la masse molaire moyenne correspondante et la
masse molaire du monomere, notée M, (Melvik et al., 1998).

v" Rapport M/G

La structure des alginates dépend fortement du rapport M/G, c'est-a-dire le rapport du

nombre de monomeres mannuronate sur le nombre de monomeres guluronate. Celui-ci varie
selon I’origine de 1’alginate et les traitements effectués sur celui-ci, mais se situe en majorité
entre 0.25 et 2.25. Il peut étre déterminé de la méme fagon que les fractions de dimeres par

RMN (Fig.15 ) ou par chromatographie liquide échangeuse d'ions (Rocher et al., 2008).
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Figure 15. Mise en ¢vidence des difféerents blocs d’alginates: spectrométrie RMN du proton
(Hamimed, 2016).

III- 1.4. Propriétés Physiques
» Solubilité et viscosité :

L'acide alginique pur est insoluble dans l'eau. Sa solubilité ou non dans 1'eau dépend du
type de sels qui lui sont associés. Les sels de sodium, d'ammonium, de potassium et d'autres
métaux alcalins se dissolvent parfaitement en solution aqueuse, en donnant dissolutions a
haute viscosité. Exemple: pour une dilution de 1% d'alginate a 20°C, la viscosité est de 1500 a
3000 centpoises, alors que la gomme arabique a la méme dilution donne moins de 30
centpoises. Les sels de cations polyvalents, tel le Ca®" sont insolubles en solution aqueuse, a

l'exception de celui de Mg”" (Bruneton, 1987).

» Stabilité :
L'alginate de sodium sec, en poudre et pur peut avoir une stabilité de plusieurs mois et
peut étre stocké dans un endroit sec et frais loin de toute lumiére du soleil. A basse
température, l'alginate de sodium peut étre gardé pendant plusieurs années sans réduction

significative de son poids moléculaire. En revanche, 1'acide alginique sec a une stabilité tres
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limitée aux températures ordinaires dues a la dégradation intramoléculaire (Smidsrod et al.,
1966).

Vu leurs usages multiples, il est important de se rendre compte des facteurs qui déterminent et
limitent la stabilit¢ des solutions aqueuses d'alginate et des réactions chimiques responsables

de la dégradation.

III- 2. La gélatine
La gélatine est une substance protéique pure. Elle est obtenue généralement par
hydrolyse acide partielle (type A) ou hydrolyse alcaline partielle (type B) des fibres du
collagene 63 représenté par la figure suivante (Fig.16) (Galaev and Mattiasson, 2007).

Comme elle peut étre constituée par un mélange des deux types .(Hermans, 1949)

La gélatine peut couvrir une gamme de produits possédant des propriétés différentes

Figure 16. Structure fibreuse du collagene 63 constituant de base de la gélatine (Galaev and

Mattiasson, 2007).

III-  2.1. Procédé de fabrication de la gélatine
La conversion du collagéne en gélatine a été longuement étudiée (Harding, 1965).
Elle se réalise en deux étapes: la solubilisation du collageéne (soit en milieu acide, soit en
milieu basique) et sa conversion en gélatine. Cette derniére est le résultat de la
dénaturation de la structure tertiaire de la triple hélice de tropocollagéne. Les chaines se

dissocient et adoptent alors une configuration pelote statistique.(Jones, 1987)La
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fabrication industrielle de la gélatine consiste principalement a contréler I’hydrolyse du
collagéne et a convertir le produit en un matériel soluble avec des propriétés physico-
chimiques souhaitées, telles que la force en gel, la viscosité, le point isoélectrique (plE)

etc.

II-  2.2. Structure et composition

La gélatine contient un total de 18 acides aminés en différentes concentrations. La
liaison de ces acides aminés forme des chaines polypeptidiques. Chaque chaine contient
environ mille acides aminés. La structure globale de la gélatine est une molécule en forme
de baguette se composant des structures hélicoidales primaire, secondaire et tertiaire
(Karim and Bhat, 2008).

La chaine macromoléculaire contient environ 27% de glycine et environ 27% de
proline et d’hydroxproline. La représentation monomérique de ce biopolymeére est (Gly -
X - Y) n. L’encombrement stérique des noyaux pyrrolidone de la proline et de
d’hydroxproline impose a la chaine polypeptidique une structure hélicoidale de type
polyproline dans laquelle il n’existe pas de pont hydrogene interne .Trois chaines de ce
type peuvent s’enrouler en triple hélice et établir entre elles de nombreuses liaisons

hydrogéne qui assurent la stabilité de I’ensemble.

La gélatine est un exemple de polymére amphotere, présentant des propriétés
cationiques en milieu acide et des propriétés anioniques dans un environnement alcalin.
Une valeur du point isoélectrique peut ainsi étre trouvée, correspondant au pH pour lequel

le polymére a un nombre égal de groupes chargés positivement et négativement.
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Chapitre IV: Partie expérimentale

L’objectif de ce chapitre est de présenter en détail, le matériel et les produits utilisés et
les différents modes opératoires suivis pour immobilis¢ une enzyme modéle (a-amylase) dans
des matrices a base de deux biopolyméres de nature polysaccharidique et protéique a savoir
(ALG) et (GLT).

Ainsi, ce projet s’est découpé en différentes parties, nous avons d’abord procédé a la
formation de billes de (ALG) et de (GLT) a différents pourcentages et étudier la désorption
d'enzymes a partir ces billes.

Une fois le pourcentage de désorption de gélatine a partir des billes a été déterming,
nous avons travaillé sur I’encapsulation de I’enzyme (o-amylase) dans deux systémes
différents :

1. Systéme choisi: 1’alginate de sodium (ALG) et l’alginate de sodium (ALG) et

gélatine (ALG-GLT).

2. Systeme standard : I’alginate de sodium (ALG).

Apres la formation des billes (systeme 1 et systéme 2), les parametres cinétiques Ky et
Vi ont été étudiés, I’étude de désorption de I’enzyme et la réutilisation des billes ont été
¢galement effectué.

Ce travail a été réalisé¢ au niveau du laboratoire pédagogique de biologie de la faculté

des sciences a ’université de Médéa durant ces trois mois.
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IV- 1. Matériel et produits
IV-  1.1. Matériel
Durant ce travail nous avons employé les matériels ayons des numéros dans le

tableau06:
Tableau 06. Matériel utilisés.

Matériels Marque

KERN ALS 220-4N

AGIMATIC - N SELCTA

pH -2005 PH METER SELECTA
ETER UV 2005 SELICTA

Balance électronique
Agitateur magnétique
pH-meétre
Spectrophotométre UV-Vis

Microscope optique OPTIKA
Incubateur termo agitador TR100-G IVYMEN
Pied a coulisse digital LUTRON

IV-  1.2. Produits chimiques:
Le tableau 07 représente 1’ensemble des produit chimiques utilis€ au cours ce travail.

Tableau 07. Produits chimiques utilisés.

Reéactifs Marque
NaOH SIGMA-ALDRICH
HCl HONEYWELL/FLUKA
éthanol SIGMA-ALDRICH
acide phosphorique SIGMA-ALDRICH

Acétate de sodium
Acide acétique
réactif glycose

bleu de comassie
Glycose
Amidon de pommes de terre

Phosphate de sodium dibasic

Phosphate de potassium monobasic

Chlorure de calcium

ANALAR NORMAPUR
CHEM-LAB

SPINE

FLUKA CHIMIKA

PA PANREAC

VWR PROLABO chemicalis
SIGMA-ALDRICH
SIGMA-ALDRICH
HONEYWELL/FLUKA
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IV-  1.3. Biopolymére étudie.
IV-  1.3.1. Alginate de sodium.
- Formule chimique : (C¢H7NaOg),
- Synonyme : polymannuronate sodique.
- Masse molaire (My,) : 380 000 g mol™
- Point de fusion : > 300°C.
- Aspect : poudre blanche 1égérement jaunatre, pratiquement iodure, sans gott.
- Solubilité : pratiquement insoluble dans I’éthanol, 1’éther, le chloroforme, les solvants

organiques. En présence d’eau il forme une solution colloidale.

IV-  1.3.2. Gélatine

- Structure : trois chaines différentes des acides aminés

- Masse volumique : 0.68 g cm™ (20°C)

- Aspect: est une substance solide translucide, transparente ou légérement jaune,
presque sans goit et sans odeur, obtenue par I’ébullition prolongée de tissus conjonctif
(peaux) ou d’os d’animaux (principalement porc, beeuf, poisson).

- Solubilité : soluble dans 1’eau chaude, le glycérol, 1’acide acétique, insoluble dans les
solvants organiques, I’éthanol, le chloroforme, 1’éther.

- G¢élatine de type B
IV-  14. L'o-amylase

Dans ce travail, ’enzyme utilisé c’est une a-amylase microbienne de Bacillus subtilis.
Elle est fournie par Novozyme Industrie .Cette enzyme est liquide lmpide brunatre leur

densité est de 1.2 g/ml et son activité spécifique est de 531 KNU-B/g.

Figure 17. Aspect de trois produits : ALG (Alginate); GLT (G¢élatine) et l'a-amylase
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IV- 2. Principe de la formation des billes

IV-  2.1. Principe de la formation des billes a base de mélange (ALG-GLT)

Le principe: En solubilisant séparément sous faible agitation afin d’éviter la formation
des bulles d’air 1’alginate de sodium a T = 60°C et la gélatine a T= 40 °C dans le tampon
acétate pH 4,7. Le mélange de deux biopolymeres est se fait par différente proportions de
concentrations de gélatine dans 1’alginate (six formulation de différentes concentration), les

. rar J4 . . +2
billes on été formé par couplexation avec les ions de Ca “.

IV-  2.1.1. Mode opératoire

Pour élaborer nos systémes, nous avons d’abord préparé deux solutions différentes
d’alginate et de gélatine a 4 % dans le tampon acétate pH 4.7. Les deux solutions ont été
laissées sous agitation magnétique jusqu’a la dissolution compléte des deux biopolymeres.

Plusieurs mélanges ALG-GLT ont été envisagés pour réaliser notre étude. Les ratios des
deux solutions préalablement obtenues dans les différentes formules réalisées sont données le

tableau 08:

Tableau 08. Ratio des deux biopolyméres dans différentes formules.

Fl F2 F3 F4 F5 F6
ALG (%) 2 2 2 2 2 2
GEL (%) 0 1 1.25 1.5 1,75 2

Cette expérience a été répétée trois fois. Ce meélange a été solidifié sous forme de
spheres a 1’aide d’une seringue stérile dans une solution de CaCl, (0.1M). Cette dernicre
aboutit a la formation rapide des billes sphériques et rigides ayant un diamétre approximatif
de 2-3.5mm. La formation des billes a été¢ achevée aprés 15 min a température ambiante

Les billes d’alginate formées sont rincées avec de 1’eau distillée, puis avec du tampon
acétate de sodium (pH 4.7).

La mesure de taille de trois (06) séries de billes contenant 20 billes choisies aux hazard
a été effectuée par une Pied de coulisse digital (Fig.18), les résultats obtenus sont montré dans

la (Fig. 20).
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Figure 19. Formes et aspect des billes.

Les billes obtenues en F2, F3, F4, F5, F6 ont montrés une forme sphérique, homogéne
et avec un aspect blanchatre. Les billes obtenues en F1 montrés une forme sphérique,

homogéne et avec un aspect translucide (Fig.19).
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Figure 20. Taille des billes.

>
w
)

Diamétre des billes (mm)
=
w
1

o
(%2} L
1 1

Les résultats obtenus montrent bien que la taille des billes formées varie selon les
proportions des deux biopolymeres (ALG-GEL) dans le milieu. En effet, aprés formation, le
diamétre des capsules est a 3,5 mm pour la formule F1 (2%ALG) et qui diminue a 2,9 mm
pour la formule F6 (2%ALG+2%ALG). Cela montre que les billes d’alginate possedent une
taille importante par rapporte aux autres billes ALG-GEL (Taille identique). Nous pouvons
expliquer ce phénomene par le fait que le pH du milieu est supérieur a la pKa de 1’alginate qui
est autour de 3,5, et les fonctions carboxyliques sur la chaine du polymeére sont en forme
ionique (-COQO’) ce qui entraine une répulsion statique des chaines, et en augmentant la
concentration de 1’alginate ce phénomene est accentué en provoquent I’augmentation de la

taille des billes.

IV- 3. Etude de la désorption de gélatine

La désorption de la gélatine a partir les billes d’alginate dans un temps déterminé. Les
billes formées pour chaque formule précédente, ont été suspendue dans une solution de CaCl,
a (0.1M) sous faible agitation pendant 2 heures, le dosage des protéines a été effectué par la
méthode de Bradford (Bradford, 1976). Le blanc c'est la solution de CaCl, pur. Le
pourcentage de désorption de gélatine a partir des billes d’alginate vers la solution de CaCl, a

¢été calculé selon I’équation .3 ; (voir Annexe 3)

DE (%) = = *100 Equation .3
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C4 est la concentration de gélatine dans le milieu extérieur (mg/L);
C; est la concentration de gélatine dans les billes (mg /L).
L’absorbance a ét¢é Mesuré a A= 590nm et les résultats de manipulation permettent de

tracer I’histogramme de pourcentage de désorption (%) pour les différents formules.

3,5 4

2,5 A

1,5 A

Pourcentage de désorption
(%)

0,5 A

F6 F5 F4 F3 F2

Figure 21. Pourcentage de désorptions(%) de gélatine.

Les résultats obtenus montrent que le pourcentage de désorption de gélatine varie entre
1.7% et 3.7% selon les formules étudiées. Nous pouvons aussi remarquer 1’augmentation de
pourcentage de désorption en diminuant la concentration de gélatine dans la formule.
Effectivement, pour la formule F6 avec 2% d’GEL présente le minimum de désorption qui
est de 1.7%. Ce pourcentage a été importante pour la formule F2 est de 3.7 %. Ce phénomene
peut étre expliqué par le fait que le pourcentage d’ALG-GEL dans la formule donne une
bonne conformation entre les deux biopolymeére utilisées, ce qui limite la diffusion de la
gélatine a travers cette matrice (billes). Méme la (Fig.21) montre également une porosité
(pour les formules : F2, F3, F4, F5, F6) uniforme et de taille inférieure a celle de la formule

FI.

IV- 4. Observation microscopiques des billes
Le microscope optique est une technique pertinente pour 1’é¢tude de la surface des
biopolymere. L'aspect microscopique des billes formées, ont été observé via un microscope
optique immédiatement apres coloration afin de déterminer la porosité de chaque formule de

ces billes.
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Figure 22. Microscope optique a 40 zoom

Les résultats de mesure microscopique sont représentes dans la (Fig.23)

Figure 23. Observation microscopiques des billes.

L'observation microscopique dans la figure 23 pour les formules F2, F3, F4, F5, F6
montre un aspect homogéne et des tailles des pores moyenne par rapport aux billes de la
formule F1 qui possédent des pores volumineux et non homogene.

Les formules F1 et F6 sont les deux formules choisies par la suite pour compléter notre étude.

IV- 5. Immobilisation de I’a-amylase
L’a-amylase a été immobilisé par inclusion dans deux supportes différentes 1’alginate

(2%) et dans le mélange ALG-GEL (2%, 2%)).
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Le choix d’une méthode pour lier chimiquement ou physiquement une enzyme repose
sur son efficacité, sa stabilité et sa résistance a différentes conditions suite a son
immobilisation. Plusieurs méthodes pour I’immobilisation de l'a-amylase sont possibles et
décrites dans la littérature. L’inclusion de I’enzyme dans les billes d'alginate est I'une des
méthodes les plus utilisées (Ates et al., 2007 ; Zhang et al., 2013). Cette méthode consiste a
retenir une enzyme et D’enfermer a l'intérieur du réseau tridimensionnel d’une maniére
purement physique. L’alginate est le copolymeére le plus utilisé car c’est un polymeére
anionique, biocompatible, 1€ger et non toxique et son procede de gélification est facile (Won
et al., 2005 ; Zhang et al., 2013 ; Vu et Le, 2008).

Le principe de l'inclusion est de retenir I'enzyme dans la matrice d'un polymeére ou dans
une microcapsule. Plusieurs polymeéres, entre autres l'alginate, le chitosan (Ueda et al., 1985).

Les réactions de gélification sont bien maitrisées et 1’inclusion permet en une seule
¢tape d’immobiliser la totalité¢ de la masse d’enzyme (Ahmad et al., 2010). Il n’existe aucun
lien entre ’enzyme o-amylase et le gel des billes d’alginate ce qui diminue le risque de
dénaturation. Quant aux inconvénients de cette méthode, on trouve la mauvaise tenue
mécanique des gels, probléme de diffusion de substrat a travers le gel et les fuites d’enzyme

ainsi que les problémes d’encombrement stérique (Stewart and Swaisgood, 1993).

IV-  5.1. Inclusion de I'enzymes dans les billes de mélange de biopolyméres

Des solutions de biopolymére a des concentrations fixes [solution d’ALG (2%) et le
mélange de biopolymere ALG-GEL (2%, 2%)] ont été chauffées a 40 °C (Won et al., 2005).
Apres refroidissement a température ambiante, 5 % de la solution enzymatique (1.2 g/ ml) ont
¢été ajoutés a 2 ml de biopolymere [ALG (2%) ou mélange de biopolymere ALG-GEL (2%,
2%)]

Figure 24. Immobilisation de l'enzyme par inclusion dans un biopolymere.
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Le mélange a été solidifié sous forme de sphéres a 1’aide d’une seringue stérile dans une
solution de CaCl, Cette derniere aboutit a la formation rapide des billes sphériques et rigides.
La formation des billes a été achevée aprés 5 min a température ambiante (Fig.24).

Les billes formées sont rincées avec de 1’eau distillée, puis avec du tampon phosphate

(pH6.3) et sont ensuite conservées a 4°C dans une solution tampon phosphate (pH6.3).

activité enzymatique total— activité non immobilisé

* 100

Rendement d'immobilisation = ——— -
activite enzymathue totale

L’activité de I’enzyme totale correspond a I’activité totale qui a été immobilisée dans le

support;

L’activité non immobilisée est celle qui a été contenue dans le volume du lavage;

Les résultats de 1'immobilisation (%) sont représentes graphiquement dans la (Fig.25)
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Figure 25. Pourcentage d’immobilisation (%) pour deux systeme ALG et ALG+GLT.

D’apres le résultat montré dans la (Fig.25), nous pouvons observes une variation
significative du pourcentage pour les deux systemes étudies. Le meilleur pourcentage est celui
du systtme ALG-GLT a été de 54% par rapport le systéme ordinaire (ALG) (pourcentage de
35%). Une amélioration de 19% a été apportée par le systtme ALG-GLT. Cette amélioration
peut étre expliquée par la capacité¢ de rétention de ce systeme due principalement a la
diminution de la taille des pores empéchant I’enzyme de ressortir et d’étre expulser vers le

milieu extérieur au cours de ’immobilisation.
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IV- 6. Etude de la désorption de I'enzyme
La désorption de l'enzyme c'est la concentration d’enzyme désorber a partir les billes
formées (billes d’ALG et les billes de mélange de biopolymere ALG-GLT) dans un temps
déterminé. L’activité enzymatique d'enzymes immobilisée dans les billes d’alginate a été
suspendue dans la solution de tampon phosphate (pH6.3), et aprés 120 min, le dosage des
protéines a été effectué par la méthode de Bradford (Bradford, 1976)
Le pourcentage de la désorption de l'enzyme a partir des billes d’alginate vers la

solution C,Cl, a été calculé selon 1’équation 3:

CL+VE
mL

DE(%) = * 100 Equation.3

CL est la concentration en protéines dans la solution tampon phosphate (pH6.3);
Vg est le volume de la solution tampon phosphate (pH6.3);

my, est la quantité des protéines retenues dans les billes d’alginate.
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Figure 26. Pourcentage de désorption d’enzyme (%) pour les deux systemes (ALG et ALG-GLT).

La (Fig.26) représente le pourcentage de désorption d’enzyme (%) pour les deux
systémes (ALG et ALG-GLT), cette figure montre une grande proportion désorption (20%)
d'enzymes lors de l'utilisation du support ordinaire (alginate) par rapport le systétme ALG-
GLT qui donne un pourcentage de désorption d’enzyme de 5%. Cette amélioration dans la
capacité de rétention de I’enzyme a I’intérieure du support est due principalement aux

nouvelle caractéristiques apporté par ce nouveau systéme ALG-GLT.
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Chapitre IV: Partie expérimentale

IV- 7. Dosage de P’activité enzymatique

L’amidon (polysaccharides de réserve chez les végétaux) est une macromolécule
constituée de deux polymeres de D-glucose: Amylose et amylopectine. Ces deux polymeres
peuvent étre hydrolysés par les amylases enzymes spécifiques des liaisons a(1-4), les
glucosidases, I’amidon phosphorylases, la pullulanse, I’amyloglucidase ...etc.

L’activité enzymatique a été estimée a partir du suivi de la concentration du glucose
formé par méthode enzymatique (GOD-POD). Le principe de cette méthode est basé sur la
mesure du pouvoir réducteur du glucose libéré lors de I’hydrolyse enzymatique de 1’amidon.

La réaction est colorimétrique et 1’intensité de la coloration est proportionnelle a la
quantité du glucose libérée. Ce principe est détaillé en annexe 1.

L’activité enzymatique est exprimée par unité internationale (umol/ml), correspondant a une

umole du glucose libéré par millilitre du milieu a 37°C et a pH 6.3.

- Protocole expérimental

100ul de ’enzyme est ajouté a 5 ml de la solution du substrat (amidon 5g/L dans le
tampon phosphate pH 6.3), aprés agitation le mélange est incubé a 37°C en fonction du temps
avec un tube témoin représenté par le blanc. A la fin de la réaction 10 pl de milieu ont été
prélevé et ajouté a 1 ml de réactif du glucose suivi d’une incubation a 37°C pendant 10
minutes pour le développement de la couleur. L’absorbance est déterminé a 505 nm contre le
blanc. La concentration du sucre réducteur correspondant est déterminée a partir d’un étalon
¢tablie de concentrations du glucose de 1 mg/ml.

Les résultats de ce suivie sont représente graphiquement dans la (Fig.27) :

La (Fig.27) montré la cinétique enzymatique de 1’enzyme libre et les deux systémes
¢tudies (ALG , ALG-GLT). L’étude montre une augmentation linéaire de la concentration du
glucose formé pendant les premicres minutes de la réaction. Pour I’enzyme libre, apres 20
min de la réaction, la concentration du glucose formé est de 9.82 umol/l par rapport de 9.60
umol/l et 15.96 umol/l pour I’ALG et ALG-GEL respectivement. Mais apres une 50 min cette
concentration a été stabilisée pour I’enzyme libre et systéme ALG et de 11.82 umol/l et 11.6
umol/l respectivement. Mais pour le nouveau systéme (ALG-GEL) cette concentration est de

stabilité est obtenu aprés 120 min est de 23.01pumol/l
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Chapitre IV: Partie expérimentale

VI- 8. Réutilisation de I’enzyme immobilisée
La réutilisation de I’enzyme immobilis¢ dans le deux systéme étudies (ALG, ALG-
GLT) dans d’autres cycles d’hydrolyse de ’amidon a été testée. L’hydrolyse de ’amidon a
¢été réalisée dans les conditions précédentes. Apres chaque essai, les billes ont été lavée avec

le tampon phosphate (pH 6.3) puis réutilis¢ dans un autres cycle (Fig. 28).
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Figure 28. Etude de la réutilisation de |'enzyme immobilisée dans I’hydrolyse de I’amidon (a:

ALG b: ALG-GLT).

La variation de I’activité relative (%) en fonction de nombre de réutilisation est montrée
dans la (Fig.28). Nous pouvons observer dans le cas des billes d'ALG que l'activité de
I’enzyme immobilisée est optimale pour le 1% cycle et par la suite on observe une diminution
légére pour le 2°™° cycle par contre l'activité enzymatique est optimale pour les deux premiers
cycles dans le cas de systeme ALG-GLT.

La (fig. 28) montre également que I’activité enzymatique dans le systéme ordinaire
ALG, donne une chute d'activité¢ de 55%. Par contre, le systétme ALG-GEL conserve 55% de
son activité initiale. Ce systéme étudié conserve une activité implorante par rapport le systéme

ordinaire (ALG).

IV- 9. Détermination des constantes cinétiques de I’a-amylase immobilisée
Ce travail consiste a étudier la cinétique d’hydrolyse de I’amidon de pomme de terre
par o-amylase microbienne de Bacillus subtilis. 1’étude cinétique en fonction de la
concentration en substrat nous permettra d’estimer les parameétres cinétiques (K, et Vy,) de

I’a-amylase libre et immobilisée par la représentation de Lineweaver-Burk. L'amidon soluble
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Chapitre IV: Partie expérimentale

avec différentes concentrations de 100 a 600 mg/L est utilis¢ comme substrat naturel de
l'enzyme immobilisée.

Les parametres cinétiques sont représentés dans le tableau 9. Il est connu que ’affinité
de I’enzyme vers le substrat est inversement proportionnelle a la valeur de Km obtenu. Cette
affinit¢ deviente plus implorante pour les deux systémes étudies (ALG et d'ALG-GLT)
(2.25%107 mol/l & 2,16*10~ mol/l) par rapport a I’enzyme libre qui est de 1,1 .10 mol/l
mais D’aprés le tableau 9, la vitesse d'enzyme libre est de 85,03 pmol.I".Min™' importante
par rapport aux deux autre systémes étudies (25 pmol .I". Min!  pour ALG-GLT et 27.02
pumol. I''. Min"  pour ’ALG). Cette diminution, due principalement aux phénoménes du

transfert de substrat et produit dans la matrice d’immobilisation.

Tableau 09. Résultats du K, et 'V,

Km (mol/l) Vm pmol .I"'. Min™
ALG 2,25.107 25
ALG-GLT 2,16 .107 27,02
ENZ libre 1,1.107 85,03
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Chapitre 1V: Partie expérimentale
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Figure 29. Représentation de Lineweaver-Burk. a: ALG- GLT, b: Enzyme libre, ¢: ALG
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Conclusion générale

Conclusion générale

Dans cette ¢tude, nous avons sélectionné la formule optimale pour notre systtme ALG-
GLT sur lequel I’enzyme serait immobilisée, ou nous avons montré que la bonne
concentration utilisée était de 2% ALG et 2% GLT. En effet, nous avons réussi a obtenir des
billes de tailles macrométriques qui varient en fonction de la concentration de la gélatine dans
la formule.

L’a-amylase a été immobilisée dans des billes de biopolymére obtenues par la méthode
d’inclusion. Nous pouvons observe une variation significative du pourcentage pour les deux
systémes étudier. Le meilleur pourcentage est celui de systtme ALG-GLT a été de 54% par
rapport le systéme ordinaire (ALG) (pourcentage de 35%).

L’¢tude de la désorption de I’enzyme a été réalisée dans le tampon phosphate. Le
pourcentage de désorption est minimum pour la formule F6 avec un pourcentage de 5%. La
détermination des parametres cinétiques et I’étude de recyclage d’enzyme ont été également
effectuée, la formule F6 présente une affinité importante comparant la formule F1 et ’enzyme
libre. Les billes de la formule F6 peut étre réutilisé six foies avec conservation de 55% de son

activité initiale.
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Annexe

Annexe 1: Principe de dosage par méthode enzymatique

La glucose-oxydase (GOD) catalyse 1’oxydation du B-D-glucose en acide gluconique

selon la réaction suivante:

GOD
B — D — Glucose + 0, + H,0 = acide gluconique + H,0,
Dans une deuxieme réaction indicatrice, le peroxyde d’hydrogéne formé réagit ensuite
en présence de peroxydase (POD) avec un chromogene pour donner un produit coloré, la

quinonéimine qui absorbe a 505 nm.

pOD
2H,0, + amino — 4 — antipyrine + phénol = quinonéimine + 4H,C

v Dosage du glucose

Le dosage du glucose sera réalis¢ directement dans une série de micro-cuves
spectrophotométriques UV-VIS, selon le protocole suivant:

- 10 pL de solution glucosée (étalons ou échantillons a doser)

- 1000 pL de réactif RTU®.

- Incuber 10 minutes a 37°C ou 20 minutes a 20-25°C

- Lire I’absorbance contre un blanc réactif a 505 nm.

Annexe 2: Dosage d’alpha-amylase
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Figure 30. Gamme étalon de I’absorbance en fonction de la concentration d’enzyme
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Annexe

Annexe 3: Dosage de la gélatine
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Figure 31.Gamme étalon de [’absorbance en fonction de la concentration de gélatine.
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