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Summaray: 'I}:):Ls stady 1s concerned with the preparation of a
fish prot.eih hydrolysate by an économic process.
The enzyme used for this purpose, is the pepsin obtained
from sheep stomacale mucosa.
Fisherie solide waste were used as aasubstrat and their
bacteriological quality wasz assaassed
Finally, the essentil amino—acide profil of the
hydrolysate was determined in ordre to test his ablility to
supplemente the animal food. |

!
i
Resumé:CeLie etude conserne la pr 'éparaticn d’un hydrolysat da .
enzymatique, par un proces économique,

L'enzyme utilisée lors de cette etude est une pepsine
brute extraite de la muqueuse stomfmale d’un mouton,

Les rejets solides de poissonnérie, on fait l’objet d'une
analyse bactériologique, pour estimer leur degré de
contamination.

En fin, le profil en acides aminés essentiel de
‘l'hdrolysat a été determiner pour évaluer son aptitude &
supplementer la ration alimentaire animale.
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INTRODUCTION

La production mondiale des produits de la mer est loin
d’'étre destiner exclusivement aux consommateurs. En effet,
entre 30% et 40% du tonnage est destinéd A la production de

farine de poisson pour l'alimentation des animaux [1].

En 18980, 4600 000 t de farine ont &té prodult, ce qui
correspend 4 23 millions de tonnes de poisson frais [2].
Cette farine est en partie produite avec des poissons de peu
d’intérét sur le plan commerciale, mals aussi d’espéce de
polsson parfaltement consommable par 1'homme (surtout au
Chili et au Peroud [2].

Une substitution. méme partielle, de cette quantité par
des déchets parait trés intéressante, En effet, elle vise a
conserver les ressources halieutiques A& caractere l;mité et a
axploiter & mieux les quantités péchées, tout en évitant les
problémes de pollution.

En Algérie, et malgré sa faiblesse, 1'industrie
halieutique est considérée comme parmli les plus polluante du
littoral.La conserverie de Dellys, A elle seule, rejette entre
40% et B0X de la matiére premiére sous forme de sous-produit
de transformation [3]. Ce qui conduit & une forte pollution
locale, et par la a une réduction du pouvoir auto~épurateur

‘du milieu récepteur.



INTRODUCTION

Une pleine valorisation de ces sous produits revet toﬁt
son intérét. Elle permettira de contribuer A la dépoilutién du
littoral d'une part et d'zutre part de produire des
substances de forte valeur nutritionnelle utilisées comme
additif a l1'alimentation animale.

C'est dans ce cadre que vient s'inscrire ce modeste
travail, qui consiste en:

=~ une mise en revue bibliographique, des travaux antérieurs,
des procédés de valorisation des déchets déja existants, et
de l'industrie halieutique.

— une é&tude bactériologique du reJet. arfin d'é?aluef son
degré de contamination.

= La production de l'enzyme et 1° optimnsation des paramétres
influencant son activiteé. )

- une étude cinétique de la réaction enzymatique pour 1la
détermination des paramétres caractéristiques de 1’enzyme.

- une étude de 1'hydrolyse enzymatique des déchets, par
différentes concentration en enzyme, afin d'obienir 1la
concentiration en enzyme optimale.

~ la détermination du profil en acide aminés essentiels de
l’hydrolysat, et sa comparaison avec le modéle de référence
CFAO-WHO C1973)). '
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CHAPITRE UN : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

11 ETUDES ANTERIEURES

La production d’hydrolysat dae protéines de poisson &
fait l’objet de plusieurs études.

- ) .

En 1961, Mc Bride et coll.[4Jont  trouvé que la pepsine
aboutit. a une solubilisation du Hareng meilleure que celle
obtenue par la Brolamine et la Rhozyme.

En 1962, Sen et coll.ont €tudiéVhydrolyse de la chair de

peisson par la papaine [4L

111 PROCEDE DE SRIPATHY ET COLL. <1964) [4]
SRIPATHY et coll. ont proposé un procédé de production

d’uh hydrolysat de protéines de polsson.

La production d’un concentré soluble de protéine de
poisson par une hydrolyse enzymatique du Merlon rouge a fait
Pobjet d’étude a 1’échelle laboratoire, Un tel produit offre
Yavantage d’étre utilisé pouwr la préparation de soupes,
boissons, et. formulation de nourriture d’enfant, pour wvu que
le goat et la wvaleur nutritive =oient satisfaisants. Le
maximum de conversion de protéine de poisson a leur partie
soluble a une conséquence économique, et la qualité
nutritive et organoleptique du produit final sont les fins
dégires.

— mememtllilD L X L o

MIYADA et coll. ont comparé laction de 9 enzymes

protéolytiques sur le muscle de beuf; ils ont trouvé qqé ia

page 4
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Papaine, la bromeline, la ficine, la tyrosine, et la rhozyme

P-11 ont une bonne activité,

Les essais d’activité de l’enzyme dépendent de la nature
du =substrat; et le taux d’activité sur Phémoglobine, 1la
caséine, ou la gélatine n’est pas directement applicable aux

protéines de poisson.

——— et . ARARON) | it s et s b e . i

L’auteur a comparé les activités catalytiques de 20
enzymes sur les protéines de poisson, préparées A partir des

déchets de traitement des polssons congelés et rincés. '

Les concentrations en enzyme sont choisies de 1. agon &
ocbtenir 60 2 de digeétion en 24 heures, les solides solubles
et insolubles totaux sont mesurés et utilisés pour évaluer le

degré de digestion.

Le test préliminaire aprés 1 heure a 40°C et a pH = 7
montre que la ficine est la plus active. Aprés 24 heures, les
tests qui sont effectués dans les conditions optimales
révélent que la meilleure activité est obtenue par la

pronase.

En général, les protéases microbiennes ont une activité
relativement basse. La pepsine, la pancréatine, et la papaine

donnent. une activité et un godt modére.

11.4 ETUDE DE E.YANEZ ET COLL. <1976 51

En 1976, E.YANEZ, D.BALLESTER et. FMONCKEBERG ont publié

une eétude concernant la production d’un hydrolysat de pois-

son, Il est obtenu par la digestion enzymatique du Hake de
Chili, par la bromélaine comme protéase.

page 5
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Les auteurs ont étudié Vhabilité du produit - a sup-
plementer les protéines céréaliéeres <(blé, riz, et mais). Ils
ont. mené une séries de test blologiques sur la croissance de

rats,

Les analyses chimiques ont révélé que le ‘produit
contient autour de 63% de protéines (N . 6.25).

Le profil des acides aminés indique que tous les acides
aminés essentiels sont présents en quantités supérieurs a ce-
les é&tablies pour IFPhomme par le modéle standard é.lab‘qré;
en 1973, par la FAO/WHO avec seulement Pexception de la
Thréonine qui est en légére déficit voir tableau n°s 1.

'

1.1.5 PROCEDE DE BUCOVE ET PIGOTT (19762 [1l;
. En 1976, toujours G.0.BUCOVE et GMPIGOTT I[11 ont
présente une installation pilote pour la production d’un

concentrée de protéine de poisson par hydrolyse enzymatique
des rejets et des sous-produits des industries de la péche.

Ils ont utilisé comme enzyme la pepsine en raison de
son efficacité et la faiblesse de son pH optimum qui fait
éviter les problémes de contamination. Apres Phydrolyse les
taux de recouvrement sont les suivants: 84,6% pour les. acides

aminés, B5% pour les protéines et 0B8¥% pour les lipides.

1.1.6 ETUDE DE P.ACARROAD ET RATOM <1978> [61:
En 1978, CARROAD et coll. [6] ont publi¢ des résultats

concernant. la bioconversion de rejet de chitine provenant des

industx-ieé de transformation de crevettes et de crabes.

page
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hydrolysat enzyma-
acide aminés tique de protéine Modéle FAOWHO
de poisson <1973
Isoleucine 4.4 4.0
Leucine 9.5 7.0
Lysine 11.8 5.8
Méthionine + '
Isoleucine 4.2 3.8
Phénylalanine »
+ Tyrosine 6.6 6.0
Thréonine 3.7% 4.0
Tryptophane 1.3 1.0
Valine 5.7 5.0
Total 47 .2 36.0

cette taeneaur
réeférence FAOWHO
Tableau n°= 1

représente 93% de

:Comparaison entre le modele
essentiels et la modele standard FAO/WHO

en g / 16g d’azote)d.

celle du modele de

d’acides

aminés,

pagel7



 CHAPITRE UN REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

La ¢hit.inase ext.racellulaire sécratée par lex
micro-organismes sélectionnés est utilisée comme enzyme.
L’hydrolysat final peut  étre converti en un  produit
utilisable pour l’alimentation animale. .

Aprés Vétude, il s’est avéré que la souc:he. Serretia
marcesceus QMB1466 est tout A fait appropriée. o

e R e e s, —— | i ) T b e it . ————  A—

Trois années plus tard, LLLUI et col. ont | publié les
détailles d’un procédé de production d’hydrblysat- enzymatique
par la pepsine. Cette foiz-ci, le procédé est treés économique
car Penzyme utilisée n’est pas commerciale, mais une pepsine
brute obtenue par ’autodigestion de la muqueuse stomacale du

porac.

D’aprés les résultas obtenues les auteurs ont pu
conclure ce qui suit: . R
- la pepsine activée a pH = 1 donne la meilleure activite
et se conserve bien. .

- une pepsine brute A 9 % en poids (poids de muqueuse /poids
de déchet) donne une activité semblable a celle obtenue par
une pepsine commerciale (laboratoire sigmad a 1 % .

- les essals de conservation ont révélé que les soh;lt.:lons

pepsique sont conservables une dizaine de jour a 4°C, et que

la muqueuse congelée est stable durant au moins cing moins.

1.1.8 TRAVAUX DE RF.VEGA ET [.G.BRENNEN <1988 [8):

Ces chercheurs ont publié une 4dtude concernant

Phydrolyse enzymatique des déchets de poisson sans ajout
d’eau. L’enzyme utilisée est la papaine <0.05% poids/ poids
4 base humidel.
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Le fait que la viscosité du déchet. haché <est.
considérablement réduite a 65°C, L'hydrolyse a rpu avoir lieu
sans & _jdut. d’eau. Par conseéquence, le facteur majeur
influengant 1a transformation, et le capital investi,
c’est=a~dire Pénergie, pour alimination de VYeau, | la
puissance de mixage et la taille des équipements peuvent é&tre
fortement reditg;:. '

119 TRAVAUX DE L’EQUIPE DE BIOTECHNOLOGIE DE L’ENP
D’ALGER:

La production d’hydrolysat enzymatique a -partir-‘." des
déchets a fait- Vobjet de plusieurs é&étude, au niveau du
laboratoire de recherche sous la direction de Mr NMAMERI et
Mme D.MAMERI.

En 1990, LSIAMMOUR [9], a procédé A la production d’un
hydrolysat. enzymatique a partir des protéines du déchet de
poisson. L’enzyme utilisée est une pepsine brute obtenue par
Pautodigestion de la muqueuse gastrique de mout.on.

Les résultats des analyses bactériologiques ont fait état
d’une forte contamination des re Jets recuelllis a 1a
conserverie de Dellys. Les esals Jd’activité ont montré que la
solution pepsique préparée a pH = 1 est la plus active. Apres
4 heures d’hydrolyse, & pH = 2 et a 23°C, I’hydrolysat
présentait une teneur en protéine de 42 g/l

Une annéde plus t.a.t-d,' O.GAOUAR et S.FENNOUH [10], ont
fait une étude qui vient complétée la précédente.
Les résultats rapportés par ces auteurs montrent que la
pep=sine activée a pH = 1 était la plus active. C’est une
confix-maiion des résultats rapportées par L.SIAMMOUR.

page 9
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. La méme année, A GUIRAA et M.GUEHDOUNI [11]1, ont praocédé
a la production d’un hydrolysat des protéines des déchets
solides d’abattoirs. Ils ont utilisé la pepsine brute obtenue
paravtodigestion de la muqueuse gastrique de mouton. ils ont

rapporte que la solution pepsique prépardge a pH = 1 est la

plus active, et se conserve blen.

-2 PROCEDES DE VALORISATION DES SOQUS-PRODUITS
DE LA PECHE [21.[91.[10].[ 1]

Actueliement, et apres un effort de recherche
considérable, on est arrivé a traiter une portion lmportante
de déchets. Ces dérmieryg étaient autre fols source de

pollution locale.

De nombreuses méthodes sont utilisées pour valoriser les
sous produits de la pé&che ainsi que les espé&ces représentant
peu d'intérét économique. En effet A4 partir de ces_ﬂ@tﬁi@rﬁ'on
peut produire des produits de haute qualité nutritive. pour
1'alimentation animale et humalne.

Plusieurs voies sont‘offertespour cette valorisation,

on rencontre entre autre:

1.2.1 LA FABRICATION DE BLOCS DE CHAIR:

On utilise des déchets conzommables sous forme de chalr

haché&¢e pour la production de viandes dites "surfines". Le
rendendement de 1'opération est de 10% . On fabrique des
blocs congelés qui servent a4 la préparation de de pates,
croquettes, plats cuisinés =zaucisses de polsson et reécemment

des "fish-burgers®.

1.2 .2 EXTRACTION PAR DES SOLVANTS:

C'est 1°'un des plus ancien procédé. L'extraction se fait
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par ajout d’acide organique. '

L’tnconvenant de cette méthode réside dans le fait - ciue le
concentré protéique obtenu est une protéine non~
fonctionnelle, en plus il ¥y a le probléeme de récupér:‘st.iioh' du

solvant. et de sa contamination par le rejet.’

La farine de poisson est 'une des principales sources
de protéines animales. Cette farine est en partie produit.e
avec des poissons de peu d’intérét sur le plan commerciale,
mais aussl d’especes de poisson parfaitement consommées par

Phomme, aussi ’emploi de déchets devrait étre développé.

La technique de fabrication la plus courante comprend
les étapes suivantes: -
- cuisson a 95 - 100°C dans un cuiseur a double paroi chauffe
ala vapeur,
dans lequel est injecté de I’air a 600°C.
- taﬁﬂsage grossier, broyage puils ensachage et peséé.

- passage dans une presse dans un séchoir cylindrique rotatif

A cbté du concentré protéique, on retire dans _' la
f ab"ivicat.ion I’'huile de poilsson, qui, =olidifié peut étre
‘ut.ilisé dans la fabrication de la margarine et s’emploi
égalémen£ en bizcuiterie, ain=i que pour les u_.éages
industriels Clubrification, peinture, antioxydants j:nour

.caout.choucs i T

1.2.4 FABRICATION DE CONCENTRE PROTEIQUE POUR L’ALIMENTATION
HUMAINE . ‘

Il existe aussi un débouché en alimentation humaine,
c’est la fabrication de concentrés protéiques connus sous le

nom de F.P.C (fish protein concentrated.

-
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Actuellement deux type de F.P.C sant prééentés"sur
le marcheé. _

- le type A qui nécessite le passage par blusieuré sol vants
et qui presente des caractéristiques particulieres de
désodorisation et de sapidité. Sa teneur maximale en matieére
grasse est 0.75% &b sa teneur en protéine varie entre SO et
80% .

~ le type B pour lequel ne sont pas exigées des
caracltéristiques particuliéres d’odeur et de saveur.

La composition moyenne, de ce concentré, est de 70 a 75%
de proteine, avec un taux d*humidité maximale de 10% ét une

teneur en matiére graisse inférieur ou é&gale a 10% .

Le schéma de la figure (I-1D représente le résume d’un
processus d'obtention d'un F.P.C établi par PIGOTT et coll.
[11

1.2.85 FABRICATION D'HYDROLYSATS:

Les hydrolysats de polisson constituént un  progreés

-technelogique et qualitatif important pour la valorisation
des sous produits de la péche. On obtient trais Lype

d'hydrol ysats.

1.2.8.1 AUTOLYSATS ‘ : '

L* autolyse est un procédé d'hydrolyse qui utilise les
enzymes présents dans la chair du poisson. C'est. la
préparation classique du "Nuoc Man" 4 partir de petit poissons
sales, placeés dans un récipient fermé hermétiquement. La
version moderne est l'ensilage des polisson améliore par
l*acidification {acide formique et propioique [121), le
produit obtenu est utilisé comme supplément de l'alimentation

des animaux pendant la péricode de croissance.
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POISSON ENTIER OU REJET DE POISSONNERIES T
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Fig CI-1): Processus de production de concentré
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1.2.5.2 HYDROLYSATS CHIMIQUE
~On fait subir aux déchets une hydrolyse par aétion
d’acides C(chlorhydrique, ou sulfuriqued ou de base Cla souded

Cette méthode est utilisde pour la supplémentation du lait

Cnotamment aux Pays~Bas). Elle a pour inconvénient de

deteruire certains acides aminés.

1.2:5.3 HYTEROLYSATS OU HYDROLYSATS ENZIMATI QUES:

C’est la méthode la plus utilisée actuellement, car elle

permet d'obtenir apres hydrolyse des protéines

fohctionnelles. Elle fait appel a une enzyme déterminée ou

plus fréquemment & un mélange d’enzyme.

‘Dans un procédé d'hydrolyse enzymatique, on rencontre
les &léments sulvantis:

- réacteur enzymatique ol l’enzyme est mise en coﬁtact du
substrat et le tous est amenéd aux conditions optimales C(pH et
tempéeraturel de 1'enzyme, et homogénéisé,par simple agitétion.

— tamisage : afin d*'éliminer les arréts et les écallles
.~ séchage : aprés la concentration, on procéde au séchage
par la méthode adéquate.

1.2. 6 FABRICATION DU SURIMI [13]

Le surimi est la chair de poisson broyée et laﬁée,

conservée congelée en présence d’agent cryoprotecteurs.

La préparation du surimi répose sur l'extraction par
lavage a4 l'eau de la chair, des composés de faible masse
moléculaire, des lipides et des protélnes solubles ¢ites
sarcoplasmiques Omyoglobine, enzymes).On obtient ainsi un
concentré de protéine myofibrillaires scus forme de pate
Auquel sont généralement additionnés 4%Ade saccharose et 4%
de sorbiﬁol, cecli permet une conservation congelée (20 i

=302 de durée supérieur & 12 mols sans maodification du
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pouvolr gélifiant.

Cetie pate sert actuellement & fabriquer des produits a
forte valeur ajoutee (par exemple des succédoués de muettes ou

de pinces de crabed.

1.2.7 PREPAPATION DE MOLECULES & USAGE INDUSTRIEL -

Cn produit des molécules A usages pharmaceutiqﬁe ou
industriel & partir des sous-produit par exemple: des acides
aminés, acides nucleéiques, protamines, léchitines et surtout
chitines et chitinases (A partir des carapaces de cruspacési

dont les utilisation sont itrés nombreuse.

13 L INDUSTRIE HALIEUTIQUE

1.3.1 INTRODUCTION:

De nos jours, la péche est devenuse une véritable
industrie industrie et Joue un réle important dans

l1*alimentation humaine.

Selon les statistique de la F.A. O (19815[14]l: sur une
production annuelle mondiale de 72 Mt de produit de la péche,
seule S50 Mt parviennent réellement aux conscommateurs: 17 Mt
étant destines pour la Tabrication de farines pour
l’alimentation animale et B Mt sont retirés de 1la
consommation humaine sous forme de sous prodults de
transformation ou de produltf alteres. Ceci sans tenir compte
des quantités de poisson rejebtés en mer des leur capture
éfaux‘poisson). qui atteignent 285 a 30% du total des
captures. 7 '

Actuell ement, la péche met & la dizposition des

consommateurs une quarantaine d'espéces comestibles [15].
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Cette gfande diversité fait que la demande est concentrée sur
les espéces nobles de haute gamme C(Soumon, Laugouste,
Crevette, crabe, coquilles Saint Jaques . ..etedgui n'est pas
satisfaite, généralement; En contre partie, des ressources
halieutique appréciable, notamment des poissons pelagl que
CChinchard, Sardine, Anchois, Spart el méme Ger mond
disponible dans les zones littorales ou communautaires

restent économiquement sous exploités.

Alnsi une pleine wvalorisation des especes  marlines
préséﬁte un grand intéerét potentiel notamment en vue de
(12 contribuer & la réduction de la balance commerciale de
l1'Algérie.
(2> Promouveir la consommation ou 1'utilisation d’espéces
moins prisées sous la forme classique.
(3> Augmenter la valeur ajoutée des matiéres premiéres
existant en quantités limitées.
C4d contribuer 4 la compétitivité des entreprises nationales
de conserverie el de traitement des produit de la péche

et par 14 au mantien au développement de l'emploi [16]

1.3-2 L'INDUSTRIE HALIEUTIQUE ALGERIENNE:_‘

La péche Algérienne atteint approximativement 1.8
million de tonnes par an [18]. "...Emviron 4500 tonnes sont
destinés aux usines de transformation et le reste est
directement destineés aux ccnscmmaﬁeurs.

Le thon constitud le principal produlit des 1mpor£ations

qul se chiffrent a4 3113 tonnes par an.

En Algérie, et malgré les 1200 Km de cdte l'industirie
halieutique reste encore a4 son polnt de départ. A titre
indicatif la figure ((I-2D présente l'évolution de 1la
producﬁioﬁ halieutique Algérienne de 18970 a4 1991 [31].
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On caonstate que la production fluctue autour d'un pic
atteint en 13887.

Le tableau n°= ZJindique la production annué;le par
espéce et par willaya maritime en 18991 [31.

On remarque gque l’'espéce bleue est la plus péchée, en
effet elle représente B828% de la production nationale

annuelle.

La faiblesse dé l1"industrie halieutique Algérienne est
plus révélée dans le secteur de transformation des produit de
la mer. En effet il n’y a que huit entreprises étatiques de
traitement et quelques unes du secteur privé encore plus

peiite.

Les huit conserverle sont situdes A: Ghazaouat,
Benissaf, Oran, Tennés, Khmisti, Jijel, Collc, et Dellys.

Celles de Tenés et Dellys ont beneficié d’un nouvel
equipement [135].
La plus part des conserveries traitent les Anchois, La

Sardine et le Thon.

Dans la présente étude les rejets proviennent de 1la

conserverie de Dellys.
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ESPECES Polsson |Poisson |Crusta— |Squales
WILAYA blane bleu cés Espadon Total
Tl ercen 1865 6572 - =29 . 8400
Ain timouchent 813 10625 287 144 11869
Oran 480 8441 75 115 - 9111
Mostaganem 2808 85029 1276 73 -9186
Chlef 79 1535 33 - 1847
Tipaza 1084 10007 1410 - 12511
Alger S97 12877 - - 2274
Boumerdes 270 8072 13 259 . - BB24
Tizi ~-Ouzou a9 76 o0& 79 260
Béjaia 364 1406 -~ ~ 14770
Jijel 337 3516 - - 3853
+Skikda 404 BO76, 143 - 86623
Annaba‘ 540 3358 - - © 3908
El Taraf 225 1338 25 -~ 1588
Tetal 10375 B5338 3268 709 79620
Pourcentage 13.00 | 82.00 4.10 0.90 | 100.00

Tableau n°= 2 :

maritime

années 1991

£33

Unité: Tonnes

Production annuelle par espéce et par wilaya
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1.3.3 PRESENTATION DE L'USINE DE DELLYS:
1.%3.3.1 INTRODUCTION:

La conserverie de Dellys est situde & 120 Km vers l’est

d'Alger. Elle & ocuvert ces portes en 1988 et bénéficie donc
d’un équipement neuf. Elle produit des boites de thon et de
sardine, avec une production théorique de 10 tr/j, mals cette
production n’a Jjamais £te atteint, faute d’eau et de matiére

premiére. Son rendement réel varie entre 30 et 40% .

1.3. 3.2 LES ETAFES DE TRAITEMENT DU POILSSON :
Dans le cas de la sardine on a les étapes suilvantes:
€12 Livraison: en calsse de 20 & 25 Kg de sardine fralche cu
congel ée.
(&) Etétage-éviscérage: 11 s'effectud manuellement.
(3> Saumurage: dans des bacs de saumure a 25% . Le ilemps de
saumurage dépend du calibre de la sardine.
(42> Emboltage: <¢'est la mise en boites.
(5> Egouttage: par renversement des grilles.
(B Culsson: & la vapesur de 100 a 110°C durant 15 a 20
minutes - - '
C7 Dosage: & l'huile ou a la tomate (1420
(B Sertissage et prélavage.
CQ> Stérilisation: 4 1’autoclave a 110°C pendant une heure.
C102> Refroidissement et lavage: des bolies avec séchage.

11> Etiquetage et mise en cartons.

1.3.3.3 LES REJETS DANS LA CHAINE DE FABRICATION:

Lors du traitement du poisson, de grande quantité d'eau
sont consommées au nlveau de 1'ététage-éviscérage ou la
sardine est lavée a part &t les déchets sont entraings par
pression d'eau. Donc, aprés cette étape L1 y a production de

déchets.
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-Dans le cas de la sardine, on estime que 40% de la
matiére est perdue sous forme de déchels, dans le cas du thon
les pertes sont encore plus importante, en effet elles

atteignent 60X de la matiére premiére.

Actuellement ces déchets sont rejetés directement dans
la mer, occasionnant des grands risques de pollution locale,
et de la la reduction du pouvoir auto—épurateur du:nulieu

recepteur.

- Done la valorisation de ces déchets permet de protéger
le milieu récepteur et de produire des substances de haute
valeur nutritive qui sont actuellement fmporter de

1*étranger.

1.4 ETUDE DU REJET

1.4.1 INTRODUCTION:

Dans la conserverie de Dellys, la production des rejets
se fait essentiellement lors de " 1'opération
d’eététage-éviscerage. Actuellement ces déchets sont.
rejetés directement dans la mer malgré leur richesse

nutritive.

En effet la composition de la partie non-comestible du
poisson est similaire 4 celle de la partie comestible, comme

on peut le remarquer sur le tableau n®®= 3.
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Constituants Poissqn partie partie non-
% en poids entier comestible comestible
Eau 89.9 83.6 81.2
Lipides 3.5 0.8 4.4
Protéines 12.7 15. 2 11.7
Cendres 2.7 1.1 3.5

caractéristique du
[11.

Tableau n°= 3 :Composition approximatiwve
poisson péché au chalut.

Donc en gquel que sorte, 1’ étude de la val eur
nutritionnelle du rejet sera pratiquemeﬁt similaire & celle

du poisson entier.

1.4.2 VALEUR NUTRITIONNELLE DU POISSON ET IMPORTANCE DU
REJET:

La valeur nutritionnelle du poisson rivalise avec celle

des viandes et celle des oceufs. A titre d’exemple, 100g nets

de poisson sans déchets, sont #quivalents & 1009 nets de

viande ou a 2 eufs.

La valeur é¢nergétique du poisson varie entre 70 et 200

calories pour 100g [10].

Le tableau n°= 4 compare la composition du muscle du

poisson et celle du muscle squelettique de mammifere:




CHAPITRE UN REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

nuscle
nuscle de squelettique
polsson de mammifére
Eau (g pour 100g de muscle 70 — 80 B8 -~ 72
Protéines (%D 15 - 26, . 18 - 23
Lipldes (% i -10 4 - i5
Hydrats de carbon (% 0.3 -1 - 0.8 -1
Minéraux €0 1.0 - 1.5 1.0 - 1.3
Protéines sarcoplasmlques
Cg pour 100g de protéines
totaled 20 - 38 30 - 35
Protéines myofibrillairesci &0 - 75t | . ®so*
Protéines du stroma 2 - 5° : 1% ~ 20
1 - Les proportions respectives des diverses protélnes

myofibrillaires sont analogues dans le muscle de ‘poisscn
et dans le muscle squelettique de mammifére

Ei— Jusqu'a 10% dans des polssons cartilagineux comme la raie
et le requin.

Tableau n°= 4 :Composition du nmuscle de pbisson et du nmuscle

squelettique de mammifére[i&i.

L'importance du rejet depend de la proportion de la

partie comestible qui est variable d’une ésp2@ce A une autre.

Le tableau n°= 5§ , nous donnhe quelque exemple:
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Poisson frais entlers Partié comestible % en peoids
Bar ' 48
Mor ue - 48
Sole 52
Daurade 57
Marquerin . 57
Raie 57
Hareng _ 59
Merlan | 85
Saumon ' 87
Limande ' _ 859
Sardine 77
Poigson frais vides
Marcquereau &1
Mor ue ‘ E5 {
Saumom 73
Sole 82
Hareng , o1
Polssons conservés
Hareng, fumé, saur . 61
Sardine salée ' , TS
Marquereau salé l 7T
Morue sechée ' 80
Soumon fumé s0 -
Mol } usque , _
Huitre ' 17
Moul & o ' 34
Crustacés
Crabe 44
crevetie ' 47
Tableau n®= 8 : proportion de la partie comestible des

principaux poisson [10],.
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Eelon la presentation de polsson, la partie

non—comestible varie, volr tableau n°= 6.

Présentation du % en poids des Poids équivalent
Poisson déchets 4 100g de viande
Filets | o 100
Darnes en

tranche 10 a 20 150
polisson
entier - 30 a 50 180 a 200
Tableau n°= 6 : Inmportance du déchets de poissonnerie [(10]

1.4.3 ANALYSES BACTEEIQLOGIQUES DU REJET:

1.4.3.1 INTRODUCTION:

Les rejets recueils; une fols traité sont destines a
étre des suppléments pour l’alimentation animale, doﬁc une
évaluation de leur quallité bactérioclogique est indispensable

afin de savoir leur degré de contamination.

Les recherches effectug¢es sont les suivantes:
- estimation de la flore globale: par la détermination des
germes aérobies mésophiles.
- étude des germes de contamination fécale: par la recherche
des coliformes et E.coli, Streptocoques, Staphylocoques
et clostriduim sulfito-réducteurs

— Recherche de Salmonella.
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1.4.3.2 CARACTERISTIQUE DES GERMES RECHERCHES [181.,{171]
CA) Coliformes et E.Coli:
Ils font partie de la famille des Entérobactrriaceae.

Ce sont des bactéries gram . vivant notamment dans

l’intestin des humaines et des animaux.

Les bactéries coliformes se caractérisent par leur
aptitude a fermenter plus au moins rapidement le lactose. Les
coliformes fécaux préeésentent en plus deux caractéristiques,
ligdes & leur habitat, l'aptitude a4 se multiplier & 44°C et a
le faire en présence de sels biliaires. En fin E.Coli ajoute
genéralement a ces propriétés celle de produire de 1’indole

sur eau peptone.

En plus, ces germes reprasentent les caractéristiques
suivantes: '
- Ce sont des bacille ou coccobaciles.
- Ils sont oxydase“, asporul és.
~ Ils reduisent les nitrates en nitrites
- Ils fermontent le glucose.

- Ils sont anaérobies facultatitrs.

{B) Les Streptocaques:
Ils font partie de la famille des Streptococcaceae. Ils
sont des coques, gram+, asporulés, généralement groupdes en
paires ou surtout en chaines, de longueur variable. Ils sont

catalase . Ils sont micro-—-adrophiles ou anaércbies.

€CY lLes Staphylocoques:
Iis font partie de la famille des Micrococcaceae.
Ils sont des coques gram+. immobiles, asporulés, groupes
genéralement en amas irrdguliers, ils sont catalase+. leurs

colonies sont lisses et fréquemment pigmenteées,
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(D> Les Clostriduim sulfito-réducteurs:

Ce groupe fait partie du genre Clostriduim qui lul-méme

appartient a la famille des Bacillaceae.

IlLs sont des bacilles, gram+,sauvent de grande tallle,
isales en chainette, ganéralement mobiles, spofu;és.
catalase anadrobies stricts.

Quel que espéces sont responsables d’intoxication
(Cl.perfringens) ou de graves intoxication scuvent mortelles

CCl.botulinumd [17].

(E> Les salmonella:

Comme les coliformes et E.Coli, le genre Salmonella
appartient & la famille des entércobactériaceae donﬁ ils
représente les principaux caractéres. |

Les Salmonella sont responsable de toxico-infection [17]

Leurs caracléres principaux sont:

- nobiles mais il existe des espéces ne possédan£ pas cette
proprieté.

-~ apré&s incubation sur gélose nquitive a 37°C, il y a
formation de colonies de forme ronde, de faible convexité,
transparente de diam&#tre variant entre 2 &4 4 mm. "

- ‘sur gélose de Mac Conkey, les colonies sont incolores
contrairement au cas d'E. Coli. )

- lactose : elle ne FERMENTE pas le lactose.

- oxydase- |

- HZS+: production d’HZS ;
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3

1-5 ETUDE BIOCHIMIQUE

1.5.1 léa‘_agms_aﬂﬂgggz_g_s__sg__gﬁ.mmﬁ
1.5.1.1 LES ACIDES AMINES |

{AdIntroduction I
1
|

Les cellules vivantes produlisent une grande variété de
macromal écule (protéines, aci de.-sL nucléiques, polysaccharides,
etc..? . Ces macromolécules sont| des biopolymeéres corﬁpesés de
monoméres ou unités | de constlructi on . Dans le cas des

protéines ces mononéres sont les acides L,a-aminds [18].

(BY Définition Commes leurs nom l'indique , les acides
aminés sont des composés orgfniques qui contiennent une.

fonction amine et une fonction carboxyliquel 201

(C)Structure générale et quelq'ue propriétés

Bien qu'il existe un trés, grand nombre d’acides aminés
chiml quement possible Cenviron 300 [19Y le nombre de ceux qui
existent A l’état naturel est relativement restrei nti=01. En
effet, 1l'hydraulyse par voie chimique ou enzymatique des
protéines *fornit les 20 acides aminés présents dans les
proteines provenant de toutes les formes de vie végétales,
animales’ ou micraobiennes Elé

Pour la quasi totalite d'entre eux il s’agit d'acides
carboxylique ayant une fonction amine primaire - sur le

carboneCol poarteur du groupement carboxyligue .
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Leur formules générales est: H

R—C_—NH
o 2

COOH

R étant un groupement. treés varie =selon les cas aliphatique

ou aromatique c’est un des critéres de classement

BN
b

Certains aa ne peuvent pas é&tre synthétisés par

Vorganisme et doivent étre amenes par Jalimentation, 1l

s’agit d’a.a. essentiel . Chez !I’'Homme il sont en nombre de
huit,, & =savoir :  Leucine, . Isoleucine » Lysine, Méthionine,
Phénylalanine, Thréonine, Tryptophane, et Valine [21]

25.1.2 LES PROTEINES
{A? Introduction

Le terme de .prot.éine est  dérivé du grec ' proteis
signifiant de “premiére inportance" et ce nom est pleinement
Justifié . La fonction principale des protéines est de
represehter les constituants 'essentiels du mateériel
structural par opposition aux glucides et aux lipides qui ont

pour roéle principal de fournir de PPénergiel20] .

{8) liaisons peptidiques

La reéaction du groupement o~carboxylique d’'un acides
aminé:.: avec le groupement. o~aminé d’un autre acide. aminés
permet a ces deux acides aminés de s’unir par formatior} d’une
amide secondaire . Cette liaison aboutit a la formation d’un

peptide et la libération d’une molécule d’eau [22] .

-
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HN-—CH-—(CO> |OH + H}- (NH) ~— CH — COOH ———
2 { | -H O
R R 2
1 2

> HzN —CH — CO — NH — CH —- COOH
! i
R R

1 2

On appelle les acides aminés constitutifs d’une liaison
peptidique résidus d’acides aminés . Un peptide se compose de
deux résidus d’acides aminés ou plus . Les polypeptides sont
des peptides renfermants plus de dix résidus . Le terme de
protéines est réservé aux molécules possédant une masse

moléculaire de plusieurs milliers ou plus .

(C)Niveaux d’organisation des protéines

L’enchainement des acides aminés constitutirs des
protéines est, dans sa forme la plus fréquente, linéaire . Il
posseéde, par convention, a son extrémité gauche un groupement
a~amine libre dit N-terminal et a lautre extrémité un
groupement a-carboxylique libre dit C~terminal.

Il est commode de distinguer, dans la structure ldes
protéines, quatre niveaux d’organisation :

LIStructure primaire:

Cette structure définit Vordre d’enchainement des
acides aminés liés de maniere covalente (23] .

iDStructure secondaire: '

Elle représente la configuration spatiale de la chaine
peptidiqué . Le type de structure secondaire est en relation
étroite avec 1a forme, globulaire ou fibreuse, de la
molécule.
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les protéines globulaires
Pratiquement la totalité des protéines doudées d’une activiteé
biclogique (surtout les enzymes) posséadent une structure
globulaire [241 . '

La structure secondaire comporte essentiellement.:
des zones A structure hélicofidale ou hélice o .

des zones a structure statique reliant les précédentes .

Les protéines fibreuses
Ce sont essentiellement. des protéines de structure . En
rencontre , outre que la structure du type hélice o, une
structure en feuillet plisgsés £ ([(24] qul résulte de
Pinfluence des Haisons  hydrogéne intermoléculaires entre
les différentes chaines [23] .

iiidStructure tertiaire:

Elle correspond a la structure tridimensionnelle que la
protéine adopte grace a des interactions mettant en jeu les
radicaux R .

iv)Structure quaternaire:

Elle correspond aux interactions entre les sous unités
polypeptidiques; celles~ci =ont. dues a& des Maisons de faible
énergie . Les sous unités peuvent étre identiques ou
différentes.

152 LES ENZYMES

1.5.2.1 INTRODUCTION :
Les enzymes ou selon les appellations anciennes les

ferments ou diastases [22]1 sont des molécules protéiques qui

catalyses les innombrables réactions trés complexes du
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métabolisme in vivo, avec une facilité étonnante a 37°C ét. A

la pression atmosphérique.[25] .

1.5.2.2 HISTORIQUE :221,026]

L’homme savait intuitivement, Yexistence d’enzyme
depuis l’antiquité. Mais la notion d’enzyme a été treés longue
a se dégager.

Parmi Jes travaux les plus révélateurs de cette notion,

il convient. de citer ce qui suit:

En 1860, Pasteur mit en évidence le fait que le=s
réactions de fermentation sont catalysées par des étres

vivants organisés.

C’est Van Kuhue qui propose le terme d’enzyme en 1878.
I faut attendre 1897, avec lexpérience célabre -des
fréres Bucher pour Jue les notions fondamentales se précisént,
en effet, en effet ils constatent que le jus extrait de
leuvure a la méme activité biologique que la levure f.out.é

entiare,

Le vingtieme =siécle wvoit la confirmation de la rﬁturé

protéique des enzymes.

En 1926 Summer a réussi a isoler, ext.rair‘e;'“ et
cristalliser ’uréase de la féve . '

En 1930 Northrop a réussi a cristalliser la pepsine.

Actuellement. 1 biochimie s’efforce de rézsoudre les

problémas poses par le mécanisme de fonctionnement a 1’échelle
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mol éculaire.

1.5.2.38 Structure des enzymés (19,271
Ce sont toutes des macromolécules qui appartiennent a la
classe des protéines globulaires. ‘
De point de vue structure on distingue deux catégofies:
<1 les holaprotéines: constituées seulement par un
enchainement d’acides aminés
€2) Les hétéroprotéines: elles possedent une partie non
Aprotéique. la coenzyme, nécessalre é l*activité catalytique et
une partie protéique 1'apoenzyme. L% coenzyme est lide plus ou
moins fortement® a4 1'apoenzyme parn des liaisons de nature
covalénte ou non. Dans le cas ou leQ liaisons sont covalentes
la coenzyme est distinguee sous lé nom de groupement

prosthétique.

1.5.2.4 LE SITE ACTIF:[27] 7 _
Le site actif définit la petite portion de 1 enzyme

impliquée dans la fixation ezt le bositionnement du substrat
|

ainsi que dans la réaction de catalyse.
1
1.5.2.5 CLASSIFICATION DES ENZYMES: [ Gl
Les enzymes sant disignées et képertoriées suivant le
type de réaction qu’elles catalysen{.

En 1961 la commission des enzymes (E.C enzyme commissiond
de l'Union Internationale de Biochimie (U.I.B)> a proposé& une
‘classification éuffisamment ouverte pouf pouvolir y inclure les
‘enzymes reconnues ultérieurement (25].Cette classification .

comporte six classes principales chaque classe est divisée en
sous-classe, elleé—méme divisée en sous-sous-classes.

Le tableau n%= 7 nous donne les classes d’enzyme avec

qualque speécifications
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REACTIONS
ENZYMES CATALYSEES COMMENTAIRES
1.0xydo- réaction redox réactions endothermiques
transfert d’ele~| gqul nécessitent des cofac-
réductases ctron d’un subs~| teurs. Enzymes intracellu-
trat a un autre laires '

2.Transférase

transfert inter-
moléculaire de
radl caux foncti-
onnels

réaction exothermiques,
groupement méthyl, amino,
glycosyl.Transfert enzyme
pouvant é&étre extracellul-
aires .

3. Hydrolases

réaction
d'hydrolyses(1)

réaction exothermiques
intervenant en milieu aq-
ueux treés largement util-
isées en industrie.

4.Lyases

additton sur les
doub les liaiso-
ns <22

croupement carboxyles,
amino ocu hydroxyles.

5. Isomérases

réactions d’iso-
mérisations
(réarrangement
structural
interne)d

réact.ions exothermiques pe-
uvant intervenir en soluti-
on libre. Enzyme intramolé-
Enzymes Iintramoléculaires

6.Ligases

Formation de li-
alson avec util-
isation d’A.T.P
Cpar couplage

avec une réacti-
on d’'hydrolyse)

réaction exothermiques quli
nécessl tent. des cofacteurs
A.T.P Enzymes intracel-

lulaires,. -

(1> Rupture d’un enchalnement

covalent

ent.re deux

atomes

avec fixation d’une molécule d’eau sur les valences libérées.

(2> Rupture d’un ehchainement mais sans intervention d’eau

avec réarrangement
[z28}

Tableau n*= 7 Clasgification des enzymes.
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Une enzyme est designée par une suite de 'quat.r'e -'n;;)mbre
précédée par deux lettres E.C (Enzymes commission). -
E.C.ab.cd. |
a: classe , b: sous-classe , ¢ sous-sous-classe

d: numéro de l’enzyme a linterieur de la sous-sous-classé

15.2.6 LES ENZYMES PROTEOLITIQUES: , _
C’est des enzymes tres inportantes pour les étre vivants
car elles sont responsables du métabolisme des protéines

(nutrition).

Elles catalysent la destruction des liaisonzs peptidiques
des protéines Ce sont des C-N hydrolases (E.C 3.4. 3,

Les enzymes protéolitiques se distinguent. selon deux
caritéres principaux: 7

Critére de répartition intra ou extracellulaire.

Critére de substrat.

(A) Répartition cellulaire:

Selon la localisation preéeférentielle on di_st.ingue deux
classes d’enzyme: g

idles enzymes extracellulaires:

Ce sont les mieux connues jelles sont trés abdndanf. dans
les sécrétions du tube digestif et ses annexes (pé'éSine,
trypsine, chymotrypsine, etec...>

iidLles enzymes intracellulaires:

Ce sont. les cathepsines. elles se rencdntrent, en ‘_ faible
concentration dans les lysosomes de la caelluleUne fois
libirées dans le cytoplasme, ,elles sont responsables de la
dégradation des constituants protéigues dans la cellule.
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(B> Spécificité de substrat: o
Les enzymes protéolytiques ont une spécificité de
substrat trés marquée.On distingue:
1DLes exopeptidases:
Elles hydrolysent les lalsons peptidiques situédes en
bout. des chalnes peptidiques. ‘
idLexs endopeptidases:
Eles hydrolysent les Halsons peptidiques situges &
Vinterieurs des chalnes polypeptidiques.

1.5.2.7 EXEMPLE D’ENZYME PROTEOLYTIQUES:

C(A> La Pepsine: .

Elle est rencontrée dans le systéme digestir de nombreux
animaux Cestomac) [291. Elle rrésulte de activation d’'une
proenzyme inactive, le pepsinogéne. L’activation de la pepsine
rrésulte de Vélimination du cété N-terminal de 42 résidus
amino-acyl du proenzyme. '

La pepsine gastrique agit sur les protéines natives et
sur les protéines dénaturées. Elle agit. dans des pH trés
acldes (voisin de 2 [22DD.

La pepsine hydrolyse préferentiellement les lHalsons
pepltidiques ol sont impliqués, par leur groupement
carboxyliques des acides aminés aromatiques <(phénylalanine,
tyrosine, tryptophane) selon le schéma sulvant :
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- CH—CONH—CH—CO—NH—CH-—CO—
L q I
* Phe 2
Tyx
Trp

La pepsine peut aussi hydrolyser, mals A vitesse 'ﬁlus;
lente, des Haisons peptidiques dans lesquelles sont. impliqués
des résidus leucyl ou valyl.

L’acide nitreux, le sulfate de Lauryl inhibent = I’enzyme.
I1 en est de méme de Vacide malonique qul provoque le
blocage des groupements hydrolysés [31),

Dans notre étude Yhydrolyse est réalisée avee la
pepsine, ce cholx est d@ surtout a son pH optimum acide qui
inhibe le développement de micro-organizsmes.

(B‘) La trypsine:

C’est. une protéase intestinale [29]

Elle rrésulte de I’activation du trypsinogéne. Elle
hydrolyse spécifiqguement les liaisons peptidiqués ol sont

impliqués les groupements carboxyliques des résidus lysyl et
arginyl.

€CY La chymotrypsine:

G’'est. une protéase intestinale [29]. .

Elle est le résultat. de activation par protéolyée du
chymotrypsinogéne.

Elle hydrolyse de préférence les lialsons contenant. le
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groupement acide des acides aminés suivants:(I22]

Tyrosine, Tryptophane, Phénylalanine, Leucine, et Méthionine

1.5.3 CINETIQUE ENZYMATIGUE:
1.5.3.1 INTRODUCTION:

L’objet de la cinétique enzymatique est étude des
enzymes  dans leur Tonctionnement. Elle se propose en
part.icuuer, d’établir les 1relation qui existent entre la
vitesse de la rdaction V =3 9P étant la variation au
produit et dt un intervalle de temps) et les concentration en
substrat et @¢n enzyme, ainsi que ’influence de certaiﬁs

facteurs, pH et température notamment [19]

Paxr allleurs i1 faut souligner que I'étude . de
Yenzymologie repose sur les faits expériment.éux suivant.s;:
- La formation d’un complexe enzyme substrat E-S
intermédiaire qui est le résultat de la complémentarité de
structure entre le site aclif de Venzyme et le substrat .
- Les études de cinetique enzymatique correspond "t.ou_jours‘.,_ au
début de la réaction, donc on travallle aux viﬁessesz
initiales [27). o

15.3.2 INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN ENZYME (251,191

Dans  le milieu réactionnel, l}a transformation d’une
molécule de substrat nécessite la rencontre de cette derniére
avec -une molécule Fenzyme. Le nombre de molécule de subst.rat.
transformé est donc proportionnel au nombre de collision, ‘qui

esl d'autant plus élevé que la concentration en enzyme est
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¢élevée. Donc on a :
, V= K .I(E} >
V Vitesse ,[E] = concentration en enzyme, K constante .
On constate aisément a partir de (1) que la vitesse de
la réaction est. directement. proportionnelle E-1 la

concentration en enzyme.

En pratique pour une concentration en substrat donnée;
Pétude des variations de la vitesse initlale en fonction de
la concentration en enzyme dvoir fig 1 -3> montre 'que ia
variation n’est pas linéaire.

La courbe présente une allure hyperbolique
correspondant au falt qu’au dela d'une certaine concentration
en enzyme, la totalité du substrat se trouve sous forme de
complexe E-S, dJdod Pexcés d’enfz.yme. '

Pour les études cinétiques {1 est nécessalre de se
placer dans les conditions de faible concentration en enzyme.

1.53.3 INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN SUBSTRAT:

Pour une concentration en enzyme donnée Vétude de la
variation des vitesses de réaction en fonction de la
concentration en substrat donme une allure hyperboligque., On
observe d’abord une augmentation rapide de la vitesse, mails
quand on fait augmenter la concentration en substrat, la
vitesse tend vers une Umite Vmax .(voir figCi-4 >D.

page 3o



CHAPITRE UN

REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

e

e o =

&

Intervalle de concentration ou

s'applique |'équation des vitesses’

S

- .
Concentration en enzyme

Fig CI-3) Influence de la concent,ratlon en enzs m)..r:;x;—;t;r la réac;‘z;on
enzymati quell]
. v (wtesse m:t:ale) ‘ : e o
A VN e e e e T e e
N i
i
)
Jymi_ .

Km

i

tS] en mole/ |

’44 .

Fig CI-4D:

enzymat,l. qug: i ]

»

Eepr ésentatl on de Michaeli s—Menten [2 "ﬂ

Influence de la concentration en substrat sur la réactlon




CHAPITRE UN " REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

La catalyse enzymatique, dans le caszs le plus simple,
peut. &tre décrite de la fagon sulvante:

K1 rl{z
‘E-S ——> E + P C2>

E+ 5

4

Kz

E tenzyme, P :produilt, E-S :Complexe enzyme-substrat
Ki, K-1, et Kz constante de vitesse

I1 faut noter que la représentation (2> n’est correcte
que dans lex moments lnitiales de la réaction, ou la

concentration de P est tLrés faible donc la réaction Inverse
négligeable.

La variation de la vitesae aen fonction de ia
concentration en substrat est donnée par JVéquation de
Michelines-Menten:i2i]

Vmax . - [S]
V. , 3
[S1 + Km

Km :constante de Michellnes .

Km est une caractéristique de enzyme. Elle est
analogue a une concentration et s’exprime en molerl .
Pour [S]1 = Km on remplagant. dans (3> on aura:

Vmax
Ve =2
Donc Km est la concentration en substrat correspondant

a la moite de Vmax .
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Km peut. en outre, étre exprimer en fonction des
constantes cinétiques 125)

Kn = 4>

(A> Représentation de LINWEAVER et BURK

La difficulté de tracer avec précision Vasymptote A la

courbe, et par suite de déterminer graphiquement Vmox et Km &
conduit LINWEAVER et. BURK a proposer un modéle linéaire:

On prenant l'inverse de (3 on aura:

1 [S] + Km
-
\Y% Vmax.[S]
ou encore
1 1 Km 1
» + . 5>
v Vmas Vmax [s]

La représentation graphique de 1V m fdi/sd> (voir
fig<I-5> > est une droite de pente KmsVmax et d’ordonnde a
l'origine 1/Vmax et coupant Vaxe 1/s au point -1/km
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E¢961-5>;:RepréseniatiSﬁ‘aé“LinGEavér4sﬁFk@ﬂfi

)

s R

1.5.3.4 INFLUENCE DE DIVERS PARAMATRES:

(A La température; voir Fief (ﬂ'ﬂ)
L’élevation de la  température d’une réaction

enzymatique fait aug:ﬁent,er sa vitesse, tout au moins pour des
températures relativement basses,; arrivée a une certaine
: temﬁérature la vitesse diminue. E;:n :effet. la variation de
Pactivité enzymatique rrésulte de deux effet antagonistes:
d’une part l'élevation de ‘Vagitation des molécules avec la.
t.émpérat.ure d’autre part la dénapur;étion de la protéine
enzymatique. Cette dénaturation ‘. modifie les  structures

tertiaires et quaternaire de la pirotéine globulaire.
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(B> Le pH: voir Fig <41

De légeres variations de pH affectent Pétat ionique de
Venzyme et souvent celui du substrat., On comprend aisément
que gquand un groupement COO du site actif est nécessaire a la
fixation du substrat, l’abaissement du pH du milleu entraine
sa transformation, en -COOH qui ne permet plus la fixation du

substrat et supprime l'activité de ’enzyme .

Le pH optimum est le résultat d’une part de
la dénaturation habituelle des enzZymes aux pH extrémes et
d’autre part des effets activateurs et inhibitéurs das a
Yapparition des charges ¢électriques sur l'enzyme et le
substrat.

(C) Teneur en eau A27]

Les enzymes sont des protéines globulaires" solubles
dans l’eau, et les réactions eniymat.iques se déroulent., pour
la plus part, en milieu aqueux. _

L’eau qul joue habituellement le réle de =solvant de
Yenzyme peut é&tre dans des cas indispensable au dérculement.
de la réaction enzymatique et dans d’autre cas non
indispensable . N

Dans le premier cas, D'eau joue le rdéle de second
substrat notamment. dans les réaction d’hydrolyse.

Pour le second cas citant lé cas des dégradations
enzymatiques que subissent des aliments protégés du
développement microbien par suite de traitement de
déshydratation partielle (séchage). '
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D> Rayonnements: [27) S
Les rayonnements de Ltype élec:t.fomagnét.ique | ou
corpusculaire peuvent avoir, sur ’enzyme, une action
dénaturante. Celle~ci =s’exerce soit de fagon directe: en
provoquant des ruptures de laisons, soit de fagon indirecte:

en modifiant. les caractéristiques physiques du milieu.

<E> Les cofacteurs: (201

Dans de nombreux cas, méme si une enzyme est mise en
présence de son substrat dans des conditions appropriédes, il
n’y a pas de catalyse, ou seulement une activité partiells

due a l'absence de coenzyme ou d’activateurs.

1) Les coenzymes: [201,[25]
Ce sont des composés organique non protéique de pc:.t.!t.e
taille par rapport aux protéines enzymatiques.

11) Lex activateuwrs:

Ils sont chimiquement simple et ne sont pas aussi
spécifique que les coenzymes. Ils semble qu’ils agissent en
ac.tivant. le complexe E-S .Certains ions métalliqgues =sont

connus pour étre des activateurs de nombreuses enzymes.

ii1d> les inhibiteurs:

De nombreuses substance peuvent réduire de maniére plus
ou moins importante ’activité catalytique des enzymes.

Selon que, ces substances,entrent ou non en compétition
avec le substrat pour la fixation au niveau du site actif de
Yenzyme, sont classées dans deux groupes principaux: les

inhibiteurs compétitifs et les inhibiteurs non compétitifs.
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CAS PARTICULIER: INHIBITION PAR EXCéS DE SUBSTRAT:
Lorsque, dans le mildeu réactionnel, le substrat est

present. en forte concentration, la vitesse de la réaction

enzymatique peut diminuer par sulte d’interaction entre le

substrat. et le complexe E-S5, suivant la réaction

Kr (ES1I[S}
ES + 8 —_—> ESS o> Krm [ESEJ

D’autre part équation représentant une réaction

enzymatique est (2

E+8S ‘E-S —— 2> E 4+ P 2>

[El [S)

Km = —ms7—

La vitesse de la réaction est donnée par :
V = Ka [ES] <o

La vitesse est maximale quand toute la guantiteé
d’enzyme se trouve a I’état. de complexe E~-S

Vmax = Ka [Et] 8>

ol Et est la quantité totale d’enzyme qui est égale & :
[Et]l = [E] + [ES] + (ESS] 9O
En divisant Péquation (9) par [ES] on aura:
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tE+] LE] {ESS])
a + 1 + £ +
[ES] (ES] [ES) [5] _
et finalement. on a:
1 1 ; Km {s]
= “a + -+
Vv Vmax N | Kx
Dans ce cas d’inhibition, la

linweaver-burk n’est plus une droite,

(S1  Vmax
+ =
' Kz v
b <100
représentation

mais une hyperbole Now

de
?\'3 (I"' ‘J

1/[S]

;qu_ LI_‘Q.>_3 Eepr; ésentati on de Li nweaver ~Burk [24]
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1.5.4 EXTRAGTION ET PURIFICATION DES ENZYMESI22W19M 273

1.5.4.1 INTRODUCTION:

La purification d'une enzyme consiste A isoler une
protéine enzymatigque spécifique d'un extrait brut de cellules
entiéres contenant beaucoup 4’autres composés,

Le probléme est de séparer l'enzyme recherchée d'un
mélange contenant. des centaines de protéines chimiquement et
physiquement. semblables.

La purification des protéines néces=site des conditions
opératoires trés régoureuses: ainsi, il est indispensable de
mantenir les solutions aqueuses entre 0 et 4°c, de travalller
a4 des températures comprises entre -10 et -20°C, si l'on
utilise des solvants organiques, de chalsir avec beaucoup de
discrimination le pH ou la force 1lonique des =olutions,

d’éviter les mousses etc...
1.5.4.2 TECHNIQUE CLASSIQUE DE PURIFICATION:

Parmi les techniques les plus utilisées, 11 y a:
La précipitation par différentes concentrations. de sels
{généralement. des sulfates d’ammonium ou de =sodiumd> ou de
solvants Qacétone ou I’ethanol>, 1a dénaturation
différentielle, 1a filtration sur zel, I’évaporation, le
séchage et Yeéléctrophorése. L’ad=sorption sélect;ive et
I’élution dem protéines au moyens de la cellulose échangeuse
danions, la diéthylaminoéthylcellulose, et de la cellulose
échangeuse de cations, la carboxyméthylcellulose, ont donné
de bon résultats comme méthode de purification rapide et

pousséa.
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On utilise aussi beaucoup la séparation des protéines
sur tamis moléculaire comme le Sephadex. Cette technique est
basée sur la taille moléculaire des protéines.

Cependant., ces méthodes sont relativement peu
sélectives; elles ne séparent pas, sauf a Métat de combine,
une seule protéine de toutes les autres. Une telle séparation
est plus facllement effectuée par chromatographie d’affiniteé.

.. Les préparations enzymatiques peuvent éiLre com-
mercialisées sous différentes formes: Hquide, concentrée,
poudre, lyophilisée, immobiliséa, etc...

Dans - le cas des enzymes endocaellulaires, La
récupération est plus difficile et suppose une étape
supplémentaire de broyage ou de lyse des cellules. Aprés ce
traitement ces enzymes sont purifiées comme les enzymes
cellulaires.

La figure <L-% représente ;::lnq schéma possible
d’extraction et de purification des enzymes. ' '

Dans la figure on a:
A: Enzyme excocellulaire conditionnée sous forme liquide
concentreée,
B: Enzyme exocellulaire conditionnée sous forme de poudre.
C: Enzyme exo ou endocellulaire ayant subi une purification
poussée conditionnée sous forme lyophilisée. '
D: Enzyme endocellulaire conditionnée sous forme uqﬁide

concentrée.
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E: Enzyme endocellulaire utilisée s0uUs forme insoluble

éventuellement aprés immobilisat.ion.

Les formes les plus faclles & manipulées sont les
formes liquides. Mais les formes déshydratées présentent une

meilleure stabilité & la conservation .
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CHAPITRE DEUX : MATERIELS ET METHODES

CHAPITRE 2 : MATERIELS ET METHODES

21, ETUDE BACTERIOLOGIQUE DU REJET

2.1.1 INTRODUCTION

Pour avoir des résultats représentatifs, les
prélévements se feront avec précaution; le transport. se fera
dans une glaciére (température aux environs de 4°0), et,
Vanalyse bactériclogique se fera au plus tard huit heures
aprés le prélévement.

2.1.2 PREPARATION DE L’ECHANTILLON POUR L’ANALYSE
On procéde au broyage de Véchantilion & lalde d'un

broyeur-mélangeur jusqu’a l'obtention d’une pate homogene.

On prépare la scolution mere au 110%™ de la maniére
sulvante:
on préléeve 20g de l’échantillon et on compléte & 200 ml avec
le diluant. T.S (Tryptona-Sel’.

une fois la suspension mére préparée, on procéde a la

préparation des dilutions décimsales jusqu’a 10”°% .

2.1.3 APPAREILLAGE ET VVERRERIFE

Le mstériel utilisé durant toutes les analyses est:
- un autoclave,
~ une étuve,
- un four pasteur,
un aglitateur magnétique;
-~ un bec Bunsen,
un

bain marle,
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= un microscope aptique,

~ des bholtes de peétri,

- des 'pipet.t,es graduées stériles,

~ des pipettes Pasteur stériles,

T une anse de platine a boucle et a ril droit,
- des tubes stériles,

.~ des étaloires,

~ des lames et des lamelles,

- des béchers a pissette,

= un pot rempli d’cau de javel.

2.1.4 MODES OPERATOIRES
21.4.1 RECHERCHE DES GERMES AEROBIES MESOPHILES a 30°C

On ensemence 1ml de la suspension mére et des
difféerentes dilutions décimales dans des boltes de petri
stériles auxquelles on ajoute environs 18 ml de gélose (G.N>
fondue (40 A& 45°C>, on homogénise 1Pinoculum et le milleu on
attend la solidification, aprés quol on incube & 30°C pendant

72 heures.

2.1.4.2 RECHERCHE DES COLIFORMES
' CA> Coliformes totaux & 30°C

On ensemence 1ml de la suspension mére et des dilutions
décimales dans des tubes de B.L.B.V.B(Bouillon, Lact.osé,
Bili¢ au Vert Brillant). On incube a 30°Q pendant. 48 heures,.

Une fols le temps d’incubation écoulé, on note comme
positifs les tubes ayant cultivé <(trouble) et prasentant. un
déegagement gazeux dans la cloche de Durham. '
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Remarques:

= Le mildeu peut étre trouble, =sans gaz, le tube est
négatir,

- La cloche peut renfermer une bulle de gaz appréciable,
mais le milieu est Umpide, négatir.

(B> Coliformes fécaux (E-coli>

A partir de chaque tube considéré comme positir apreés
incubation de 24 a 48 heures 4 30°C, on ensemence aveds uyne
pipette Pasteur, un tube du milleu sélectif BLBYVB et un
tube d’eau peptonée exempte d’indole. On fait incuber ces
tubes & 44°C pendant 24 a 48 HEURES tubes présentant un
dégagement. gazeux appréciable dans la cloche du Durham avec
une présence d’indole dans le tube d’eau peptonée affirme la
présence d’E-coli: ¢’est le test de Mackenzie. ‘

‘La présence d’indole dans le tube d’eau peptonée est
mise en évidence par le réactif de covacs qui se traduit par
un anneau rouge dans l'eau peptonde. | '

21.4.3 RECHERCHE DES STAFPHYLOGOQUES _

Transférer, a }aide d’une pipette Pasteur atérile, 0.1
ml de la suspension meére et des différentes dilutions
retenues A la surface du milieu de Balrd-Parker <(milieu
gélosé, enrichi a Voeuf). L’inoculum est &talé sur toute 1=
surface avec un étaleur en verre.

Les boites sont. incubées i 37°C0 pendant 24 heures & 48
heures, apres quoi, on procede au comptage des colonies
caractéristiques.

En entend par colonies caractéristiques celles qui sont
noires, brillantes, bombées, cerclées d’'un petit Hsére blanc
cpaque , et entourdes d'un halo d’éclaircissement du mildeu
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de culture bien visible I17].

La confirmation de la présence des stap.hylocoqués se
fait suivant leur caractéristiques biochimiques et surtout la
recherche de la caogulase. . |
21.4.4 RECHERCHE DES STREPTOCOQUES FECAUX

Chaqu’un des tubes contenant 10 ml de milieu de Rothe
sont incubés par 1 ml de la suspension mére et des dilutions
décimales; la suspension mére est en outre inoculée a z;aison
de 10 ml dans 10 ml de Rothe a double concentration. On
incube A& 37°C pendant 48 heures,. L’ensemencement. est réalise
a raison de 5 tubes par dilution. ‘

Les tubes présentant un trouble sont considérés comme

pasitifs.

Pour la confirmation, on rij.epique a partir de tube
positif deux gouttes & 1’aide de pipette Pasteur dans le
milieu de litsky qu’on incube a 37°C pendant 24 heures.

La présence des S.fécaux se manifeste par Vapparition 4'un
trouble microbien et la formation d’une pastille violette au
fond du tube.

2.1.45 RECHERCHE DES CLOSTRIDIUM-PERFRENGENS

A partir de la suspension mére et des dilutions
effectuées, on préléve 1 ml dans des tubes a hémolyse
stériles, on pasteurise a 80°C pendant 10 minutes. Ce
traitement permet la destruction de toute forme végétative.
En paralléle, on procéde a la Uldquéfaction de la  gélose
viande—~foile (v~f> sulfitdée au baln marie A 48°C.
Aprés refroidissement, on porte en double, & partir de la
solution mére et de chaque dilution, 1 ml dans les tubes
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regénéreés,on meélange pour repartir 1’1n§culum dans lé milieu
gélose sans iIntroduction dlair. Aprés solidification de 1a
gélose, on incube lés tubes ensemencés au bain marie & +46°C.
On effectue les lectures aprés 24 et 48 heures. | ”
La présence de colenies paraissants en noir <en réalité,
elles sont blanches entourées d'un halo de précipitation de
sulfite de fer> est présomptifr de la présénce -des
CG-perfrengens.

2.1.4.6 RECHERCHE DE SALMONELLA. ‘

Pour cette recherche, on prépare une nouveﬂe suspension
mére au  1/10'°™  toujours, en diluant dans une érléne
stérile 25g de prodult avec 225 ml d’eau peptonée tamponnée
(EPT).

On incube a 37°C pendant 18 heures: cecl constitué 'étape
de préenrichissement qui permet la récupération des bactéries
“stressées" [17] _

Pour Vétape dd4'enrichissement., on incube environ 02 mil
dans un tube bouillon au sélénite de sodium A 43°C pendant 24
heures.

-L'isolat.ion se réallse sur milleu du désoxychlorate
citrate lactose (DCL ou DCLS? ef swur milieu Hektoeu avec une
anse bouclée on incube & 37°C pendant 24 heures et 48 heures.
Une fols ce temps écoulé, on repére les colonies suspectes
sur DCL colonies incolores & centre noires, et sur gélose

Hekt.oeu colonies bleues A& centre noires.

Les colonles suspectes feront objet. dune identification
bicchimique par repiquage sur milleu de TSI ou kligler par
strie longitudinales sur la pente et plgqare du culot. |

Les souches de salmonella donnent les résultats suivants:

culot: jaune (fermentation du glucosed nolrcissement
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C(Hz5) qul peut masquer le virage au Jaune gaz Cbulles, fis-
sures et décollement de la gélosed.

pente: rouge (lactose, saccharose).

On procéde aprés a la confirmation par le blais de tests
biochimiques notamment. LPuréase, I’oxydase et la
f~galactozidase. ' ‘

22 PRODUCTION DE L'HYDROLYSAT PAR DIGESTION ENZYMATIQUE

2.2.1 INTRODUCTION

L’enzyme utilisée durant cette étude est une ;;epsine
brute extraite de l'estomac d’un mouton. Cette production a
été faite en s’inspirant de la méthode proposée par LLLUI et
GM PIGOTT (71, lors de leurs travaux sur ‘la muqueuse

gastrique d’un porc.

Dans cette étude, on s’est fixé les objectifs suivants:
= production de ’enzyme, .
- optimisation des parameétres influengant. La' reaction
enzymatique, ' |
- &tude de la cilnétique d’action de Yenzyme,
- essals d’hydrolyse,

2.22 MATERIEL ET APPAREILLAGE UTILISE_S__
‘ la réalisation de ces objectifs a nécessite

Putilization de produits, verrerie et appareillage courant
du laboratoire, notamment

= une pepsine commerciale <1:60000 sigma company),

- un BSA protéine standard (Bovin Serum Albumineﬁ
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- des rejets de poissonnerie broyés et conservés congelés a
~20°C

= du papier Whatmann N°3,

= du TCA acide trichloroacétique

= de Péthanol,

= du chloroforme,

= un spectrophotométre Milt.on Spectronic 1201

= une centrifugeuse (Hettichd

2.2.3 PRODUCTION DE L’ENZYME
2.23.1 PREPARATION DE LA MUQUEUSE

Juste aprés Pégorgement. du mout.on, on préléve l’est.omac
que l'on vide de son contenu et on la rince avec de 1’eau
froide délicatement en évitant de toucher la muqueuse A& main
nue. Il est préférable de se munir de gants.

La muqueuse est détachée de son support et est rincée a
Veau froide aprés quoi, on procéde A son broyage par un
hachoir a viandeGnoulinex) et on la conserve congelde a
~20°C dans des sachets en plastiques en vue d’une utilisation
ult.érieure,

2.2.3.2 ACTIVATION DE LA MUQUEUSE

La pepsine est sécrété dans les villosités de la
muqueuse sous forme de pepsinogéne inactif. ’
L’obtention de 1enzyine nécesasite, donc, la lyse des cel-
lules de la muqueuse et 1*activation du pepsinogéne en milieu
aclde.

La muqueuse est activée a différents pH afin d’obtenir
le pH optimum d’activation qui est., selon beaucoups
d’auteurs, variable entre 1 et 2 (211, [7).
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Dans notre étude, on a testé six valeurs qui sont: 0.758,
1, 15, 175, 2, et 225 afin de pouvoir étudier I’évolution
de D’activité de VPenzyme en fonction du pH d’activation.

MODE OPERATOIRE

Dans six béchers de 500 ml, propres et secs, contenant
chacun 100 ml 4’HCL 0.01 N, introduire 1g de mugueuse 'tout.
en maintenant une agitation constante et continue a Maide-
d’'un agitateur magnétique, le pH est ajusté a la valeur
désirée par du HCI 4N durant les 30 premiéres minutes. . '

Aprés six heures d’agitation, on raméne le volume du
bécher A 500 ml par du HCl 0.01N et on filtre le contenu des
béchers a travers une gaze pour retenir les. portions  de la
muqueuse. Cecl permet. d’éviter la formation de mucus dans la

solution pepsique.

La conservation des solutions pepsiques se falt a 4°C
pendant 7 jours durant lesquels 1’activité des solutions pep~

siques est mesurée quotidiennement.

2.2.3.3 ESSAI D’ACTIVITE DES SOLUTIONS PEPSIQUES
Les essals dJd'activité =sont effectués sur un subst.rat
standard la BS.A et sur le substrat (protéine de poisson)
L’eg=sat d’activité consiste en: .
= Pintroduction dans un tube propre, sec et étiquet-é da 4 ml
de solution pepsique, ) P :
- VPincubation du tube, et un petit bécher c.a;ht.éhé\r'it.' 1a
solution de substrat a 25% séparément. a la températ.ure
d’essal durant au moins 10 minutes . ‘ . :

—Aprés 10 minutes de réaction, verser 6 ml de la sdl_ut.ion. de
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TCA & 4% pour arréter la réaction en coagulant. les protéines
non hydrolysés. On laisse agir § a 10 minutes, et on filtre
le contenu du tube a travers le papler Whatmann N°3 qui
retient. les protéines coagulées.

La densité optique <D.O> & 280 nmm contre de I’eau
distillée du produit soluble dans le TCA est det.ermi_née.

Dans notre é&tude, les essals d’activité sont réalisés a
la température ambiante <22°C ). )

2.2.4 OPTIMISATION DES PARAMaTRES INFL NCANT LA REACTION
ENZYMATIQUE ' '

2.2.4.1 ETUDE DE L’INFLUENCE DE LA TEMPERATURE
L’¢tude consiste & faire des essais d’activité des
solution pepsiques a différentes températures afin d’obtenir

la température donnant le maximum d’activité.

- La gamme des températures est choisie de fagon A& tester
le maximum de valeurs, surtout celles rapportées par les
différents chercheurs comme étant. la température
correspondant au maximum d’activiteé, '

Les essals sont réalisés par l’'enzyme brute et une
solution de pepsine commerciale, sur la BS.A et le protéine
de polsson, afin de pouvoir comparer le compaortement. de

I’enzyme brute et celul de IPenzyme commerciale.

La solution pepsique commerclale est préparée en faisant
dissoudre la quantité d’enzyme voulue dans du HCLl 0.01 N.

La gamme des températures choisie comporte 14 valeurs de

page &z



L

CHAPITRE DEUX : MATERIELS ET METHODES

températures qui sont: 22, 25, 30, 35, 40, 485, 48, 50, 55,
60, 62, &5 et 70.

2.24.2 ETUDE DE L’INFLUENCE DU pH ‘

On procéde de la méme maniére que précédemment.,, mais
cette foiz en maintenant la température dans son -optimum et
on falsant varier le pH dans la gamme des valeurs choisies.

Les valeurs du PH testés sont 1, 15, 1.8, 2, 25 et 3.

Le pH de la solution est ajusté par ajout d’acide HG1 4N
ou de base NaOH 2N

225 ETUDE DE LA CINETIQUE D’ACTION DE L’ENZYME
L’étude de la cinétique d’action de lenzyme permet.

d’étudier le compurtement de Venzyme durant la réaction
d’hydrolyse ainsi gue la détermination des constantes carac-

téristigques de l'enzyme brute en l'occurrence Km et Vmax.

2.251 Préparation des Solutlons

Pour la prépavation de la solution pepsique, on procéde
de . la méme maniére, cependant cette fois, Yactivation se
fait par autodigestion acide durant 12 heures et non pas 6
heures car selon  L.LLUI et GMPIGOTT (7], Ile maximum
d’activite est atteint aprés 12 heures d’activation. Cest le
résultat de Vessal d'aclivation de la muqueuse durant 45
heure au cours desquelies lactivité est mesurée toutes les
deux heures. Pour des ralsons pratiques, on n’a pas pu

réaliser cette expérience.

Lesx solutions de substrat sont préparés par dilution des
rejets de poissonnerie broyés dans de ’eau distillée.
Les concentrations &n substrat testés sont 50, 100, 150, 200,
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250, 350, 400, 450 et. 500 z/1.

2252 MODE OPERATOIRE

Une fois les solutions de substrat et d’enzyme sont
prétes, on procéde a Pajustement du pH de chacune .d’eﬂes a
la wvaleur correspondant a VPoptimum d’activité par ajout
d’acide ou de basePar la suite, on incube séparément. la
solution d’enzyme et celle du substrat a la température d’es-~
sal durant 10 minutes, aprés quei, on effect.ﬁe le mélange des
solutions d’enzymes et du substrat tout en maintenant une
agitation constante et continue et en ajustant le pH & =a
valeur optimale si nécessaire.
Des aliquotes de 10 ml sont prélevés a différents moments
min, 3 min, 6 min, 9 min, 12 min, et 15 min> par une seringue
dans de petits béchers contenant 5 ml de T.C.A & 20%. Apréas 5
a 10 minutes, le contenu du bécher est filtré a travers le
papier Whatmann N°3 dans un tube a essat.

La concentration en protéines dans le flltrat est
évaluée par la méthode de biuret <(voir annexe) contre une
courbe d’étalonnage.

226 ETUDE DE L’HYDROL ENZYMATIQUE DES REJETS DE
POISSONNERIE

Dans cetie étude, on s’est conformé aux indications rap-
portées par L.LLUI et GMPIGOTT (7]

Les essals d’hydrolyse ont deux f‘ins: .
= de déterminer la concentration en enzyme brute optimale
donnant un taux d’hydrolyse maximum.
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= de comparer le taux d’hydrolyse obtenu avec celul obtenu
par laction d’une enzyme commerciale, et une enzyme purifiée
aulaboratoire.

2.2.6.1 PREPARATION DES SOLUTIONS

Dans cette étude, on effectue gix différents essais
d’hydrolyse, dont trois avec Venzyme brute a I, 6% et 9%
(poids de la muqueuse/ poids du rejet), un essal avec de la
pepsine commerciale a 0.2%, un essal avec Yenzyme purifiée
A3 %, et. un essal sans ajout d’enzyme.

Les solutions d’enzyme brute sont préparée de la méme
manlére que précédemment.

Les solutions de substrat sont préparées par dilution de
50g de rejet dans 50 ml d’eau distiliée.

En ce qui est de la préparation de Venzyme purifide, on
procede de la maniére sulvante: .
=~ peser la quantité de muqueuse voulue, ’homogénéiser a 0°C
avec un méme volume d’eau distillée a Valde d’un mixeur
Jusqu’a Pobtention d’une pate homogéne.

= prélever un volume de cette pate et lul ajouter un méme

volume du mélange binaire é&éthanol & 98% : chloroforme 11,
tout en maintenant une agitation continue pendant dix minutes
a 0°q,

- Le mélange est ensulte centrifugé a BOOOD t/min a 5°C
pendant. dix minutes afin d’éliminer le précipité de
floculation.

Une fols le temps écoulé, reprendre le culét et lul ajouter
la moitié du volume de pAate prélevée initialement de Veau
distillée, aprés homogénéisation on centrifuge a nouveau dans
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les mémes conditions que précédemment.
Le surnageant contient enzyme,

Enfin la solution du surnageant est activée pendant 12

heures,

2.2.6.2 MODE OPERATOGIRE

On procéde de la méme maniére que dans ’étude de la
cinétique, mats cette fols, on etudiera ’éveolution de
hydrolyse pendant 4  heures durant lesquelles des
prélevements d’4chantilions: seront effectués 08; 1; 2; 3 et
4 heures de 1’hydrolyse.

Il est trés important de contréler le pH et de P’ajuster
a VYoptimum par ajout d’acide ou de base tout au long de 1la

réaction.
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CHAPITRE TROIS RESULTATS ET DISCUSSION

3.1 ETUDE BACTERIOLOGIQUE DU REJET:
3.1.1 RESULTATS:

Les résultats des analyses bactériologliques du rejet

sont les sulvants:

- les germes aérobles mésophlles 7.10dgerm95/g
~Coliformes & 30°C 1.1odgermes/g
—Coliformes fécaux et E.Coli 10000 germes-g
—Staphylocogues absence
-Streptocoques : 1000 germes-.g
~Clostriduim perfringens 400 germes-g
~-Salmonella absence dans 28g

3.1.2 INTERPRETATION

Pour pouvelr conclure a prbpos de la qualite
bactériologique du rejet =t exploiter 4 bilien les résultats

des testes, nous disposons des normes sulvantes:
C1D norme dérivée des normes IS0 adopté par le ministére de
l'agriculture et de la révolution agraire (projet FAOQ

ALGA77-006 Algérie 19810 [32]) dont on a extrait ce qul suit:

polssons tranches et filets réfrigérdgs ou congeleés:

- germes totaux < 1oagermes /s gramme
- coliformes fécaux < 30 germes ~ gramme
~ staphylocogques < 3.1ozgermes /s gramnme
~ salmonella : absence dans 235g
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(&) critéres sanitaire définit par l’arrétée du 21/12-79 en
France
Pour les polissons tranchés panés ou non, filets de pois-

son frais réfrigéres:

- flore aérobles mésophiles 105germes s gramme
- coliformes fecaux 10 germes  gramme
- staphylocoques aureus lcﬁgermes < gramme
— anaérobles sulfito-réducteurs 10 germes .~ gramme
-~ salmonella absence dans 25 gramme

La comparaiscen des résultats obtenus avec les normes
mene & dire que les rejets représentent une forte
contamination due notamment &4 une flore totale treés
importante et la présence en force des coliformes, sulfito-—
réducteurs, et streptocoques. Donc <¢'est une contamination

d’origine fécale.

Ces résultats viennent confirmer ceux rapportés par
L.Siammour (9); et O.Guaocuar et S.Fennouh [10].

Donc une stérilisation des rejets avant leurs
utiiisation est indispensable car ils sont destinés, aprés
traitement, a l'alimentation animale et éventuellement

humai ne.

3-2 PRODUCTION DE L'HYDROLYSAT PAR DIGESTION ENZYMATIQUE
3-3-1 PRODUCTION DE L‘'ENZYME:

3-2-1-1 RESULTATS
Les essais d'activité de l'enzyme durant les huls jours

de conservation sur substrat et sur BSA se représentés

graphiquement sur la figC B -1>.
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3.2.1.2 INTERPRETATION DES RESULTATS:

L’examen des deux graphes permef. de remarquer ce qui
suit:
- la =solution pepsique qui apparait. comme ayant la plus
grande activitée est celle préparée a pH = 15, surtout dans
le cas de Vessai sur BSA, du moins aprés deux jours de
conservation; et gelle gui apparait ayant la plus faible ac-

tivité est celle préparée a ph = 0.75.

- dans le cas d’essai sur substrat, on remarque que la sol-
ution pepsigue préparée a pH = 1 rivalise avec la solution
pepsique activée a pH = 15 notamment le 5° et le 6° Jour ou

elile apparait plus active.

- les solutions pepsiques préparées a des valeurs de pH
situées '

en dehors de Iintervalle 1-2, en occurrence pH =075
et. pH = 228 sont les moins active.

- les activités de toutes les solutions pepsiques diminué le
long de la conservation, et ceci est da au fait de l’autolyse

de l'enzyme.

G.MPigott et coll. [7} rapportent que 1a solution pep-
sique préparée a4 pH = 1 est la plus active.

Les auteurs ont utilisé comme matiére premiére l'estomac
du porc, qui est un omnivore dont estomac est plus acide

que celle du mouton qui est herbivore [22]

L.Siammour [9]; OGuacuar et S.Fennouh ([10]; et A.Guiraa
et M.Quehdouni [11], ont arrivé a la méme conclusion, lors de

leur travaux, malgré gu’ils ont utilisé I'estomac du mouton
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pour extralre 1’enzyme.

En fait, l’analyse approfondie des graphes permet de
déduire que les solutions pepsiques activées & des valeurs de
pH comprises entre 1 et 2 Cnotamment pH = 1 et pH = 1.5) ne
pressentent pas une grande différence dans les activités., Donc
on peut dire qu'il s*agit 4d'une gamme de pH compris entre 1
et 1.5 pour les quelles l'enzyme aquiret wne activitée
optimale.

Mals pour des raisons dconomiques, le pH = 1.8 sera
considére comme pH optimum d'activation pour les essails

sulvantes. A ce pH 1l'enzyme se conserve trés bien.

En fin, on remarque que les solutions conservées volent
leur activité diminuer notamment apreés le I™ jour de
conservation, donc pour les essals ultérieures on utilisera
des soluticons pepsiques fralichement .prépardes ou du moins
datant d'au plus quatre Jjour, et conservées a 4°C. Pour des
conservations de longue duréde, 11 faut plutdt conserver la
muqueuse a 1’état congelé (-20°C3, comme le recommande
G.M. Pigott et coll. £7z1, ce qui conserve l’activite

enzymatique pour une durée 4d’au moins cing mois.

3.2.2 OPIIMISATION DES PARAMETRES INFLUENCANT LA REACTION
ENZYMATT QUE:

3.2.2.1 ETUDE DE L®*INFLUENCE DE LA TEMPURATURE

CA) Résultats

Les résultats obtenus durant les quatres essais, éf-

fectués, sont représentés graphiquement sur la figure{ig-3)
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D.O0 a 280 nm
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FIG(TI-3) : Profil des variations de Uactjvite de lenzyme brute
en fonction du pH (essat a 50°c avec E = 0.002g9/1)
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{B> Interpreétation
Four les quatres essals on remarque une allure en cloche

représentant un optimum vers 50°C,

Des quatre courbes, celle qui reflete une grande ac-
tivité est celle representant lessai de la pepsine
commerciale avec la BSA qui atteind une D.O de MNordre de 1.7
et qui reste presque constante entre 37 et 50°0. Cette grande
activité s’explique par le fait que Venzyme et le substrat
sont a l’état pure.

L’essai de la pepsine brute sur BSA représente la plus
faible activité parmi les gquatres, ceci peut étre da au fait
que Venzyme, ayant une activité relativement faible, ri’ar—
rive pas a dégrader la BSA & l’état de peptides =olubles dans
le TCA. donc la plupart du substrat fera partie des protéines
non hydrolysées.

En ce qui est des courbes représentant Dessali sur
protéine de poisson, des enzymes brute et commerciale, les
activités sont pratiquement du méme ordre de grandeurs rep-
résentant un optimum de DO de 0.8 . Ceci peut étre da au
fait que le substrat n’étant pas pur, et ayant une tLeneur en
protéine relativement faible d’environ 12X [11, influence la
concentration en acide aminés aromatique dans la solution.
Cette derniére sera faible devant celle de la solution de
BSA. Donc lors de l'essal les deux enzymes arrivent a
dégrader toutes les gquantités de protéine présente dans la
solution de substrat et dela ils libérent la meéme guantite
d’acides aminés aromatique, d’ou on aura pratiquement le méme
ordre de grandeur de D.O a 280 nm.

En conclusion on peut dire que l'enzyme brute a un com=

portement semblable a celui de la pepsine commerciale, et
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qu’elle présente une activité optimale & une tempurature de
56G°C,

3.2. 2.2 ETUDE DE L'INFLUENCE DU PH:
CA) RESULTATS:

Les résultaits obtenus sont représentés graphiquement sur
la figure ¢ IL-3).

CBY Interprétation

L’analyse de chacune des deux courbes mene a dire que
dans l'intervalle de pH testé et notamment pour des valeurs de
pH comprises entre 1.5 et 2.5 les activités sont du méme
ordre de grandeur, Ceqi_est conformé avec la littérature ou
l'on trouve que le pH optimum d’activité de la pepsine est
généralement situe entre 1.8 et 2.8 [27),[28].

dans cet essail, il est aisément remarguer que l’'activité

est maximale pour la valeur de pH = 2.

3.2.2.3 CONCLUSION:
Cette étude des deux paraméire a aboutl aux resultats

suivants: tempurature optimale de B0°C et pH optimum de 2,

tempurature pH
Auteurs optimale optimum référence
M.B Hale 40 - BO 2 [N]
Pigott et coll. 48 = [s]
Pigott et coll. 37 -82 | 1.7 -2 33!

Tableau n°= 3 :Conditions d'activite optimale rapportées
partées par différents auteurs.
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Ces résultats sont conforme aux résultats obtenus par
beaucoup d'auteurs. Le tableau tnz® donne quelque exemple

En ce qui conserne l’enzyme commerciale, on remarque que
dans le cas de l'essai avec substrat la tempurature optimale

est de S0°C alors gue la tempurature itndiquée par le
fabricant est de 37°C . Cecl peut é&tre da au fait que

1l'azugmentation de 1la tempurature de la solution de

substrat fait diminuer la viscosite [B], d'oll une augmentation
des collisions entre enzyme et substrat et par la& une

augmentation de l1’activite de 1l’enzyme. Mals au deld de 55°C

il y a réduction de 1'activitéd car la pepsine devient

thermosensible [27],

3~2-3 ETUDE DE LA CINETIQUE D’ACTION DE L’ENZYME:

3.2.3.1 RESULTATS:

Les résultats de l1l'évolution d& la concentration en
protéine scoluble dans le T.C.A (20 avec le temps sont
représentés graphiquement sur la figure (M-42.

3-2-4-2 EXTRAPOLATION DES RESULTATS ET INTERPRETATION
La détermination graphique de la vitesse initiale se

fait en tragant la tangente & l'origine de la courbe.

L’oblention de la concentration initiale en protéines

* dans la solution =se fait en considérant que 12% en polds de
la masse du subsirat est sous forme de protéines.

Le Ltracé graphlique de la variation de la vitesse en

fonction de la concentration initiale en protéines est

représenté sur la figure (M-5)
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L'excauen de ve btracé graphique permet de déduire que
! Py
1'enzyme brute®oheit’ & la loi de Michaeilis-Menten, donc la

n' 33 .
cinétique «wst méchaellé&nne.

Afin de pouvolir déterminer les constantes cinétiques de
1’enzyme, on a procédé a la repreéesentation de 1.V en fonction

de 1S Cvolr figure COL- 633,

A partir de la figure (W-6> on remarque que, au dela de

la valeur S = 400 g-1 on a une inhibltion par le substrat.

§

La détaermination graphique des constantes cinétiques do-
nne les résultats sujivants:

Km = 850 g1 et Vmax = 20 g/Cl.mnd.

O. Guaouar £t £ Fennouh [10], ont procédéd a 1'étude de la
clnétique de la réaction enzymatique en utilisant, comme
enzyms, la pepsine commerciale. Ils ont utllise deux
concentrations en enzyme, et ils ont rapporté les ré¢sultats
sui vant.s:

- pour une concentration en enzyme de 0.8 g-1 on a
Vmax = 0.2 g-1.nn gt Km = 70 g-l.

- pour uhe concentration en enzyme de 10 g-1 on a

Vwax = 0.094 g 1. mn et Km = 33.33 g-1

Cn remarque que les valeurs des paramétres cilnétiques
obtenues ne sont pas constantes en falsant varie 1la
concentration en enzyne . en effet les premisres valeurs sont
pratiquement le double des deuxiémes valeurs. Cecl peut é&tre
dét a des erreurs de nanipulation puisque c'est  une

d'détermination graphique.
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Si 1'on compare nous résultats avec ceux rapportés par
les auteuwrs, on pourra conclure ce qui suit:

— la valeur de Km qu’on trouve est du méme ordre de grandeur
que celles rapportées par les auteurs, mais la vitesse
maximale est tLrés grande devant celles rapportiées.

- la pepsine brute, ayant un Km du méme ordre de grandeur
que celui de la pepsine commerciale, aura donc une affinité
en vers le substrat du méme ordre que celle de 1'enzyme

commercliale.

3.2.4 ETUDE DE L’'HYDROLY§F ENZYMATIQUE DES REJETS DE
POI SEONNERLE

3-2~4-1 RESULTATS
Les résultats des essals d'hydrolyse sont représentés

graphiquement sur la figure CTL-3>.

3-2-4-2 INTERPRETATION

L'examen de six courbes montre gque le taux d*hydrolyse
maximum est atteint avec la pepsine commerciale a 0,28% qui
est de l’ordre de V3% au bout de quatre heures d'hydrolyse et
que le taux d’hydrolyse minimum est celul de 1'essal sans

ajout d’enzyme qui de l'ordre de 44% (phénoméne d4d’autol ysed

En ce qui est de 1l’essai avec 1l’enzyme brute, on
remarque que l'’essal avec la mugqueuse stomacale de mouton A
9% atteint le taux d'hydrolyse le plus élevé parml les trols.
En effet, il est de l'ordre de 70% . Pour les concentrations
de 68X et 3% , on atteint des taux d'hydrolyse de 1’ordre de
63,33% et 58,6% respectivement.. |
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L’essai avec 1’ewnzymes purillieée & 3% donne un taux

d’hydrol yse de 82,30% apres le temps d’incubation,

on peut aisément iremarque Jgue 1’augmentation de la
concentration en enzyme indulil une augmentation du taux
d’hydralyse. Mais. pulsque l'hydrolysat est destine a
1’alimentation, un raux d'hydrolyse trées avancé influe sur
le gotat du produit gqui aua un golt amer dd & la forie

présence d'acides aminégs [8].

Donc, puisque on veut optimiser le procédé, on opte
enfin pour une hydrolyse avec la pepsine brute a 9% qui donne
un taux d’hydrolyse de 70% et elle est peu couteuse a
comparer avec avec ‘le procéde  wtllisant la pepsine

commerciale ou le prix de revient du procédé de purification.

3.2.5 PROFIL EN ACIDES AMINES ESSENTIELS DE L’HYDROLYSAT:
3.2.5.1 RESULTATS

Le profil en acides aminés essentiels de 1'hydrolysat

est présente dans le tableau n°= )

€l 1’on procéde a la comparaison des résultats avec le
modéle de reférence on constate que:

- le toptal des teneurs en aclide aming essentiel de
1'hydrolysat est supérieur a celui du modele de référence.
Ceci refléte la richesse quantitative en acide amine
essentiel du produit final.

~ 1’hydrolysat preésente un déficit en Isoleucine, Lysine,
Thréonine et Tryptophane, las teneurs en ces acides amineés

représentent., 33% , 62.5% , 40% , et 66% respectivement des
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teneurs de référence.

~ l'hydrolysat préssnte une forte tLeneur

en Leucine, en

effet elle est le double de la teneur de référence.

acides aminss teneur dans modél e
. 1'hydrolysat FAQ-WHO
Iscleucine 1.32 4.0
Leucine 14.30 7.0
Lysine 3. 44 5.8
Méthionine + Cystine 3.97 3.8
Phénylalanine + Tyrosine 10.60 B, 0
Thréonine 1.80 4.0
Tr yptophane 0. 66 1.0
Valine 5. 860 8.0
Total 41.48 35.0
-Tableau n® = 3 :Comparaison entre le modele d'acides aminés

essentiel et le modéele standard de la FAO-WHO

Donc 1’utilisation de 1*hydrolysat

comme additif et

conditionnée par l'ajout draliment dont 1l'apport en acides
aminés essentlel permetterailil de combler ce déficit.
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CONCLUSION

CONCLUSION

L'étude de 1’hydrolyse enzymatique des rejets de
poissonnerie par la pepsine, a révéle que le procédée st
réalisable a4 1l'échelle laboratoire par l'utilisation de
matériel simple.

' Le procédé est trés économique car l’enzyme utilisé lors
du traitement, est produite au sein méme du laboratoire par
autodigestion de la muqueuse stomacale de mouton issue
d’abattoir.

Les résultats obtenus sont les suivants:
- pH d’activation optimum 1.5
la température optimale d’activiié 50°C

- Le pH optimum d’activitée 2

- Les constantes cinélLiques sont: Km = S0 gsl .
‘ VYmax = 20 g-/l.min

= le taux d'hydrolyse atteint apres 4 heures par la pepsine

brute 4 9% est de 70% .

On a opté pour ]l'utilisation de l'enzyme brute & 9 %
compte tenu du prix dérisoire de 1l’estomac du mouton €300 g
de muqueuse pour 120 DAY & comparer avec celuj de la pepsine

commerciale Cdes laboratoires Sigma, 100 g pour 5400 F.F.)D

Les analyses bactériologiques du rejet ont révélé une
forte contamination d’origine fécale. Donc une stérilisation
des déchets avant leurs utilisation s’impose, mais il faut
procéder par des méthodes qui permettent la stérilisation

sans destruction des propriétés fonctionnelles des protéines.

page 85



CONCLUSION

Le profil des acides aminés essentiels indigue que
1 "hydrolysat présente un déficit en Isoleucine, Lysine,
Thréonine et Tryptophans.

En ce qui est de i1'utilisation de 1’'hydrolysat, aprés
séchage, pour la supplémentation de la ration alimentaire
animale, 11 est riécessaire de procéder a4 des essais sur des
animaux de laboratoires afin dobtenir le taux optimnum de

fortification.

Ce travail pedt étre compléter par des essais a
l'échelle semi-pilote =t pilote afin de pouvoir mafitriser le
'procés et & long terme, le faire sortir du laboratoire vers
lt'industrie. ‘

Cecl présente les avantage suiyants:
- faire l’économnie des devises destinées a l’'importation des
concentrés protéigques.

- contribuer 4 la lutte contre la

certains pays du tiers monde.
-~ conitribuer & la lutte contre la pollution maritimes.

—~ développer l'industrie halieutique Algérienne.
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ANNEXES

DOSAGE DES PROTEINES PAR LA METHODE DE BIURET [22].[261

PRINCIPE

L*ajout a une solution de protéine, une solution de
sulfate de cuivre fortement alcaline entraine la formation
d'un complexe entre l'ion culvrique et les liaisons
peptidiques, qui se traduit par une coloration bleu-vioclacée.
Il faut au moins trols liaison peptidiques pour que le
complexs se fornme, c’é§t~§-dire.que la réaction du biuret
s'applique & partir des tétrapeptides (quatre résidus d'acides

aminés) & toutes les peptides et les protéines.

La réaction du biuret est exploltée pour le dosage des
protéines, pulsque le rapport entre l'intensité de 1la
colaration Cdéterminde au spectrophotomgtre & 5S40 nmd et le
poids des protéines est sensiblement le méme pour toutes les

protéines.

L'étalonnage du spectrophotométre est réalisé A partir

d'un ou plusieurs étalon de la méme protéine.

MODE QPERATOIRE

(12> Tracé de la courbe d’étalonnage (voir figure A—BJL)
- A partir d'un sérum étalon de BSA, dont le titre en
protéine est connu, on procédde 4 des dilution par de 1l'eau

physiclogique.
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ANNEXES

- Dans une sérle de tube & essal propre @t sec introdulre:
1 ml de chacune des dilution
4 ml du réactif de Coronal’

Le blanc est réalisé a partir d'un ml d'eau physioclogique
etd ml du réactif de Coronal.
| Aprés une bonne agitation du tube, on incube 30 minutes
A l'obscurité et A température ambiante, Aprés quot, la

coloration est évalude par un spectrophotomdtire a 840 nm
contre le blanc.

(2> Dosage des protéines
Dans un tube a essai, on préleéeve 1 ml de la solution de
protéines a4 doser, on lui ajoute 4 ml du ré¢actif de Coronal.
Aprés 30 d’incubation a4 l'obscurité, on 1it la D.O a 540
nm contre le blanc.
La teneur en protéine de l'échantillon est obtenue par

la projection de la D. O mesurée sur la courbe d'&talonnage.

Quand la D.O mesurée se trouve en dehors des D.O
relatives a4 la courbe d'étalonnage, il faut procéder A la
dilution de l’échantillon. Dans ce cas la teneur en protéine
obtenue par la projection sur la courbe d'étalonnage doit

étre multipliée par le facteur de dilution.

1~ Réactif de  Coronal: il  est préparé de la fagon suivante:
dissoudre:~ 1.5 g de c:uso‘. 5}!20 dans 250 ml d'eau
distillée, - G, o g de tartrate double de Ma et K dans

250 mL deau distillée.
- 80 g de NaOH dans 300 ml deau distillée.

faire le mélange des trois solutions et compléier a

1000 mt par de l'wau distillée.
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(4] 2 4 & &8 10 12
Concentration en BSA (g/1)

FIe( A 4 ): Courbe d’etalonnage pour la methode de BUIRET



