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Approximativement 71 millions de tonnes de poisson sont péches
annuel lement dans le monde, 20 millions de tonnes sont convertis

en farine de poisson pour l'alimentation du bétail (1.

lLe reste, mpins de S0%, est actuellement utilise pour la caonsomma-—
tion humaine. De plus, ces chiffres ne tiennent pas compte des
quantités de poissons rejetées en mer dés leur capture et qui
peuvent atfeindre 297 a4 F0Y/ du total des captures (2)._

Les captures traitées d une maniére ou d'Jne autre pour 1 alimen-—
tation humaine, soit plus de 65% deviennent un sous produit ou un

LY

dechet posant de sérisux problémes de pollution (3.

Des farines ont ete produites a partir d’ espéces rephésentant un
interét commercial médiocre (petites espéces, poissan gras) mais
auss1l a4 partir d’especes parfaitement'utilisables pour la consomma-—

tion humaine directe tels que le chinchard et le hareng.

Le remplacement au moins partiel de ces &erniérs, utilisés comme
matiére premiére, par les rejets dé poissonnerie & impose de plus
en plus vue ies quantités soustraites aux mers et aﬁx océans qui

- dans certains cas ne peuQent étre reproduites. Cela peut—8tre
entrépris par la revalorisation des parties non come§5jb1es du
polisson de valeur nutritionnelle sensiblement identique aux

parties comestibles.
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L'objectif est trés important : obtenir un produit peu coiiteux,
pauvre en lipides, de haute valeur nutritionnelle, de goit
agreable, cronservable lengtemps et stable.

C'est dans ce cadre que vient s’incriré le théme de notre
travail consistant a4 la valorisation des rejets solides de
poissonneries par hydrolyse enzymatigque a base de pepsine.

La pepsine est 1 'enzyme protéolytique la plus appropriée grice A
la specificité d hydrolyse des polypeptides et du pH acide
nécessalre a son activité optimale, minimisant ainsi les contami-—
nations bacteriennes.

* Dapﬁ une premiére étape nous NOoOUsS sSommes intéressées a la
production d une pepsine brute a partir de 1°'estomac de mouton et
a4 déterminer les conditions unti@ales de son activité enzymatigue
{température, concentration, pH,...J}) sur un subhstrat standard et
sur les protéines de poissons .

* Dans une seconde étape, nous avons mMis €N osuvrea un
processus enzymatigque en vue d’'hydrolyser les longues chaines
polypeptidigues st ainsi libérer les acides aminégs et les petits
peptides afin d'obtenir un concentré protéique de haufe valeur
nutritionnelle. Un tel produit pourrait résoudre partiellement
1a pénurie des protéines dans les pays du tiers mundﬁb Plus
particuliérement, alléger la dépendance de 1 'ALLGERIE dans le
domaine de 1 alimentation du beétail. Cela cnnduirait a une
. économie de samme; considérables de devises nécessaires a.

1l importation des protéines de soja de 1'étranger.
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Fréambule .

Les rejets solides des paissonnghie& constituent.une
~portion importante de la matiére premiére nutritionnelle marine.
A titre d'exemple le volume annuel des rejets americains est
environ de 1.2 millions de tonnes et seulement 50% est récupéré
pour 1 alimentation animale (4).

De plus tes rejets présentent une valeur nutritionnelle aussi
importante que la partie comestible du poisson. | |

A titre indicatif, on cite sur le tableau (I.1) 1 importance de

la valeur nutritionnelle du poisson.

11
? Constituants § Foisson Fraction Fraction non
‘ -
4 (X en poids) |} entier comestible comestible
E Eau - go,9 83,6 81,2
t Lipides - 3,5 0,68 4.4
Frotéines § 12,5 15,2 11,7
:
Cendres . 2,7 1,1 IeD
Tableau (I.1) " Composition approximative du poisson
peché au chalut " (57 .



I-1 ETUDE BIOCHIMIQUE

I~-1-1 Les prgtéines

Les protéines sont des hauts polyméres présentes dans tous
les tissus et 1nterviennent oour-une grande part dans la struc—

ture de la cellule. Du point de vue structure, on distingue les

proteines globulaires et les proteines fibreuses,

I-1-1-1 ﬁrotéines globulaires
U'est une classe qui comprend la guasi—totalité des
protéines fonctionnelles et notamment les protéines enzymatigues,
Il existe quatre types de structure de complexité croissante:
al Structure primaire: elle correspond & | enchainement linéaire
des acides aminés reliés entre-sux par la seule liaison

Y peptidique " (&),

b} Structure secondaire: les groupements C=0 st NH de deux liaisons

pepridiques disposges ] une en dessous de 1 autre peuvent
contracter une liaison hydrogéne, on obtient, par enroulement
de la chaine une spire dont la configuration a é&té établie bar

Fauling et Crey (7). »

ey

c? Structure tertiaire: elle est obtenue par repliement de la

chaine sur elle méme et formation de liaisons de type:

ponts disulfurés, liaisons hydrogénes, liaisons électrostatigues

et liaisons hydvrophobes. La protéine se brésente alors sous la

forme d une pelote de telle maniégre gue les groupements polaires

sont 3 la surface et les apolaires tournés vers 1 intérisur.



d? Structure quaternaire: ellie est constituée par 1 association
de plusieurs chaines dites monomérigues. La molécule est "

polymérique comportant un axe de symétrie ayant souvent une

masse moléculaire dépassant 100 K.Da (B).

I-1-1-2 Protéines fibreuses
On a deux grands giroupes de structure:
a) L'halice™X: c'est exactement la structure secondaire des

protéines globulaires,

by Les fedillets: ils correspondent & la formation de liaisons
hydrogéng entre les groupements C=0 et NH de

deux liaisons hydrogéne disposées cdHte & cateh

~1—1-Z Evaluation de la gualite nutritive deﬁ.protéines
Un apport adéquat de protéinés est essentiel pour les’

animadx supérieurs puisgue seuls 1es organismes inférisurs sont

capable de synthétiser leurs protéines b partir d autres gnurtes

d azote (9).

Cette évaiu;tion ast réalisee 4 | ‘aide de deux méthodes (10):

ay Méthode chimigue: é'egt la caractérisation du'pruduit par sa
composition =n acidéSdaminés sUposes limitaft {lLysine,
Methionine et Tryptﬂphane;.

b} Methode biologigue: elle est réalisée par.des tests biologigues
sur des animaux en voie de croissance, augamentation du poids
de I'animal par rapport & la quantité de protéines ingerees.

Cette technigue est trés coidteuse et lente.



I-1—-2 Les enzymes : N

Une enzyme est un cata}yseur biologique de nature proteique
complexe assurant spécifiquement la transformation d 'un substrat
ou d'une classe de substrats (11). |
te site actif d une enzyme est une régipn localisée od se fixe et

se transforment le substrat.

I-1-2-1 Classification des enzymes
Uée classification a &té proposée par la commission des
enzymes de 1 union internationale de biochimie Eﬁ-l?él.VCQlle ci
comprend six classes principales, selon la nature des réactions (12}
. Les oxydoreductases
. ies transférases: un groupement fonctionnel sera déplacé d une

-

molécule sur une autref.
- Les hydraolases: catalysent les réactions d hydrolyse avec
fixation d’une molécule d’ eau.
" C'est la classe gul contient la plupgrt des
enzymes utilisées en industrie.
. Les lyases: catalysent des réactions permettant le deépla-—
cement d un groupement sur le substrat avéé
-
apparition d’une double liaison.
. Les ilsomérases: « 'est le réarrangement intramoléculaire.

. Syntheétases : ce sont des réactions de synthése qui
utilisent essentidiement de 1°A.T.P comme

source d énergie-



FProtéases: les protéases sont les enzymes gqui dégradent les

protéines en acides amineés.

l.es principales proteéases sont présentées sur le tableau (I1.2)

Classe et nom Microaorganisme Condition optimale
de 1 'enzyme producteur pu origine pH T (*c)
Froteéase serine
Chymotrypsine Fancr&as 8,5 . 39
Trypsine Pancréas 8,5 45
Subtilisme Bacillus subtiltis 10,0 &5
FProtéase a
cysteine
Fapaine Carica papaya b, 0 a5
Chymopapaine Carica papaya &,0 &5
Braomlaine Ananas cOSMOSus 6}5 -85
Frotéase acide
FPepsine Estomac i,8 7 40
Chymosine Abomassum 4,8 40
Tableau (I.2) * Frincipales protéases" (13).

-




Dans le cadre de notre étude, nous nous sommes, particuliérement
intéressés 3 la pepsine qué nous présentons plus en détail ¢i-
dessous:

la pepsine est 1 une des enzymes les plus anciennement
connues résultant de 1 activation d un proenzyme inactif, le
pepsinogéne de poids moléculaire 40.000 et est synthetisée dans
la muqueuse gastrique en &liminant 42 résidus d acide—aminé du
proenzyme, son poids moléculaire est ainsi de 3300 (14},
Le pepsinogéne se trouve, comme 1 indigque 1é schéma gi—dessous,'

au niveau de la quatriéme poche de ]l 'estomac d ' ovins appeléde

plus communément la caillette (&63).

(1) Panse
(2) Caillgtte
(3) Feuillet

(4) Réseau

~-



La pepsine hydrolvse spécifiguement les liaisons peptidiques dans
lesquelles un résidu d’acide amineé aromatique (phenylalanine,
tyrosine, tryptophane) est imoliqueé par son groupement carboxylique

selon le schéma suivant (15):

—- CTH - CO - NH -~ CH - CO-%— NH - CH - CO
{ |

1 R3

phe
tyr
trp

De plus, elle hydrolyse lentement les liaisons peptidigues
impliquant les résidus sdivants: Leucine et Valine
On distingue trois types de pepsines:
+ pepsine Ar hydrolyse les liaisons peptidigues GE'préféPence
au niveau de la phenylalanine et leucine.
* pepsine B: ayant une spécificité plus étroite gue A. degradation
plus faible de la gelatine et l'hémuglobiﬁe.

* pepsine C: haute activiteé vis & vis de 1 "hémoglobine.

et



[-1-2-2 Facteurs physigues affectant la réaction enzymatigue

\
a) Température:

L &lévation thermique accraoit 1 agitation muléculaire'd'oa une
forte rencontre des différents composes du milieu (16).

La vitessé de la réaction enzymatique augmente avec la température
selon la loi d Arhénius, mais au—deld de la valeur optimale,

il v a désactivation de la chaine protéigue consideréee comme une
modi fication de la conformation {(au niveau des structures
secondaires, tertiaires et quaternaires) qui n'est pas accompagnee
par la rupture des iiaisona peptidiques impliquéss dans la s#ruc-

ture primaire (17).

b Le gH @
L' influence du pH peut 5 exercer de la maniére suivante:
- sur le substrat, dont le degré d“ionisation permet ou non sa
combinaison avec 1 enzyme. Ce n'est gue dans une zone.restreinte
de pH que les groupes ionisables sont dans 1 6tat cényénant A
la formation du cnmplexé enzymEHSUbstrét. -
~ sur la protéine enzymatique, et ceci & deux niveaux:
au niveau du site actif., en réglant le degré d’ ionisation des
groupes fonctionnelé des gcides‘ aminés implfﬁaés dans " la

réaction et au niveau des acides aminés participant au maintien

de la structure tertiaire active de la protéine (18) .

10



p—we  £¢ gptimale

Activité
enzymatique

T (2¢)

»
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Figure (I.2) " effet du pH sur la réaction enzymatique "




I-1-2=3 Cinetique enzymatique

Soit le modéle simplifié d'une réaction enzymatigue é un

substrat et un complexe Enzyme-Substrat (195:

ki . k3
E + § — ES -— E + P
k2 k4

E : enzyme : S : substrat ; ES : complexe enzyme—substrat
P produ}t de la reaction enzymatique.
Aux conditions initiales on a : .

- la concentration du produit est néaligeable car peu de

substrat ayant €té transformé, on obtient donc:

k1 k3
£ + S === &S ., E+F
k2 '

k1 ;5 k2 ;3 k3 les constantes de vitesse.

- pour la plupart des enzymes k3 est la constante de vitesse
la plus faible, la dééompositidn de ES en E + P est
donc 1 'étape limitante.

. e
On écrit alotrs: v = k3 (ES) ou v = dfF/dt vitesse de la

réaction enzymatique.
- établissement d'un état stationnaire, ce qui signifie que
la concentration du complexe ES est constante, la vitesse

de la réaction enzymat{que s‘écrit doncs

* ' v = k3 (ES) = cste

12



i} Activite de 1l enzyme " Vm "

C’est la vitesse initiale d'une réaction enzymatigue 4 concen-

i [13

tration gsaturante de substrat.
v Ym quand (5} ———— &F
L'activité de 1'enzyme est proportionnelle 4 sa concentration:
Ym = k3 (Et}
mais pour une concentration d enzyme donnée, elle varie avec la
nature du substrat et dépend de la température et du -pH .
23 Consfante de Michaelis ° Km "

Dans 1 'é&guation de Micha&lis, lorsgue v = VYm/2, Km prend une

valeur importante:
Km = (53, exprimnds en mole/l

Far ailleurs, Km peut 8tre azsimilée A 1 inversse de la corstante
d affinité de ) 'enzyme pour son substrat.
0n sait gue ¢ Km = { kiZ + kX } / ki = (k2/7kl)y + (K3I/K1)

o 1 étape limitante de 1a réaction est généralement:

K3

CES — E + P
ceci parceque, pour la plupart des enzymes, kI est petit devant
k1l et kZ. Donc ie rapport k3/kl est négligeable et on assimile
Km & k2/ki. Si 1‘on considére la seule assm;iation eﬂire.l‘enzyme

et le substrat: ki1
T X

E + S et ES
k2

la constante d ' affinite est: -
Ka = (ES)/{EY{S8) = kl1/k2

done s Km ~ 1/Ka = Kd
Kd est ls ronstante de dissociation du complexe ES, l7affinite
de ) enzyme pour l2 substrav et dauftant plus grande que la

conmstante de micha2lis Km est faible.

14
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Figure (I, 3) = Représentation de v = f{s) =
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" Figure (I.4) " Linéarisation de Line Weaver et Burk "
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Eetin. Line Weaver et Burk, ont linearissg cette courbe, v = fi5),
en partant sur an graphe /v en foﬂctiwn'de 1/7{(5). Ce qui a
parmis de déterminer, par simple extrapolation, la valeur de la
constarte Km et de la vitesse maximale VYm (figure 1.4).

Toute fois, il s avére gue dans des milieux complexes gue des
phénoménes 4 inhibitions perturbent la cinetique enzfmatique.
Dans Ce cas au lieu o obtenir une droite en portant /v = f(1/8)
comme le orevait la loyr de Michagélis. nous obtenons une hyperbole
du type présentée & la figure (1.3, Il exisie differents tyﬁes
d’inhibition. Nous nous contentons de présenter @' inhibition de
la réaction enzymatique par le subsirat.

Inhihition par evwcgs de substrat:

Las r2actions rreqlssant le phanomens sont les suivantes:

E o+ § == ES e — B+ F
£s 0 o+ I -—_ ESI

ure deuxiome molécule du substrat se fixe sur le complexe ES et
e rend inactit. Dans ce cas la relation de Michalis n'est plus
valable d ou nous faisone appel & une relation intégrant la

rotstante d inhibition Kai:

.l
[ Km 15}
1/v = 1/Vm g 1 b e A e
i (81 Ki |
. f

D o, e portant 14w en fonotion de {5}, nous pouvons deduire

la wvaleur de Ki par extrapolation graphigue (figure [.&).
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s 1/(5)

- 1/Km

e et e Ak L T e L S

*Figure (I.5) * Inhibition de la réaction enzymatique "
t/v
L
%
-
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- Ki
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[

Figure (1.6) " Détermination graphique de Ki
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I-1-3 Les acides amineés

Les ani1des amings des protéings proviennent p#incipalement
de la digestion des proteines alimentaires. Certains peuvenf &tre
svothétiseas par 1 animal: 1ls sont dits acides aminés non essentiels
tandis gue le=z autres, acides aminés essentiels, dolvent &tre

apportés par 3 Talimentation (307,

T=-1~2~1 HBesoins qualitatifs

Certalns  acides amingds doivent obligatoireﬁent Btre
presents  dans la ration alimentaires pour agsures une croissance
normaie. e sont les acides aminés indispensables, chez 1 homme E
fle sont au nombre de huit (2i):

Leucine, Isoleucine, valine, Lysine, Methionine,

Thvécnine, Fhenvialanine, Tryptophane.

Mary Clegg (22) | montre gus la bonne santé peut-etre maintenue
par un régime complétement synthétigue:
. avides aminés

. glucose

L
. acides ¢gras essentiels o
. os2ls minéraus )
. vitamines
. Ean
Enrinue Yanez {23 a reaiisé une hydroalyse enzymatique
Mes proteines de poisson (Merlul par lenzyme " Bromlaine Y.

L analvse du produit obtenu a montré que tous les acides amineés

18



sassentieles sont présents en foarte guantité comparées au modéle
F.a.0 7/ W.H.O établi pour I "homme en 1973% Fficurant sur le

tableaun (I.3). |

De pius, des resultats experimentaux ont montré guune fortifica-
tioﬁ des céréales par un tel produit a fortement améliore la
qualite dés protéines cérédalieéres =t ceci‘aprég la réalisation

d une série de tests biologiques dans la croissance de rats.

o / ibg d'azote .

. L

Acidesz aaminds Hydrolysat : Modéle F.A.O/W.H.0O :

g bt

: :
Isoleurine 4.4 : 4.0 -

: -
Lewcine 2.3 - VAR .
Lysine 11,8 . 9.9

Meth. + Cystéine

VN e e e e 5 g © A # o o S jovgmm 4 leteal vl oumve v Smmw 3 Mmm 3 s 72
£
“
i3
]
o

.
Fhen. + Tyrosine b6 : by,© :
Thraéonine 3.7 . 4,0 :
Tryptophane 1,73 1,0 -
; :
Yaline : 39,7 5.0, :
Tatal 47 2 36,0 : _I
Tableau (I.3) Y Composition an acides aminés d’un hydrolysat
enzymatioue de poisson {merlu) comparée au
modéle o la FOALO/W.H.O en 12?73 Y (23).
F.Aa.0 : Food and Agriculturale Organisation

World Health Organisation

=
I
|
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I-2 PRINCIPAUX PROCEDES DE TRALTEMENT DES PROTEINES DE POISSON

Au cours des dix 4 vingbts derniéres anndes, il y a eu de
nombreuses tentatives de valorisation des rejets solides des
poissonneries et des espéces non consommables.

Nous citons ci-dessous les méthodes les plus usuelles.

I—-2-i Hydrolyse chimique

Elle est obtenue par action d'un acide (chlorhydrique, sulfu-—
trigue ou phusbhnr}que) ou d’une base (hydroxyde de sodium).
Ces méthodes ont pour principal inconvénient de cnnduire. a 1la
déstruction partielle ou totale de certains acides—aminégs et le

™

produit obtenu renferme des matifres humigues (24).

1-2-2 Extraction par un solwvant

;’egf le processus le plus conventiannel utilisant un solvant
grganique  tel! gue 1 isopropanol pour €liminer les lipides par
extraction (235). 4

cette methode est complexe, nécessitant du materiel coidteux et
induit des problémes de reécuperation du solvant eg déﬂsa canta—
mination par le rejet.

e produit ainsi obtenu est une protéine non fonctionnellé, non

m
réhydratée par 1l 'sau et ayant un potentiel d’utilisation comme

additif alimentaire limite (246},
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I-2-3 hydrolyse enzymatique

Cette méthode congiste 4 l'utilisation d une enzyme
spécifigue, ou.plus frequement, d 'un mélange d enzymes pouvant
solubiliser les protéines et libérer les lipides.

Le produit final est uﬁe protéine fonctionnelle pouvant Atre
immédiatement cCommercialisée comme additif solide pour 1°alimen—.
tation humaine ou animale (F7}.

A titre d exemple, nous présentoné sur la figure (1.7) un processus
classique de traitement des protéines de poissons. par hydrolyse
enzymatigue. Dans ce cas, le poisson broyé est mé&langé avec une
quantiteé déeterminée d eau. I1 est ensuite'homoqéinisé par. simple
agitation. Le pH désiré est ajusté par ajout d acide ou de base
concentré,. La température est maintenue &4 sa valeur nptimalé a

1 aide d'un é&changeur de chaleur.

L snzyme, ramenée préalablement aux conditions thimales.d”hydruﬂ
lyse est ajoutée en guantité bien déterminée par ngpnrt au
mélange eau—poisson et un mélangeage cnrrecté est maintenu
Jusgu’a la fin de 1 opération. .

Qu%nd le taux d hydrolyse désiréd est atteint, la réaction est
stoppée par désactivation thermique de 1l enzyme qui ég Tait
généralement a4 une température comprise entre BO®c et 100°c.

De plus, cette é&tape é&liminera 1l humiditeé ‘et concentrera

1’'hydralysat a4 environ 707% en solide (Z28).
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Pigott et Bucove (5) ont EEaiisé une hydrolyse enzymatique a
1 échelle pilote des rejets de merlu par une enzvme commerciale
Y pepsine "

Les conditions opeéeratoires utilisées ont &té les suivantes :
- rapport eau/substrat = 172 en poids
-~ température T = 45 - G0°c
~ pH = 2,0
L evolution du taux d hydrolyse en fonction du temps obtenue éug
cours de leurs expériences est présentée sur la figure (I.8).
On remarguse que'les taux d hydrolyse sont nettement amélioreés
aprés 1 ajout de 0,154 et 0,34 d enzyme en auamentant d une
valeur de 10% (sans ajout d enzyme) a environ 734 apres quatre
heures d hydrolyse.
En f{n d opération, la réaction est stoppée par désactivation de
1 'enzyme & 100°%c dgrant quelques minutes. Aprés refroidissement
de l;hydralysat a4 l’air libre, les opérations suivantes sont
effectuées:
- rentrifunation: cette opération permet l élimination des
matieres grasses.
- échange ionigue: il sert &4 la neutralisation de l. hHydrolysat.
— concentration: slle permet l'éiimination partielle de 1 humidité.

~ géchane: un séchage par pulvérisation permet d obtenir une

poudre blanche sans perte de nutriments.

L analyse en acides aminés du produit final comparée 3 celle de
la casgéine a ate effectuée par Figott et coll. Les reésultats

aobtenus sont présentés sur le tableau (I.4).
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o
O

o
A

0,15 % Enzyme

Taux d'hydrolyse
(%)

40 1

20

Sans Enzyme

0 | 2 3 4
Temps (h)

Figure (I.8) " Evelution du taux d'hydrolyse des proﬁéines

de poisson (merlu) par la pepsine " (5)
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! Teneurs =n (7) .
) ] f
¥y Acides amines - Hydrolysat g Caseéine ;
i . Isocleucine . 3,9 5,0 ;
Leucine . 7.3 7.5 :
Lysine ; 8.5 5,7 |
Fhenylalanine i 3.3 4,0 -
’ '
Tyrosine ; 2.7 5,2 I
Cystéine i 1,0 - a,.3 :
Meéthionine : 2.8 : 2,3 5
t Threonine ' z, 8 ; 4,0 :
! | |
& Tryptophane ; i1 ; 1,0 .
F valine as | 5.9
z “ ]
; Tatal 38,% . I 41,9 i
- :
Tableau (I.4} " Composition en acides aminés d un hydrolysat

enzymatique des protéines de poisson (merlu)

comparés a celle de la caséine (3).

Nous constatons que la composition de 1 'hydrolysat en acides aminés
oct pratigement aussi riche gue la caséine, sauf que la teneur en
lysine est legerement plus elevee, tandis qgue celle des acides

aminégs aromatigques est moindre.
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'Vega et Brennan (62) ont réalisé une hydrolyse enzymatigue
des rejets de la Morue par une enzyme commerciale " papaine "
dans un réacteur de capacité 80 litres.

Les conditions opératoires utilisées ont &té les suivantes:

- enzyme/substrat = 0,05/100 en poids

- tempeérature T = 65°¢c
- pH = 7,0

L'évolution du taux d hydrolyse en %onctiun du temps obtenue au
cours de leurs expériences est présentée sur la figure (I.9).

On remarque dans les deux cas (hydrolyse avec addition d eau

et sans addition d’eau) gue le taux‘d’hydrolyse obtenu a la

fin QE la réaction est du méme aordre, environ &27% .

Donc, du fTait gue la viscosité du rejet broyé esf‘cnnéidérablemeﬁt
réduite a4 65°c. il devient alors possible d'effectuer 1 hydrolyse
sans apport d’ead. éaﬂ conséquence, une réductian de la taille de

1 Teqgquapement, ainsi, gue le coit nécessaire au séchage de

I '"hydrolysat.
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‘Taux d'hydrolyse

(%)

t
pH = 7,0 ; T = &5°c
80
e e o
60
40 71 .
'O Sans apport d’eau
X Avec apport d eau
20

0 50 100 150 200
Tentps (min)

Figure (I.9) " Evolution du taux d' hydrolyse des protéines

de poisson (morue) par la papaine " (62).
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1-7-4 Autolyse

L autolyse est une hydrolyse enzymatique sans addition
d4'enzyme, c'est a dire,le systéme'enzymatique utilisé est déja
contenu dans le poisson en partiéulier dans les viscéres (30).
L autolyse aboutit & un surnageant riche en urotéineé et en
lipides. Elle donne aussi un sédiment insoluble compose de
proteines non hydrolysées et de lipides (31), (32).

L autolyse n’'est cependant jamais cumpléte; méme apfés des
incubations de quelqueé mols, Ce gui a freiné son SUCCes au-dela
du laboratoire (33).

En revanche, certains chercheurs ont utilisé 1"autolyse non
sevlement pour produire un concentrée de proté;nes de poisson
mais aussi pduw préparer un milieu de croissance pour les
bacteries et des enzymes protéolytiques tels que la pepsine é
partir des viscéres de la morue. Le schéma du‘principe d’'un tel

procédé est présenté sur la figure (1.10).
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Acide

Visceres ———* | ensilage

> autolvse

|

séparation (— Huile

o

&

autolysat

-+ concentreé d'enzymes

litrafiltration

* Milieu de crolissance

Osmose Inverse

Figure ({.10) " Froduction d’'enzymes proteolytiques a partir

des viscerss de la marue {(Z4)Y .
1Y

-

Ensilage: les visceéeres du poisson sont broyés ensuite additionnes

au mélange d acide formique et propionique & une

o

concentration finale de 1,0% (poidsfvclame) {35).
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1-2-5 Fabrication de la farine de poisson

La farine de poisson est 1 'une des principales sources de
proteines utilisée pour 1 é&levage d animaux et ceci gquelgue scit
s0n origine. Nous présentons sur le tableau kI.S) les compositions
de différentes types de farine de poissuﬁ.

n constate que les farines de poisson, en raison de leurs teneurs
glevées en protéines de bonne qualité, non dégradables dans le
rumen, constituent une source trés afficace de pﬁotéines DO ;es
ruminants (3&). Ceci est particuliérement vral pour les farines
fahriguées A partir de matiére premiere trés fraiche dans
lesguelles ne sont incorporées, ehn cours du process gue derfaibles
guantités de solubles protéigques (37).

D une manidére génédrale, la technigque de préparation dune farine

de poisson destinée & 1 alimentation animale cqmprend.leé &dtapes

auivantes:

* cyuisson & 95°c -~ 100°c dans un cuiseur A double paroi
chauffée par vapeur _-_

* passage dans une presse dun séchoir cyiindfique rotatif
dans lequel sst injecté de l’air a &00°c

# tamisage grossier

#* Droyage

* ensachage et pesée

30



Une phase liguide est réacupérée en deux points de la chaine de

fabrication: d abord entre le cuiseur st la presse puls A la

sortie de la presse. Le traitement de cette phase est partichlié—'

rement
centrifugation.
Cette huile

industries:

- industrie

~ 1ndustrie de

-~ industrie du

constitue

e

utne

matiere

-1a margarine

premiére pour

la vitamine A et B

vernis et de lubrifiants

important et conduit & 1 obtention d 'huile de poisson par

diverses

Constituants Farine Farine du Farine du hareng caseine
du  sud rejet de

(% en poids) Americaln la morue scandinave (39

Matiere seche F0,0 ?1,5 92,0 23,0

Cendres 17,7 Zt,8 11,2 4,3

Protéines b, 2 55, 2 75,8 8b, 9

Gralsses 5.8 &5 6,9 -~ i,0

Tableau (I1.5)

" Compositions des farines de poisson

comparée A celle de la caséine en tant

qu ‘additif alimentaire"
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I-2-4 Fabrication de surimi — N

e surimi industriel est'une péte semi—-finie se présentant sous
forme d une masse proteigue humide, sucrée et presque sans gaveur:
de poisson., Il est fabriqué & bord des bateaux de péche et est
conservé a (-25°c) apres lavage inténsif et traitement
aux cryoprotecteurs - (40).

La figure (I.11) ﬁcntre les différentes étapes de fabrication du
surimi industriel. Cette technologie est trés développée aﬁ Japon
en Dorée et aux Etats—Unis. Elle consiste A& préparer une pite ﬁe
poisson aprés broyage et lavage repétés'de la chair d espdces a
faible valeur commerciale. |

Les lavages guccéﬁsifs ont pour but d'élimineer les composes armma;
tigues, le sang, les lipidest les pioments, les enzymes
(prmféases) et les protéines sarcoplasmiques aolublés qui sont
défavorables 34 la gélification mais ils consomment une grande

guantité d’‘eau se traduisant par des rejets fortements polluants.

..-~»
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ricun«‘ ation
' de chair hacnide

Processuy de fabricition du sunimi

Figure (I, 19) " Processus de fabrication de surimi * (41)
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I-3 INDUSTRIE HALIEUTIGQUE EN ALGERIE

En Algerie, malgré les grandes possibilités d expleoitation
qu aoffrent nos 1200 Km de cOHites, 1’ industrie halieutique reste un
secteur peu développée. e tableau (1.4 indigue 1 activité

halieutigue en Alaesrie.

Espéses Secteur prive Secteur publics
Bilancs 14659 13
Bleus 3769 Yooz
Total 5428 104
Tableaw (I.54) " Production halieutique en btonnes
en Algeris, 1990 " {(42) .

On remarque la faiblesse de la production du secteur publiec qui
et die 3 1 exploitation irrationnells des cings unités de péche

dont quatre sont en activité partielle et wune autre non

fonctionnelle aurant toute 1''année.
P autre part, en Algerie, i1 existe huit conserveries étatigues
et guslques entreprises privéesc de moindee importance.
Les conserverilies étatigues SOHt‘EituéEE comme sSuitb:z
Ghazaouet, Beni-saf, Oran, Ténésl Jijel, Khemisti.Collao, Dellys.
lLa plupart d'entre elles traitent 1’anchoys, ia sardine ou le

thon. Ce sont , en général ;des industries traditionnelles gui

employent une main d’ oeuvre peu-qualifiee.
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Le tableau (I.7) indigue ]l ordre de grandewr de la production

nationale par espéces durarnt toute 1 annége.

I-1-3% Fresentation de 1 usine de Bellys

La conserverie de Dellys assure la production des écnservea
de thon et de sardine, sa production théorique est de 10 tonnes
par jour. Ces taux n ont, cependant, Jjamais &été atteints jusqu’a
présent et ceci en raison du manque de matiére premiére et d’ eau.
En effet, la production de conserves de sardine eét dependante

des quantités pbdchées localement. Quant au thon, il est importe.

Le rendement est donc de | ordre 30% & 40% de la production

theéorigue.
Les différentes étapes de la fabrication des conserves ( cas de

ia sardine ! sont présentées gsur la figure (I.12).

11 est important de signaler la forte consommation de la conserverie

[

en eau, en effet le rejet solide est entraineé par pression'd’eau,
cette operation néceésite environ 15 m3 d’eau par jour.

Enfin, On estime gque 25% du poids de la matiére premiére est perdu
sous forme de rejet smlide juétifiant ainsi amplement la nécessite
de wvalorise+r ces rejets. De plug‘ces derniers sont reletés directe -
ment dans la nature causant ainsi un dégagement d ' odeur trés
désagreéable et provoguant une pollution du port de Dellys. D ou

1 impact ecologique sur le site gu’entrainerait une valorisation

de ces rejets.
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Tableau

(.7 "

mois durant

-

Froduction natignale

1 Tannée

36

par

199

Fsopaces! Foisson Foisson Crustacés Espadon Tatal
Moi= | blanc bleu
Jan. 524,85 2641, 45 2E0,80 20, 50 44892, 41
Feawv., LU, &2 IRLE. PR 222,16 5,92 FELiL 70
Mars F70, &G I7RZ2.EE 204,28 23,84 G781, 00
B 594,15 4310,63 343,99 26,12 S6EE4, TGO
Ma 1157.20 ;806,66 275,53 21,80 11271.,19
Juin 7EL,37 7156.924 R7F, 6T @, Gh BZ206, 08
Juil. F2T.70 TA4T7F, 3 236,47 ?9,16 B868T, 67
Aout &H71,54 8921.27 282,42 52,78 PT28, 0%
Sept. 205,39 72146.80 211, 1% 445,84 8EBO, 32
Dot FRE. 66 7000, 58 11Z.44 Z2. 04 B8138,54
Mo, BO&, 80 6583,94 103,80 &5, 70 7558, 25
Dec. 714,95 41a6,22 142,02 41,87 5064, 567
fotal P921,6F {7BOIG, 05 Z26T4 .65 473%, 465 QIO&ED, 07

ecpédces et par

O on

tonne

(435 .




Livraison

|

Etétage—-Eviscérage

|

Saumurage .
{ bac de saumure 257 sel }

|

Emboitage

$
Egqouttage
{ patr renversement des grilles )

+ .
Cuisson a la vapeur
{ 25 minutes a 1106°c )

| .
Dosage
Sertissage-Compostage
Stérilisation '

(autoclavage 4 110°c en 1 heure)

]
Refroidissement

L 4
Lavage, séchage, étigquetage et mise en cartaon

Figure (1,12 ¥ Chaine de production de conserves

a4 l'usine de Dellys "“.

37






II-1 ETUDE DU REJET

(= Pejét solide de | 'industrie de transformation du-pmiggon
consiste en un meélange complexe de déchets 1ssus des chaines de
néttovage 2t d'avidage des porssons (tetes, viscares, arétes et
ESheCes pellagigues? presentant wune  valeur nutritionnel;e
importante.,

Dans ce sens, des analyses chimioues et miérobiclagiqueg du rejet
de la poissonnerie de Dellys (cas de 1a sardine! seront effectuées

dans cette partie.
Ti~1-1 Analyses chimigues

Les paraméetres chimigues détermings ags cours de ceéte
2tudge sont dnspirés en grande cartie du ﬁravail realizss oar
Mackie et Ritchie (4% lors de i'énalyse chimique‘d’ﬁn reiet
somlide de polisson blanc. |
Les parametres chimigues retenus lors de notre étu&elennt

presentés briéavement ci-dessous: ] .

a) Humidite: par passage a'l'%fuve {105°cy durant ?ﬂ'heures;

) Cendres: par incinecation du résidu sec dans un four a moufle
(SEO ) durant 24 heures.

o) Graisses: ls dosage de 12 graisse se fait par ia-méthode e

determination de la partie extraciiblie de la matisre

QPéEEE:EibPE o deEchet (44, Le principe de la methode

i

@at basé sur }exiraction de la matidre grasse litps
aver de 1 hexams ouw de 1 éther de petrole pendant

quelgues heures (& 3 B hi. Aprés  sxtraction.lse
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solvant est éliminézpar dvaparation snsulte saechage
du rasidu & 1 &tuve pulis? pasee agraes refroidissemsnt
& température ambiante dans le dessicateur,

La tensur @n matigére grasse libre, en pour cent en masse de

I 'échantillon eét_égal EH

(ril - MOy . 100/E

MG : masse de la fiole et des Pégularisatéurs d 'ébullition de
! appareil d'extraction

M1 masse de la fiole. des treéegularisateurs 2t dge la matiére

grasse aptés sechage

E ¢ masse de la prise d'essail

le dosage de ! azove twtal =sit effectud par la mdthode
Kislaahl (455, <46 avant pour ptrincips la déstruction
der la matiere arganigue par ébullition en présence de

1 acide sulfurinue st la transformation des -matieres

i

crrganliques axobeas 8n ammar o,
L alcalinisation de is solution obtenus tcgnafbrme
1 ammonium en ammoniagque gu on entraine par un courant
de vapeur d =2au et gue 1 on dose par acidimefrie.
La quanti&é en protoines de 1 echantillon Gp s 'exprime par la

relation suivante:

Re = On (&, 25)
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jm}
hn)

quantite en protéines de 1 échantillon

teneur 2n azote Kieldahl de 1 'é@chantillon

kl
3

6,259: correspond & la tensur 2n azote prot&igue

des protéines animales

Bans le but d aboutir & des résultats représentatifs, 1 'analyvse
»

de chaque parametre st réalisse en double afin de présenter

une composition moyvenns du rajet de la conserverie de Dellys.
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au niveau de la conserverie de Dellys le vidaoe du poisson
se fait & 1'air libre, d'al 1 'exposition du rejet & une contami-
nation microbienne, e gui nous a conduit & effectuer les tests
suivants:
~ danombrement des germes totaux

recherche des germes témoins de contamination fécale

§

¥ coliformes totaux st fecaux

* EtreptﬁcoquEQ

* ﬁtabhylocoques

#*# clostridiuam sulfito-réducteurs

— recherche de salmonelles

11-1—-2—1 Frelevement

Le rejet est nrélevé dencs un flacon stérile en canaitiung
aseptiques =t trénsperté dans une caisse glaciéere assurant una
température inférieure & 4°c. L'analyse est effectuée dans uﬁ

delai maximal de huit heures aprés prélevement (47).

I1l-1—-2-2 Fréparation d ' échantillons

!’J

Cette préparation nécessiters 1 ouverturse aseptigue du
flacon de prélavement, ensuilte une homogéinisation consistant a
un broyage vigoursaux du reiet dans un mixer jusqu’'ad 1l obtention

d une pate liguide.
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I1-1-2~% Standardisation de la suspension mars -
Trois sclutions méres saont obtenues par dilﬁtimn du ;ejet

dans 1 eau ohysiologique stérile.

Les rappo;ts (volume de la p3te/volume d eau physiologique)

utilisds SOﬂt; 171, I/é, 1/3.

A partir de chacune de ces sdlutions des dilutions de dix en dix

seront effectuées, & partier 10-Aju§qu'a 10—5 ;

On réalise dec ensemencements en profondeut en ufilisant la gélose

nutritive en surfusion (40°c - 4%5°¢c) comme milieu de culture pour

ia flore totale.

On retient powr la suite des analyses la solution—métre dont les

dilutions donnent un rombre de colonnies compiris entre 30 et 300

II-1-2—-4 Tests microbiologiaues
al Céliformea totaux et E. Coli
Les caractéres généraux des coliformes apbartenant a la famille
des entévobactériacear sont les suivantes {(4B!:
¥ fermentation du giuncose
% a&robies facultatife
* réaduction des hitratea en nitrites
¥ gdaveloppement facile sur milieu ordinaire ..

Mode opératoire

* Test présamptif: le milieu choisi est le bauiiloﬁ lactmaé av
hromocrésol pourpre aveo cloche pour détecter
1 utilisation du lactose.

Deux tubes sont enseménaés par i ml de chagque diletion =t incubeés

& Tn°e durant 24 h A 4B h.
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* feat confirmatif: r'est la recherche d’E. Coli qui est thermophile
le milirFru choisi gt 1 '2au peptonée exempte
d’indole, 1’ ensemencement se fait & partir
des tubes positifs du test prespmptif,

A

Doeux tubes sont encsemenceés par 1| ml, puis incubés & 44°c durant 24 h.

by Stréptocogques fécaux
lLes caractéres généraux des stréptocogues appartenant A la
famille des stréptococcaceae sont les suivants (49):
#* Catalase — {pas e déoagement gazeux par la culture
au contact d eau oaxygénés a 106%)
¥ Anaérobie facultatif

Mode opératoire

¥ Test présompbif: deux tubes du miliew Rothe /0 sont phsemen: &e
par 1 m]l de chague dilution, puls incubss a 37°%c
durant 24 K .
* Test confirmatif: A ﬁartir de chaque tube positif du test précedent
on ensemance un tube du milisuw EQAHLitsky par

i ml: incubation & 37°c durant 24 h.

c) Staphylocogues : e
Les caractéres généraux des staphylocogues appartenant a 1a
famille des micrococcaceaes sont les saivants (49):
* Catalase +

% asrobies et anaserobies fTacultatifs
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Mode opératoire

Le milieu Chapman—Mannitnol est liquéfis, ensuite couleée en
boites de pétri. Aprés refroidissement. on déposera 1| sl de
chapue dilution a la surface du milieu.

durant 48 h.

[l

t. incubation est réalisée & 27°

g) Clostridium sulfito-reductsur

Farmi les sulfito-réducteurs, on a essentiellement le genre
clostridium appartenant & la famille des bacilliazceae doﬁf les
cavactéres généraux sont les suivants:. )
* ﬁnaérobies stricts

#* Fathogene

# Catalase -

Mode opeératoire

introduire 1 ml de chagque dilution dans un tube i hemolyse
sterile, le maintenir & BO°c pendant 10 aminutes, dans le hut de
détruire les formes vegetatives et exactement la sélection des *

formes sporulées. Refroidir les tubes et deposer 1 ml

de chaque;tube dans deux boites de pétri, taire couler la gblose

viande—-foie en surfusion (40%c - 45°c) sulfites et adoditionnas
g alun de fer auparavant. -
Homogéiniser par des mouvements ccirculaires lents, apres

refroidissement, ajoutez une deuxidme couche de gélose viande-foise
pour assurer les conditions anaérobies stricts.

Incubation & 37°c durant 48 h.



e) Salmonelles »

Elles appartiennent & la famille des entérobactériacoas

Mode apé&ratoire (50)

-
Homogéiniser dans un vase stérile Z5 g de rejst en présence

de 225 ml de bouillon d enrichissement (bowillion au z&lénited,
1 incuber a4 37°c durant 24 h.
Effectusr un repiguage du milisu d enrichissement vers = milieu

d isclement (milieu S5): Incubation & 37°c duranf 24 b

I11—-1-2-9 étude quantitative
L évaluation du nombre de micrg-organismes préasents
dans le rejet de la poissonnerie a un interdt considéraple.
Cepmendant, 1l existe plusieurs techniguss de numdration:
. ﬁumération eé miiiew liguide

. numération en milieu solide

Ces technigues sont preésentées an détail dans la partie annexa.
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11-2 PARTIE BIOCHIMIGQUE

Notre étude consiste 2 produire des acides aminés et des
peptides &4 partir du rejet solide de poissonneries pour enrichir
l1'alimentation animale. Cependant, 1 'utilisat:on d'une protéase
de type produit pharmaceutique trés coiteuse limite 1 exploitation
de ce processus. En revanche, la prépgaration d uane esrzyme bhrute
“nepsine” a partir de 1 estomac de mouton permetbrait d‘enviéager
I 'exploitation d un tel procédé.

Il s 'agit donc, dans une premiere £tape, de praparar une pepsine

brute, bon marché et par la suite de ifester sa capacite a dégrader

lss protéines du rejet solide de la censsrveries de Dellys.

11-2-1 Production de la pepsine brute

La méthode de préparstion de la pepsioge brote st en
grande partie inspirée du protocole expérimental développe par
Pigott et Liu (351).

AussitOt aprés 1 egorgement du mouton, I"estomacd est vidé de son

contenu puis bien nettayée & [ 'esu du robinet.

La muouesse est décollée intacis de la caillette, puis nachés dans
un moulin & viande., 1 ensemble ast antin congelé & (-~ 20%°ch dans des

zacs en plastique pour toutes utilisations wltérisures.

I3
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# Poids sec de la muqueuse

Le taux d‘hydratation des muqueuses étaﬁt différent, nous
devons donc déterminer le poids sec de chacune d 'ellies avant son
utilisation. Ce paramédtre sera utilisé comme référence pour
évaluer les quan£ités de mugqueuse utilisée lors'de 1 egssai
d activité de 1‘enzyme et lors de 1 'essai d hydrolyse.
Le poids sec est éxprimé en (7)) et se calcule a4 1'aide de la
relation suivante:

| X (Z)y = (M2 / M1y, 1CO
Mi : le peoids humide de la muaueuse

M2 : le poids sec de la mugueuse { aprés 24 h a 105°%°¢c )

* Autodigestion de la muqueuse

I.'autodigestion de la muqueuse stomacale de mouton @ effectue
en milisu acide pour activer le pepsinogéne en pepgine brute.
Cette onération ect affectée par divers param2tres. Dans ce sensy
nous avons etudié les plus importants tels que le pH et la durée

de préparation de 1 enzyme.

1) pH de préparation de la pepsine brute

L. opération d autodigestion de la muqueuse eat effectuée
) -~

de la manié®re suivante:

- guatre masses de 50 mg de muqueuse en poids sec sont décnngelées
et introduites dans une série de quatre bechers (56 mg/pecher)
et ensuite acidifiés avec 100 ml de HCi (0,01 N

- e pH est ajuste respectivement pour chacﬁn des bechers &4 une
valeur determinée : 1,0 : 1,5 ¢ 1,73 : 2,0 durant les trente§

premigres minutes de 1 ‘agitation.
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- aprés six heures d’agitation, chacun des gquatres échantillans
ginsi obtenu est filtré & travers un tistu afin de retenir les
houes formees.

- les solutions, ainsi filtrées, sont mélangées a des solutions
de HC1 (0,01 M) pour un volume final de 3500 ml.
Les guatres solutions pepsigues brutes., ainsi cbtenuss sont

stockees a (4°c). Les essais d activité sont effectues durant

la semaine. .

2y Temps de préparation de la pepsine brute
L ‘opé&ration d autodigestion s’'effectus comme suite:
- une part‘de muqueuse en poids sec (256 mg) est mélangée A
100 ml de HC1 (0,01 NY. |
- lé pH'du milieu est ajusté A& la valeur Sptimale_ﬂéteﬁminée
precédement, durant les trentes premiéréslminuteérde 1 agita-
tatiun.Ensuifé maintenir une aoitation rigoureusge durant 43 h

ot les essais d activitée sont effectués durant ce temps.
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I11-2-3 Essais d hydrolyse

L'étude expérimentale de 1 hydrolyse enzymatigue du rejet
consiste & suivre en fonction du temps, 17é&volution dg mé&lange
réactionnel complexe en opeérant aux conditions optimales pﬁééla—
blement déterminées.

Le rendement d'hydgolyse est évalue par guantification d‘écidES—

aminés et de peptides solubles dans 1 'acide irichloroacétigue.

- % Méthode

Le—;:;;;;ole exparimental suivi pour mener & bien nos hydrolyses

ezt le suivant:

- 100 g de rejet broyé sont mélangés a 100 ml d eau, aprés homo-
géinisatimn, le pH du melange st ajuste é_ia valeur optimale
d hydrolyse avec du HCl concentré. Ensuite, la solution est
ramenge a4 la température ontiméle dans un bain marie en
aquelgues minutes.

- la solution pepsique préalablement chauffée a la mé@me temperatu-
re est verseés rapidement dans le mélange ééuﬂrejet at une
apitation modérée est maintenus durant la période d'hydrolyse.

- des parties aliguotes de 70 ml sont Enutiréeé dui mélapge |
réactionnel & des intervalles de temps fixés, ensuite mélangés
a 10 ml d'acide trichloacétigue (20%), aprés 10 a 15 minutes
l“ensemgle et filtré & travers du papier Whatman n”3I.

Les acides—aminés et lss pebtideg liberes dans le filtrat sont

guantifiés par la méthode du Biuret.
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11-2—-4 Determination des paramétres cinetiques .

= — — ——— -—

L'étude expérimentale de la cinetique d'hydrolyée est réalisée
par quantification de peptides et d acides—aminés dans le mélange
réactionnel en fonction du temps et cela dés les premiéres minutes
de la reaction.

* Mode operatoire

L' étude cinetiaque a été menée en sulivant ce péctncole:

- préparer une salution pgpsique brute (0.5 mg/ml) de muqueuse en
poids sec .

- préparer des solutions de substrat en ajoutant différentes
quantités. de rejet broye a 100 ml d’eau distilleée,.

Les cun;entrations en substrat étudiées sont:
50 g/} 3 100 g/1 ; 200 g/1 ;3 300 g/1 5 400 g/1

—a t = 0O, la réaction d ' hydrolyse est déclenchée dans les
conditions opératoires optimales préalabléhenk détermindeas.

- Des parties aliquotes de 10 ml sont sputirées du mélange
réactionnel a des intervalles de temps fixes en miGHte, & ml
d’acide trichloroacetique (204) sont afoutés a l'aliqﬁbte pour
stopper la réaction. Apres 3 a 10 minutes;'l'enseTgie est filtré
4 travers du papier Whatman n°3. |

- quantifier les peptides et les acides—aminés du filfrat par la
méthode du Biuret.

- Pour changue conéentration du substrat 2tudide. on tracera le
at-aphe donnant 1 évolution de la concentration en protéines

hydrolysees en fcncéion gu temps en minutes.
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On trace., ensuite, les tancentes & 1’origine pour chaque courbe
dont la pente représentera la valeur de la vitesse initiale Vi
de la réaction. Ces valeurs permettent de Lracer par la suite

le graphe:
i/vi = £ (1/50)

L]

So: taux de protéines dans le mélange réactionnel & 1 eétat .
initial, t = 0

4 titre d‘exemple, pour la concentration en substrat de 100 g/l,

nous avong dilué 10 g de eret en poids huhide dans 100 ml d‘éau

distillee. Ensuite., noue avons ajouté 100 ml de solution pepsique,

d ou un volume total du mélange réactionnel de ZS0 ml.

En saison d 'été, le rejet contient 14% de proteéines, alors,'1e5~

10 g contiendront 1,4 g de protéines. |

Enfin, par un simple calcul, on trouve 50 = 5,6 g.prot./l.
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II-2-5 Installation semi-pilcte

Une fois, l'optimisation de }’hydrolyse du rejet sclide,esﬁ
réalisée & 1 'aide d'une enzyme protéolytigus pepsiﬁg " préparée
au sein meme du laboratoire & partir de 1 estomac dé mﬂutpn, ncué
nous sommes intéresseés a 1l 'extrapolation de Ee procesaus é_l‘éche;
lile sémi—pilote. Cette é&tape est nécessaire avant d‘envisgéer
d opérer dans des conditions pilotes pour Qboutir a 1 échelle
industrielle.

Pour cela, nous avons mené une hydrulysé a 1l échelle semi~pilote
4 1 aide d’'un réateur d’une capacité de vingt litree decrit gi-

dessous:

.} Description du reacteur enzymatique
Le réacteur biologigue est en verre rigide de forme c&lindrique
A fena plat comportant les squipements suivants:

- 1pe appareillages de ia régulation de températﬂre composés
d‘un thermométre & contact de la société FROLABO, sur leguel
on'cansigne la température désiréereﬁ daes résistances de
chauffage de puissance iOO W reliées au thermometre a

cantact.

- les appareillages du mélangeur composés d'un aﬁftateur
électrique du fabriquant IKA et d'une tige A piles
permettant, ainsi, d‘homogéiniser-le-Qélange'réacﬁinnnel.

- les appateilliages du chauffage d‘arﬁéé de 1 hydrolyse
enzymatique composés de résistances dé chauffaQE“dé 1000 W
du fabriquant FROLABO.

Ces dernieres permettent la désactivation de l‘enzyme'é 100°c



Toute fois, le réacteur enzyratique n’'est gu’une étape dans leu
procédé de production dun hydrolysat &4 partir du ﬁeﬁet de la-
poissonnerie gue nous proposoncs. Ce dernier est repedsenté

briévement sur la figure (II.1)

Réacteur Enzymatique

4
Tamisage

9
Centrifugation

L

4 '
! Congélation.

Figure (II.1) " Diagramme - valorisation du rejet solide

de poissonnerie par hydvalyse enzymatique
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Deccriptinn des étapes du procicd
+

donnds comme suite:

T
o
1
It
in
rd-

L.a descriotion des diverses et

17 Matidre premigre
Le rejet solide de la poissonnerie de Dellys., cas de 12 sardine,

est utilisé comme matigre premigre dans notre processus.

Y Broyags
Le broyaoe du rejet esct effectud dans un moulin & viande, le but
de cette étape est d augmenter la surface de contact entre las

particuliss du substrat et 1 sozyms durant 1 "hydrolyse.

Z1 Pepsine
La solution pepsigue st preéparas par avtodigestion de la mugqueuse
stomécale de mouton 2n milieuv acide durant un temps aptimumf'
A la Tin, le pH de la soludion ainsi: obtenue st ajusts & pH

aptimal d activite® et ensuite stocksée & (4°cr.

4} FProcessdas enzymatigus
- —ing kilogrammesde rejelt finement broyé sont dilués aveo une

gwantite o eau détermings, le mélangs gst hosogeinise durant |
q i - -

deux minvhtes, |

L homogérnisation intégrs parfaitemsnt le rejet a2t 1'gauv et
patraet une vitesse de reaction importante. Tqute fois., signalons
qu ‘une hoemopeéinsation trop, lmportantes augmente 1 'gmulsification

des lipides et des prot@éines,ce gul freine 1'activite enzymatigue

gt abaisse le rendement d hydrolyse.
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t

- i\ pH du milieu est ajuste aveo du HEL concenteé & pH optimal
de méme la température est ramenée & sa valeur optimale.
- la solution pepsigue préalablement ramenge aux conditions

optimales d hydrolyse est ajoutde rapidement dans le réacteur.

Au dabut de la réactiond le ma@langs réaciionnel sst trés épais,

comme wie pate et 1 agitation arrive difficilemew£ a 1 obtention
- .

g un mixage parfait qui est nécessaire pour distribusr 1 enzyme

a4 travers 1 ensemble du volume ou reéeacteur,

Toute fois, apréas une éeminhEUﬁe d hydrolyss, le mélange devien?d

HOLNS visoueux et l'agitatian travail le dans de meilleures

conditions.

Le tgux g4 nydrolyse est suivi en fmnctiﬂﬁ 1%} temp§.6ﬁ‘muaﬂtifiént

lee pepbiched 2f les acides-aainds libéres dans le réeactaur en

utilisant touiours la méthooe de dosage des prof&ines " Biuvrset".
A iIa fin de 1a raaction . ia mise en oacchse des resistances du

chanffags d arret permet d atteindre les 100%c au boub de guelgues
minutes dane il but de désactiver 1 enzyme 2t. de plus, d'eliminer

présque toralesent les micro-graoanismes contenus dang I "hydralysat.

5) Yamicaae
Anrés refroidissement de 1 hydrolysat, il est soutireé du reacteur
pour subir 1 opération de tamisaos.
L hydrolysat travevﬁe'un tamisewr grossier (250 uml afin de
retenit les grosses fractions tels gue:

les arétes, la peau, les écailles...
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&) Centrifugation.
L hydrolysat deébarasse des arosses fractions, contient toujburs
une guantité importante de lipides Qui seront facilement séparéss
des protéines par simple centrifugation. Cetté oparation est
realisé dans une centrifugeuse BECKMAN modé&l JZ2-21 en opérant

spus—vide & une vitesse v = 12.000 tr/min durant 15 minutes.

Répétabilite des resultats

Dans le but de tester la répétabilité de nos résultats expérimen—
taux, on a effectué | ‘ensemble des manipulations au moins, en
double. Lorg de la présentation de nos résultats, nous avons
prefere tracer des courbes moyennes tout en mentionnant pour
chaqgue point de ces courbes 1 'écart aobtenu lors de deux manipula—
tions.

De méme, dans le souci d'obitenir des résultats proche des condi-
tions industrielles. nous avons ukilicé, lors du test de la
répatabilite, diffarentes mudgueuses de mouton obtenant ainsi

différaents echantirllons d ensymzs de pepsine brute.
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I11-1 ANALYSES CHIMIQUES
Les résultats expér.omenvaur de 1 'analyse chimigque du rejet

sont reportés sur le tableaw (TII.1).

Constituants v Date a’echantillonnage

(% en poids} Juin 1991 I Nav. 1991 T Mars 1992
Humidite 79,5 BO,4 8O, 2

Cendres 5.2 4,2 4,9

Graisse 1.9 4,0 1,0
Froteines 14,0 13,0 . fi14,G

Tableau (1Il1.1) " Composition moyenne du rejet solide

i

de la poissonnerie de Dellys

n remarque la variation zaisonniére du tan de gﬂéis5e du rejet
solide de la poissonnerie. Ceci a éte constafé par I.H.Mackie (1)
qui donne 1’'exemple du " Maguereau " dont-la teneur en graisse |
présente moins de 174 de son poids au printemps et egggde les 352
durant les autres saisons. |

Le taux de proteines est relativement eleve en comparant & celui
danné. par la bibliographie (tableau 1.1y, ce qﬁi indique la
présence de proportions comestibles dans le rejet gqui est une

conséquence directe de la main d oeuvre non quaiifiée.
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I11-2 ANALYSES MICROBIOLOGIGUES

Les rasultats obtenuss lors de ces analyses sont présenteées

Ci—dessous?

+ Coliformes totaux: le test positif et reconnuy par un virage

i milieu (souvenit au jauns! et dégagement

gazedr suffisant (1/166me du volume de la

i: quand le am:ilisue de cultuwre devient trouble, on

ajoutera 5 & & oouttes de efsctif de Kovacs gui

ud =

donnera 1 osoparition dun annesu en surface, o ouw

production o drndole (541

*.Staphylocoques:apmaritimn g colonies entourees dﬂuﬁ Fabo Tlate—

jaunitrs resuliant de 1‘hydrolyse gl manmitol.

Flore toials

~ pour les germes incabés & ZuCc doarant FE on, on ohbtisnt

PEZLO00 ger/ml pour la suspeEnsion maee dont le rappoart.

(voiuma de la pate/volums o eau physioclogigue) = 173

on deduit, enfin, le nombre de . germes par. gramnns de- e jet

dgale a:

1]

5
L5

54184 ger/a. de red
- pour lesz germes incubés & 7% durant 24 h, on obtient

57, 00000 ger/ml pour la méme SUSRension mére.

De méme, on déduit., le nombre de geErmes par granmne de rejet’

Gaale &

O per/g. oe reiet
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~ e dénombrement des geras-r Lotaux revele une contamsination terés
poussée du rejet solide de le goissonnerie. gue ce coit par les
bactéries de | environnsment (54186 gerrg. de rejet) ou par les

DactEriss rencontrees dans ee coros es umains 2t des animaux

(1325.000 ger/g. de reien).

- Quant auwx autres micro—-organismes, les‘piue importants sont:
* lés staphylocoques diis & leur pathoaéniciteé
# los coliformes Técaux pouvant orovoguer des intoxications
alimentaires (35). |
¥ les salmonelles sont des parasites de 1 intestin de
1 homme et de 1l animal; malheursusement le test micﬁmbio—

logique de ces dernigres n’'a pas até realise pour des

raisons gratiques.

A partir du tableauw (III.2). nous constatons, d’ une maniére
pénérale, gque le nombre de micro—-organismes présonts dans le
rejet de la poissonnerie de Dellys subit une variation présque
saisonniére vue la forte présence de la plupart des Sactéries
durant la saison chaude assurant des températuﬁas féxgraples au
développement normal de ces dernié@res.

Far ekemple, le nombre d E.Coli =2t de 1l ordre de i&ZB gErmes par
gramme de rejet en mois de juin, alors. cu’il est de 1 'ordre de

02 germes par gramme de rejet en mois dlaveil.

L
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noabre de

gRmes par granme de relet

Date de -
’ Col. E.Conll Strent. Staphylo- Clost.
praléevement totaux ' Fér anex COUEs sulfito-
regucteurs
O5—0Q6-71 4451 TO2G sR14 8§37 4773
15-i2-%1 465 455 1395 04 iss
2R-12-91 582 / O P3I0 174
28-02-92 12959 s TOEE B558 744
P H-0E-52 1628 NI 1143 837 Zas
b ie-Gs-9 146528 v 1393 418 a1
1 7—0E-9y 2558 BRI 1055 10454 Q07
12— AN NS PR : ROZE 542 567
_ o
.

Tabisau

{rrr.zs

poissornerie de Dellys
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ILI-3 VALORISATION DU REJET PAR HYDROLYSE ENZYMATIGQUE

Ifi~%~1 fFroduction de la pepsice brute

I11~3-1-1 Foids set de muqueases

La détarmination ogu poids =ac dge gitferantes muuueu£é5
nous a permis de constater gus la valeur au pranport X (% Gvolue
de D07 4 2574, Cela est ia consgéquence de différents taux d hydra-
tation des mugueuses dis aux facteuwrs suivants:

—-. 1 age du mouton

- la maniére de la préparation

Le tableaw (I11.3) présente les valeurszs do rapport X {4y duns

partie de nas échantillons
.
W e [ 2 r - :
S A a* d "gchantillon
i i
T =
TR T
=3 zZ
25 t 4
i S
Tabteaw (TI1.3%1 " Evealution du rapport X en %

1

sivant les échantillions .
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I11-3-1--2 Autodigestion de la suqueEuse

a; pH de la préparation de la pepsineg brute

L‘avolution des activites des solutions pepsiques

brutes. préparées & différents pH. durant les Huits jours de
stockage & (4°c) est présentee sur la figure (III.1).
La solution pepsique préparées & pH = 1,0 présente la plus forte
activité, en particulier. durant les g;dis pramiérs jours de la
conservation A partir désquels son activité, exprimee en
intensité (D.0}. chute de U.33 a 0,25 {(valeurs moyennes) tandis
que les activités des autreslsolutions pepsiques restent relati-
vement stables durant toute la période de conservation.
Par exemple.la solution préparée & pH = 1.3 son activite atteino
une valeur maximale de 0,28 et une valeur minimale de 2,18 durant
les huits ijours de stockage.
11 sera. dont, plus interessant, de préparer la pepsine hrutse &
pH = 1,0 quand on ! utilisera au cours des trois oremiers jours
de sa conservation.
Des résultats similaires ont été obtenus par Pigott et Liu «(S5li.
En effet, lors de la préparation d‘une pepsine brute 5 partir de

1 estomae du porc, ces autewrs ont trouve qgue la plus forte
—

s

activité de 1 'enzyme était obtenue & pH = 1,0 et cela dutrant les

dix jours de stockage & (4°cy.
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b) Temps de préparation de la pepéine brute
Les profils d’éctivité des deuﬁ pepsineé brutég

préparées respectivement a ph =1,0.et pH = §¢,3 sont morterés sur
1a f;gure (ITI.2) . .
L auvtodigestion de ia muqueuse stomacalé & pH = 1.0 présents une
activité plus elevée qgue celle & pH = 0,5 et celé dqrant les 40
heures d autodigestion. De plus, liactivité ﬁaxima1e:eét atteinte
au bout de 12 heures et celz aussi bien pows . la pepsine prépaﬁeé
apH = 1.9 gque celle a4 pH = 0,5,
Ces résultats sont en concoriance aveo ceux obtenus par pigott et
t Liu 51) ol ils utilisent la muqueuée 4 ‘pgtomac de poreg comme

matiere premiére.
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111-Z-2 Optimisation de 1 activité de la pepsine brute

[I1-F-2-1 Temps d incubation

La va%iation de 1 activité de la pepsine brute en
fanction du temps de contact entre 1l enzyme et la proteine
standard‘(B.S.A) est présentée sur la figure (ITI.3).
On constate gu’'un temps d’incubation. de 1 ordre de dix minutes
permet a 1 enzyme d hydrolyser le maximum de protéines.
Noué déduisons ainsi que 1l 'optimum du temps de contact entre

1l enzyme et le substrat correspond a la periode de dix minutes.

T III-Z-72-2 pH d'activiteé
L‘évaolution de 1 activite des pepsines (brute et
[ .
commerciale) en fonction du pH du milieu réactionnel est présentée

sur les figures IIT.4 et III.S .
*

La pepsine commerciale est trés active & pH = 2,0 cette valeur
pst déja indiquée par le fournisseur. Quant a la pepsine bute Aa
plus forte activite est obtenue dans la zone de pH (1.3 - 2,00 avec

comme substrat la B.S.A. Cette derniére zone de pH se concentre
sur une valeur proché du pH = 1,5, quand on utilise les protéines
de poissan comme substrat. Au-deld de cette valeur optimale de
pH.'l‘activité de la pepsine commence a chuter a des valeurs de

pH situées entre 2,5 et 3,3. Ce réasultat a deéeja &teée obtenu par
A.J.Carniche (356}. La plupart des proteéines activees et dénaturees
sont hydrolysées au maximum & pH = 1,5 - 2,5.

Baker (57), note gue les analogues‘dea peptides composés de deux
acides aminés aromatigues: Tyrosine et Fhenylalanine sont.

hydrolysés rapidement & un optimum de pH = 1,8 - 2,0.
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ITI-3-2-3 Température
L évolution de 1 activite des deux enzymes {(pepsine

brute et commerciale! en fonction de la température avec comme

-~

substrat la B.S5.A est présentée sur la figure (I111.6}.

Des expariences ont até meneées aJec ces deux enzymes en utilisant
cette fois—ci, le reiet de la poissonne+rie comme substrat. Les
resultats de ces manipulations sont reportés sur la figure (II11.7)
Nous constatons gue pour 1 ensemble des manipulations, reportées
sur les deux figuves‘préalablement citéas, que la température
influence considérablement les activités des enzymes utiliseées

et cela quelgue soit le substrat ..

La temperature optimale pour la pepsine commercialé est de
l“oﬁdre T = Z7°c et cela pour les deu¥ substrats utilisés. Cette
valeur est aussi indiguée par le fournisseur.

Quant & la pepsine brute, la plus grande activité est obtenue
pour des wvaleurs de température comprises entre 35°%c et 45°c avec
comme substrat la B.S5.A . Cette zone de température serait entre
45°c et 90 guand on utilise les protéines de poisson comme
substrat. Cela est mieux mis en évidence, sur la figuré (II1.8)
ol 1'on présente 1 é&valution de 1l activité de la pepsine brute

en fonction de la température pour les deux substrats (B.S5.A et
protéines de poisson).

Ce décalage de dDmainé de la température optimale peut-étre

la éonséquence directe d une meilleure résistance des protéines

brutes aux fortes températures par rapport a4 la proteine

standard (5B8).



Dans les deux cas la pepsine brute tend a é&tre dénaturée au—dela
de 59°¢c et san acﬁivité chute & des températures situées entre
65°%¢c et-T70°C.

Notons. enfin, qu ' a des valeurs de températures comprises entre
Z20°¢c et 20O°c, la variation dactivité est faible et reste relati-

vement constante.

*
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111-37-2 Facteurs affectant le taux d'hydrolyse

Le taux d hydrolyse des protéines de poisson (sardine) est
affecté par un ensemble de facteurs. I1 est exprimeé par la

relation suivante:

T.H (Z) = (5/50).100
So:: guantiteée de protaines dans le réacteur a 1'instant t = O
S " " hydrolysées " ‘ " t

Dans le cadre de cette é&tude, nous nous sommes interesses A
\

1 infiuence du trapport enzyme/substrat, au régime de melange =t

a la gualiteé du substrat.

1— Rapport enzyme/substrat

L effet du rapport enzyme/substrat sur le degré d'hydrolyse est
pwésénté sur la figure (III.9).
Le rapport {(mugueuse en poids sec/rejet en poids humide): 2/100
permet d atteindre des taux d 'hydrolyse les plus &élevés compara#i—
vement aux autres rapports &tudies (17100 53 37100 &6/1030) .,
De plus, le taux d 'hydrolyse maximal, pour 1l ensemble des manipu-
latioﬁs, est atteint au bout de Hjuatre heures.
Ces manipulations ont &té menées aux conditions optimales determi-—
nées au paragraphe précédent. La température optimaie, T = 4B°c
du melange Péactionnel, est maintenue constante durant toute la
période d hydrolyse. Ruant au pH, sa fixation est diffic;le. Cela
est dide au manque de moyens. Toute fois, an a nﬁté que sa variation
durant les quatres heures d hydraolyse n‘etait pas importante.

Ceci est montré sur le tableauw (I11.4).
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muqueuse séche/rejet humide oH initial pH final

{ en poids ) . '

1/100 1,50 1,70
27100 1,50 2,00
/100 ‘ 1,50 1.80
b/ioo 1,30 1,65

Tableau (II1.4) " Variation du pH durant .

l’essai d hydrolyse .

== L’agitation

Le taux d 'hydrolyse varie fortement avec le degﬁé d’agitation
du melange réactionnel. Cette Q;Fiation est Peprésentéé sur la
figure (III.10). Nous constatons qu’unelhydrolyse sans agitation
atteint un taux d’'hydrolyse de 1 ordre de 347 au bout de cing
heures. Aprés quinze heures d’ hydrolyse, lgnrendement est prati-—
quement du m@me ordre de grandeur puisqu’il ;tteint une valeur
de 3I8%.Far contre une hydrolyse oda 1 agitation éﬁt fixée a:
v = F00 — 400 tr/min, ;e rendement est de 787 a 804 au bout de
quatre.heutes. .
Vue la nette différence constatée entre les deux expériences
d hydrolyse avec ou sans agitation, nous sommes ameneés a affirmer

que 1 agitation est indispensable pour notre processus.

Enfin., sianaleons que nous avons évité d opérer a des régimes
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d'agitation élevée du mélange réationel. En effet, une forte
égitation risque d'engendrer une dxydation importante et par
congéquent conduire, d'une part, & la formation de produits
toxiques et d'autre part 3 la chute de la.concentration de certains
acides aminés. Tout particulidrement A ceux qui renferment les
sulfufés comme le mentionne G.R.Reek (59).

3- gualité du substrat

L'influence du taux de graisse du rejet sur le taux

‘d'hydrolyse est presentée sur la figure (III.11).

Pour les mémes conditions opératoires,.on remarque la chute du
rendement de 86% obtenu durant la saison d'été ou la teneur du
rejet en graisse est de 1,0% A4 1,5%, a une valeur de 76%, obtenue
durant la saison d'hiver ot la teneur du rejet en graisse est de
4.0% ., Cette chuge du rendement s'expligque par la focrmation de
complexes lipidestrotéines. Ces derniérs sont difficiiément
hydrolysables (60},

Toute fois,'d'autres paramétres peuvent intervenir. En effet,
Civit et Parin (61), ont constaté gqu'un rejet solide de
poissonnerie ayant séiourné 4 la température ambiante donnera

un mauvals rendement d'hydrolyée par rapport a un_rejet utilisé
frais. Ceci est érobablement da au fait que les protéines conten-
ues dans ce rejet perdent leurs caracteéristiques suite a
l'influence des agents physiques.tel la températﬁré... etc.

et particuiiérement par l'action des micro-organisﬁes de l'enviro
nnement gqui peuvent facilement eﬁgendrer une oxydation ou-toute

autre dégradation des protéines.
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De méme, d'autres équipes de chércheurs (62), mentionnent que
le paramétre rapport eau/reget influe sur le rendement de 1'hy-
drolyse enzymatigue. Nous présentons l'effet de ce paramétre

sur la figure (III.12}.

De 1l'ensemble de ces résultats, nous constatons que le rapport:
eau/rejet = 1/1 en poids, donne les meilléurts résultats par
rapport aux autres rapports (2/1 ; 4/1 ; 8/1).
Ces résultats peuvent s'expliquer de la mani2re suivante:.

- Aux faibles rapports eau/rejet, on a une forte concentration

des molécules de l'enzyme dans le mélange réactionnel et par

conséguent une présence d'un nombre de sites actifs libres impor-

tant ce gui se traduit par un redement important.

| -~ Aux forts rapports eau/rejet, on a une faible concentration
‘des molécules d'enzyme dans le réactéur et par conséqpent une
‘présence d'un nombre de sites actifs libres restreint, ce.qui
se traduit par un rendement mﬁyen. Ces résultats ont été confirmé

- par Vega et Brennan (62) qui ont montré gu'une hydrolyse réalisée

sans apport d'eau donne des meilleurs rendements.

-
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I1I-Z-4 Cinetigue d ' hydrolyse

Le graphe ol sont portés les concentrations en protéinec
hydrolysées en fonction dq temps est présenté sur la figufe (ITI.13).
A partir de ces résultats, nous avons tracé le graphe:
1/¥1 = T (1/%0), présenté sutr la figure (III;14?.

Nous constatons gue ia courbe ﬁbtenue n‘obeit pas &4 la ioi de
Michaglis. En effét. eile est du type hyperbole relevant ainsi
1'smxistence d'une i1nhibition de la réaction d’'hydrolyse par un
er-es de substrat. Toute fois, aux'faibles concentragions du
substrat, l’inh;bition n'é paé lieu, d ou nous pouvons, par
simple extrapolation graphique, determiner les valeurs des

canstantes cinetigues:
Km = 16,7 g prot./1

vyvm = B,% g prot;)l.miﬁ

La présence du phénoméne d inhibition par le subs¥ﬁat nous a
amene 4 déterminer la valeur de la'constante d inhibition Ki

par extrapnlation & partir du graphe donnant l’évolution de‘l/Vi“
en fonction de {(8Bo) (figure I[IT.15).

La valeur ainsi obtenue est de_l'ordre: : _
i = 1,0 g prot.”/1

Cependant, il est difficile de commenter les valeurs des trois
constantes cinetiques,aiﬁsi aobtenues. En‘effet;'en biblingraphie,
on cite qénéralement des Dﬁdres de grandeur de ces parametres
pour un type de substrat ou d'enzyme bien déterminé. 0Or, dans
nofre cas. il s'agit d’une hydrolyse enzymatique d’ un milieu treés
comp lexe q@i est le rejef de la poissonnerie par une enzymé brute

non purifiée “pepsine" issue de 1 estomac de mouton.
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I1I-3-5 Installation semi-pilote

L'évolution du taux d'hydrolyse dans le réac£eur gsemi-
pilote est présentée sur la figure {(I11.16).

- Cette évolution est du méme type gque celle obtenue durant les
essais A l'échelle laboratoire. En effet, ce taux d'hydrolyse
croit tout au long de 1l'expériehce. Toute fois, dans ce cas, 1l
est plus faible que celui observé A plus petite échelle.

A la premigre demi-heure d'hydrolyse a 1*échelle semi;pilote,

le rendement est de (20%), ensuite il augmente au cours de
1'expérimentation poﬁr atteindre au bout de guatre heures, la
valeur maximale (63%). Donc, o6n remarque nettement la chute de
l'efficacité d'hyﬂrolyse en passant d'une petite échelle a une
échelle plus importante. Cela est probablement la conséquence
dlrecte de la difficulté de maitriser les paramétres influengant
le processus d'hydrolyse a cette échelle. Les paramétres les
plus importants sont les suivants:

_ L'agitation: ie mixage de notre mélange réactionnel etait
réalisé grace a deux agitateurs électriques formés chacun d'une_
tige métallique et de six pales de trés faibles dimensions. Donc
au cours de l'agitation, 1l existait tout le ﬁemps des parties du
mé&lange réactionnel ou 1'effet de 1'agitation est p}ésque nul
appelées volumes morts. En effet, Pigott et bucove (5), lors d'une
hydrolyse enzymatique du reijet de poisson a l'échelle.pilote ont
utilisés une agitatibn par recirculation du mélange réactionnel,
ce gui a pour effet d'augmenter les-contacts enzyme~-substrat.

- géometrie du réacteur: le réacteur assurant notre hydrolyse

&tait de forme cylindrigque et 3 fond plat, ce gui engendre
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d'avantage ia formation de volume mort, d'ou l'attenuation de

l'effet d'agitation a4 la partie inférieure de ce dern;ér.

En effet, Vega et Brennan (62), lors d'une hydrolyse enzymatigque

de rejet dé poisson A échelle pilote ont utilisé un réacteur a

fond conique dans le but de réduire la formation de volume mort.
De plus, on constate que l1'hydrolyse enzymatique n'est pas
campléte. En effet, a la fin de l'hydrolee, il reste 32,5 g/1
de protéines non hydrolysées.

- Cette manipulation nous a confirmé toute 1'importance des‘éxpé-
riences a4 échelle semi-pilote et pilote avant l'exploitatiOn du
procédé & 1'échelle industrielle. En effet, se baser sur les
résultats a l1'échelle laboratoire pour exploiter le processus
a grande échelle menera & des erreurs d'un point de vue

économigue.
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L'analvyse de l'hydrolysat en acides aminés a été réalisée
par le laboratoire de 1'U.C.C.A.B a chateau-thierry
{FRANCE) a l'aide d'un auto-analyseur d'acides aminés.
Sachant gue 1'hydrolyse enzymatigque, particuliérement & base de
pepsine brute aboutie souvent a3 un hydrolysat fprmé de petits
peptides, de peptides avec une moyenne de 3 A 4 residus d'acides
aminés. Cependant, avant toute analyse, 1'hydrolysat doit subi;
une hydrolyse chimigue acide afin de libérer tout les acides
aminés liés entre-eux. |
Les fésultats obtenus sont présentés sur le tableau (III1.5}).
Nous constatons gue tous les acides aminés essentiels sont
présents (a 1l'exception de xa cysteine).
LL'isoleucine, ia valine, la ieUcine et la phenylalanine sont

. ‘ .
prééentes a des teneurs édlevées comparativement a la bibliographie
(Tableau 1.4), tandis gue la thréonine et le tryptophane son£
présents a des teneurs faibles, particuliérement,. le tryptophane
gul est éstimé en p.p.m B Ceci peut s'ex@lique; par sa
complexation et sa précipitation par les ions CaZ2+ et PO {5).
Les ré¢sultats ainsi obtenus permettent d'envisager une utilisation
de 1'hydrolysat enzymatigque comme additif alimentaire aux rations

d'animaux.
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Acides aminég

Teneur en (%)

Isoleucine
Lteucing
Lysine
FPhenylalanine
Tyrosine
Cysteine
Mé&éthionine
Thréonine

Tryptmphﬁne (en p.p.m)

Valine

Acids aspartique
Sérine

Acide glutamique
FProline

Glycine

Alanine
Histidine

Arginine

0,467

&8
74 (hydrolyse
chimigue?

12, 0%

Tableau (ITII.5) " Résultats de 1l analyse de 1 hydrolysat

en acide aminés & échelle semi—pilote
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IT1-4 CONCLUSION

- L'anpalyse chimiqgue de différentﬁ achantilions a montré
aque e rejet Sulide de la poissonnerie de Dellys cuntiént environ
14% de prot@éines. finsi, la mise en évidence de 1" importante
valteuwr nutritionnelle de ce dernier, nous a amendé a réalgser um
essaﬁ de sa valorisation par hydrolyse enzymatiqme;

Pouf ce faire, la prénératinn d'une pepsine brute par auto—
d{geatiun de la muqueuse stomacale de mouton, a été entreprise.
les conditions optimales de préparation sont:

pH :ll.O et_éemps de préparation = 12 h
- L 'étude de 1 activite enzymatique de cette pepsine sur un

substrat standard (B.5.A) et sur les protéines de poisson a

aboutli aux conditions optimales suivantes:

« pH d activité = 1,5

. température = {48*"c

- La réaiisatiom de plusieurs essais d’ hydrolyse a 17échelle duo
laboratoire a montré gue le rendement d ‘hydroiyse est affecté par
1 "ensenble des facteurs suwivantss |

le rapport (mugueuse en poids sec/rejet en poids humide)
influe considérablement sur le rendement d'hydrolyse.
La valeur optimale de ce rapport est 2/100 donnanmt wn taux
d'hydrolyse de 1 ordere T.H = 834 .

Four le rapport en poids rau/rejet, nous constatons que
plus ia valeur de ce dernier est élevée, plus Iz {aux d'hydvalyse
e=t faible. L& rapport 1/1 donne les meillewrs résultats lors de

nos essais d hydrolyse.
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Guant & la vitessé d agitation du eelange r&actionnel, wne
hydrolyse o) 1l agitation est fixdée a 300400 tr/min, on obibtient
wr Laux d'hydeolyse présque deux fois meilleur que celui obibonua
lors d une hydrolyse sans agitation.

La qgualitéd du substrat inlue aussi sur e  rendoement
dhydraolyse. En effet, guand le taux de graisse du réjet est
important (3 partir de 4%}, le rendeﬁent d“hfdrulyse subit une
cherte nptable.

Ennfin, le paramétre temps d hydrolyse ou 1”0& constate
que la variation du taux d'hydr01y5e atteind son palier au Bout
de quatre heures.

Une fois les conditions optimales d hydrolyse détermindes,

1 '"hydrolyse enzymatique du rejet salide de la pmisﬂnnnerielgaﬁ
la pepsine brute a 1 échelle semi—pilote a montré la complexité
dey prcasouns eb la dﬂffi%ult@ de la maitrise des divers paramétres
intervenant au cours de 1 7essail- d hydrolyse. En effemm;la Chute
du taux d hydrolyse de B3Y obtenu & échelle laboratoire, a3 &34
obtenu a échelle semi-pilote dans des conditions semblables
confirme nos prééédemtes rema it quUes .

I plus, l’analyse en acides aminés de 1 hydrolysat, a montreé

la présence de tous les acides aminés essentiels, A4 1 'exception
g la cysteins, en quantités satisfaisanté. Ce qui permet

d envisanaer 1 emplol de cet hydrolysat comme addi€if alimentaire

paur 1’'élevage du bétail.
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Les objectifs assignés a ces travaux, & savoir lgﬁproductimn
d'une enzyme brute a partir de 1 'estomac de mouton ét son utili-
sation dans des conditions optimalgs préalablement détermineges,
pour lfhydrolyae des rejets de poissonneries, ont &teé atteints.

Le changement d'échelle allant du laboratoire au semi-—-pilote
a conduit a une chute des taux d 'hydrolyse de 83%Z a &3%.

Ces derni1ers reésultats ont montéés toute la difficulté pour
egtablir des bilansg éconamiqués du procédé et cela m@me en se
basant sur des expériences & 1'échelle semi-pilote.

11 apparait,‘ainsi, que toute étude économique ne sera
représentative que si elle est menée dans des conditions assez
pLochés déé conditions industrielles. Cependant,il est important
de signaler que 1 'enzyme préparés dnnneraif des résultats p}ué |
performants si elle atait purifiee. Cela permettrait d'améliorer
considerablement les perfﬁerHCES du procéedé. Cet ake de recherche
est parmi nos prochalns objectifs. De m@me, 1 intégration d une
technigue A& membréne telle 1l 'ultra—-filtration dans le procéde
pour. d’'une part, séparer les acides aminés du m&lange réactionnel
et d' autre part, augmenter le rendement de 1'hydrolyse ecst
actuellem=nt en cours d étude. Enfin., l'analyse compléte des

constituants du melange reéactionnel figure parmi nos futurs

oreoccupations au vue de la complexite de 1l opeération et des
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movens mateéeriels importants necessaires pour mener a4 bien ce

travail.

En parallele., un axe de recherche aussi important gue ceux
préalablement citéd sera entrepris, 4 savair, 1 hydrolysat
obténu apres Eécﬁaqe par une methode adégquate ( pulvérisation
ou autre) devra étre testé sur sa valeur nutritionnelle sur des
batteries d animaux en plein croissance pour estimer'ﬁéellement

1 "impact de 1 hydreolysat sur 1l alimentation du bétail.
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THECNIQUES DE NUMERATION DES MICRO-~ORGANISMES

.1—7Numéfation en milieu liquide . Méthode de Mac Grady "
é;;;;—;;;;;;;—;;;1;;;-;;;-;;lutions ¢t est basée sur le fait
qu' aprés ensemencement d'un miligu liquide toute crecissance
microbienne indique la présence d'au moins un germe.
Deux tubes du milieu de culture sont ensemencés par 1 ml de
chaque dilution. Aprés culturé on procéde & la lecture des
résultats. Les tubes présebtant une croissance sont comptés
positisfs et les autres négatifs.
Pour chaque série de cultures issues de la mé@me dilution on
compte le nombre de tubes positifts soit: 0, 1, ou 2.
On compose aleors un nombre caractéristique, il est formé par les
chiffres correspondant & trois dilutions gsuccesaives, la premiére
dilution étant la plus concentrée ayant donné un résultat positif
pour les deux tubes..

Par exemple, soit le cas d'une dilution en double, nous obtenons

les résultats suivants:

N -1 - - -
Dilution d' ensemencement : 1 10°% 10 10" 10°% 0%
: A -1 -3 % -5 _¢
Dilution dans le tube : 10 10 10 10 10 10
de culture :
+ + + + - -
+ + + - - -
2 2 [2 1 0 ] 0

Le nombre caractéristique sera: 210.



Des tables élaborées par Mac Grady donnent pouf -chaque nombre
caractéristique le nombre de cellules le pius.probable dans 1 ml

du.tube correspondant au premier chiffre du nombre caractéristique
Au nombre 210 correspond le chiffre 6,0. Donc la dilgtién 10 con-

tient 6 ger/ml. D'ou la suspension de départ contient 6.10 ger/ml

2- Numération en milieu solide

cette méthode est bédsée sur le fait qu'une cellule, placéde sur
un milieu solide donnera naissance A& une colonie macroscopiquement
visible. -
Deux boites de petri sont ensemencées par 1 ml de chaque diluﬁibn
ensuite le milieu gélosé est coulé en surfusion et mélangé unifor-
mément avec 1'inoculum,
Aprés culture on prcéde & la lecture des résultats. Le comptage

de colonies se fait & 1'aide d'un compteur électronique.
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