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Introduction

Les enzymes sont des catalyseurs de la cellule vivante. Elles jouent un role trés
important dans la vie des étres humains car elles accélerent de nombreuses réactions
métaboliques des maticres végétales et animales, et sont d’usage trés important aussi dans
les industries alimentaires, particulierement industries des boissons [1]. Elles sont aussi
présentes dans les matiéres premiéres dont elles influencent la saveur, la texture, la
couleur, ainsi que les propriétés de conservation. D’autre part, les enzymes sont utilisées
comme des auxiliaires techniques pour accroitre la qualité des produits, telles que les
propriétés nutritives ainsi que les propriétés physico-chimiques comme la viscosité. Les
enzymes sont également utilisées pour 1’analyse des aliments et des fluides biologiques,
notamment sous la forme de capteur biologique (mesure de glucose). De plus en plus, les
enzymes sont impliquées dans la synthese de molécules bio-organiques et dans la digestion
(ex : décomposition) de biopolyméres tels que I’ADN et les protéines pour faciliter leur
analyse structurale est ’application enzymatique : la digestion enzymatique des protéines

pour leur caractérisation par cartographie peptidique.

Toutefois, 'utilisation de ces catalyseurs présente des limites. Outre le cout de
I’enzyme et son instabilité a 1’état libre, la catalyse enzymatique dépend des conditions
réactionnelles difficilement maitrisables a des échelles industrielles (pH, température,
présence d’inhibiteurs, etc.). En réponse ces inconvénients, I’immobilisation de ces
biocatalyseurs est une solution pouvant permettre une meilleure intégration des procedes
biocatalytiques a I’échelle industrielle. La capacité de retenir ou de récupérer des enzymes
permet de séparer le biocatalyseur du produit, permettant ainsi des procédés continus, et
empéchant la transmission de protéines enzymatiques ou d'activité indésirée aux étapes
ultérieures du procédé. L'immobilisation peut également améliorer la performance

enzymatique dans des conditions optimales de réaction du processus industriel.

Ainsi, D’objectif de notre étude est de développer un nouveau  support
d’immobilisation (silice élaborée par sol-gel) d’une enzyme (la pepsine) qui vise
I’amélioration de sa stabilité et pouvoir catalytique. A cet effet, plusieurs conditions

d’immobilisations ont été testées (milieux catalytique et conditions réactionnelles).

Le présent manuscrit est constitué de trois chapitres. Dans le premier chapitre, une
étude bibliographique détaillée sur I’immobilisation et la méthode sol-gel. Le second
chapitre traite la partie expérimentale ou sont exposés le matériel et les méethodes utilisés

durant la phase pratique de notre étude. La discussion et l'interprétation des résultats
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expérimentaux obtenus sont présentées dans le dernier chapitre. Et enfin, le manuscrit se
termine par une conclusion résumant les principaux résultats obtenus et d'éventuelles

perspectives.
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I.1. Immobilisation des enzymes

L’immobilisation des enzymes a trouvé plusieurs applications industrielles, en chimie
analytique [2], clinique [3], en environnement [4] et particulierement en industries
chimiques (digestion protéolytique). L’immobilisation des enzymes a ¢été utilisée en
électrochimie, dans le bioréacteur a deux phases liquides, en chromatographie d’affinité et
dans des biocapteurs. La question qui se pose toujours lors de I’immobilisation des
enzymes, est de savoir si I’enzyme conserve ses caractéristiques enzymatiques (activité et
stabilité) aprés immobilisation. Plusieurs études [5] ont été reéalisées dans ce domaine,
celles-ci démontrent que généralement la stabilité de 1’enzyme immobilisée augmente
(stabilité thermique), alors que D’activité diminue. La stabilité thermique permet la
flexibilité de manipulation dans le domaine de la digestion protéolytique. Par exemple, la
diminution de I’activité dépend de la technique d’immobilisation utilisée, du changement

de conformation de la protéine et /ou de I’interaction entre enzyme et le support.

Dans la littérature, on trouve plusieurs techniques démontrant comment une enzyme peut
étre immobilisée sur un support insoluble dans 1’eau (adsorption, inclusion, réticulation).
En générale, 'immobilisation aide les chercheurs a modifier une surface, a diminuer la
perte d’enzyme en la fixant sur le support selon le besoin analytique, et ceci est un

avantage dans le domaine industriel.

I.1.1. Techniques d’immobilisation

De nombreuses méthodes d'immobilisation sont connues, dont les principales sont

[6]:

e Immobilisation par liaison
e Inclusion

e Réticulation

Voire figure I.1.
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Adsorption Réticulation Inclusion
Adsorption  liaisons liaison micro encapsulation  emprisonnement
Physique ioniques covalentes dans une matrice

Figure 1.1 - Techniques d’immobilisation [6]
a. Immobilisation par adsorption

C'est la plus ancienne méthode d’immobilisation. Elle consiste en la rétention d'enzyme sur
une phase insoluble dans I'eau par une liaison chimique ou physique (figure 1.2). Dans
cette méthode, la quantité d’enzyme retenue et 'activité sont extrémement variables et sont
évidemment en fonction de la nature du support. Selon le mode de couplage, ce procédé

peut étre classifié de trois maniéres :

e Immobilisation par adsorption physique
e Immobilisation par liaison ionique

e Immobilisation par liaison covalent

-
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@ )

Support solide

Enzyme

\— _/

Figure 1.2 - Immobilisation par liaison [7].

» Adsorption physique

L'adsorption physique demeure la méthode la plus simple et la plus rentable [8]. Dans ce
procédé, I’enzyme est retenue a la surface d'un corps adsorbant minérale ou organique
grace a différents types de liaisons : interactions de Van der Waals, interactions
hydrophobes, liaisons hydrogenes, transfert de charge, échange de ligands, chimio-sorption
[9]. Différents supports tel que chitosane [10], kaolin [11], la celite [12], carbonate de
calcium [13] ont été exploités pour I'immobilisation des enzymes; ils sont trés variés tant
de point de vue de leurs structures chimiques que du point de vue de leurs propriétés
physiques (densité, granulométrie, porosité, etc.). Cette technique est simple, réversible,

mais la fixation n'est pas spécifique et les risques de désorption sont importants.
» Immobilisation ionique

Les enzymes portent, par leurs résidus d'acide amine, des charges ioniques qui peuvent se
préter aux phénomenes d'échange d'ions. Ces interactions seront tres dépendantes du pH du
milieu en raison du caractére amphotere des résidus d'acide aminés. La différence
principale entre I'immobilisation par adsorption et I’immobilisation ionique est que la force

de liaison entre le support et lI'enzyme est beaucoup plus forte pour cette derniére.
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Différents polysaccharides et polymeres synthétiques ayant des centres d'échange d'ion
sont habituellement utilisés comme supports [6].

» Immobilisation par liaison covalente

L'immobilisation par liaison covalente a été développée dans le souci d'obtenir des liaisons
trés solides entre enzyme et support. Pour la réalisation de la liaison covalente il faut une
activation préalable soit du support, soit de I'enzyme, car les groupes fonctionnels de
I'enzyme ne sont généeralement pas suffisamment réactifs mais c'est surtout I'activation du
support qui a fait I'objet des nombreuses études, car l'activation des groupes fonctionnels
de l'enzyme est délicate et peut conduire a la dénaturation de 1’enzyme. Différentes
supports tels que la silice [14], Eppergit (résine absorbante) [15], carboxymethylcellulose

[16] ont été exploités pour cette technique.

b. Immobilisation par réticulation

En traitant une enzyme par un agent chimique hydrosoluble bi-fonctionnel et susceptible
de réagir sur les groupements fonctionnels libres de celui-ci, on obtient un réseau
enzymatique tridimensionnel insoluble (figure 1.3). Le glutaraldéhyde est un agent de

réticulation parmi les plus utilisés [17].

7

Figure 1.3 - Immobilisation par réticulation [18]

)
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Cette méthode a I'avantage de fournir des dérivés insolubles constitués presque
exclusivement d'enzyme. Malheureusement les produits sont gélatineux et difficile a filtrer
et leurs propriétés mécaniques sont mediocres. En outre une trés importante perte d'activité

enzymatique accompagne la réticulation.
c¢. Immobilisation par inclusion

Le principe de l’inclusion est de retenir I’enzyme prisonniere dans la matrice d’un
polymére ou dans une microcapsule. Plusieurs polymeres, entre autre, chitosan, le gel

depolycrilamide et le gel d’amidon sont utilisés

*

% Immobilisation par micro encapsulation

L’enzyme en solution aqueuse est enfermée dans des microcapsules sphériques,
dont la paroi est une membrane semi —perméable qui peut étre liquide ou solide (figure

1.4). Cette membrane retient I’enzyme mais laisse passer substrat et le produit [19].

— )

- \\
\ /,6\\
0,'\ !
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Figurel. 4 - Immobilisation par microencapsulation[18 ]

X Emprisonnement sur une matrice

L'enzyme est dissoute dans une solution aqueuse d'un monomére et d'un réticulant, la
polymeérisation est ensuite effectuée dans des conditions moins dénaturantes possibles, on

obtient un réseau macromoléculaire tridimensionnel dans les mailles duquel lI'enzyme se
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trouve retenu de fagon plus ou moins efficace. Cette technique est simple et tres utilisée
pour diverses enzymes, mais les risques de fuite ne sont pas négligeables, si les mailles du
réseau sont larges. De plus on observe souvent une dénaturation importante de lI'enzyme
due a une réaction du polymere avec les groupes fonctionnels responsables de la protéine
[19]

Figure 1.5 - Emprisonnement dans une matrice [18]

1.1.2. Intérét des enzymes immobilisées

L’industrie actuelle montre un grand intérét pour 1’utilisation des enzymes insolubles [20].

Les avantages des enzymes immobilisées sont varies. Les avantages majeurs sont :

e Les enzymes immobilisées peuvent étre séparées facilement de substrat et de
produit de la réaction se qui permet un meilleur contrdle de processus [21-26].

e Les enzymes immobilisées peuvent étre réutilisées plusieurs fois, dans des réacteurs
batch ou dans des processus continus, sans perte d’activité au cours d’une longue
période [27,28, 29].

e L’immobilisation permet de compenser le cout élevé de 1’enzyme, surtout dans le
domaine analytique [30].

e [’immobilisation provoque généralement une amélioration de la stabilité thermique
de ’enzyme et confére a I’enzyme une résistance élevée a la dénaturation [31,32].

e L’immobilisation peut allonger la demi-vie des enzymes.
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e Les systtmes a enzymes immobilisées sont de bons modeles pour 1’étude des

cinétiques enzymatiques in vivo [28].
1.2. Procédé sol —gel

La premiere description de la synthese sol-gel remonte & 1845 lors de la découverte
de la conversion en verre solide de 1’acide silicique exposé a I’air humide par le chimiste
francais J-J Ebelmen [33, 34]. Il fit réagir SiCls avec 1’éthanol pour former le tétra éthyle
orthosilicate (TEOS), 1’un des précurseurs couramment utilisé de nos jours lors de la
synthése de matériaux par voie sol-gel [35-44]. Cependant, il a fallu attendre prés d’un

siécle pour que le procédé soit repris et utilisé par I’industrie verriére.

Le premier brevet sol-gel a été déposé en 1939 par la société allemande Schott Glaswerke
pour la réalisation de rétroviseur [35]. Beaucoup d’autres produits ont suivi comme
des revétements antireflets, des vitrages autonettoyants, des résistants a la rayure ou a la

corrosion.

Ainsi, la méthode sol-gel a connu un essor considérable qui s’étend encore dans plusieurs
catalyse, domaines technologiques, en particuliers [’optique, 1’¢électronique, les
biomatériaux [45-48]. On peut ainsi via le procédé sol-gel, aussi appelé chimie douce
[49,50] d’élaborer une grande variété de matériaux sous différentes formes (monolithes de
verres ou de céramiques, fibres, composites, gels poreux ou membranes, films ou couches

minces, poudre.....) (Figure 1.6).

-
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Figure 1.6 — Etapes suivies durant le procédé sol-gel.

Une autre définition du procédé est de le décrire comme étant une voie colloidale de
synthése de céramiques dans laquelle les étapes intermédiaires comportent un sol ou un gel
[51].

Le sol

L’¢tat "Sol" peut se définir comme une dispersion stable d’espeéces au sein d'un solvant.
Une dispersion de particules colloidales ou d’entités moléculaires d'une taille qui doit étre
suffisamment petite pour que les forces responsables de la dispersion (mouvement
brownien, interaction de Van der Waals) ne soient pas surpassées par la gravitation (restent
supérieures aux forces de gravitation). L’agrégation ou la polymérisation de ces
précurseurs conduit a la formation d’un réseau tridimensionnel interconnecté et stable,

appelé gel [52, 45,53].

|
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Le gel

Le gel est défini comme étant une structure tridimensionnelle renfermant du solvant de
sorte que, macroscopiquement, le milieu semble monophasé. Cet étant résulté de
I’agrégation des particules et ce phénomene est dd aux collisions de ces derniéres a la suite
de leur mouvement brownien. Les agrégats, alors formés, emprisonnent le solvant dans un
réseau en trois dimensions et on parle alors de cage de solvant. Si le réseau solide est
constitue de particules colloidale, le gel est dit colloidal le réseau est constitué de

macromolécules, le gel est dit polymérique.
Le sol-gel

Une abréviation des deux termes "solution-gélification" ou le sol (la dispersion d’un solide
insoluble ou I’addition d’un précurseur qui réagit avec le solvant) est une suspension
colloidale d’oligomeére et le gel est obtenue par 1’évolution du sol par le biais de réactions

chimiques (hydrolyse et condensation).

Figure 1.7 - Représentation schématique de Sol—gel
1.2.1.Mécanismes réactionnels du sol-gel

La connaissance de différentes étapes de formation de I’oxyde permettra par la suite de

comprendre le rdle de chaque constituant des solutions élaborées [54].
Le mécanisme chimique de transformations se décompose en deux étapes [45,55].

e L’hydrolyse qui correspond a la réaction d’activation ;

&
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e La condensation qui est I’étape de croissance des chaines

Afin d’obtenir une vitesse de réaction appropriée, on ajoute un catalyseur ou, au contraire,

un inhibiteur de réaction.
» L’hydrolyse

Une réaction entre une molécule d’eau et un alcoxyde, permettant 1’apparition d’une
molécule d’alcool. Pour que les alcoxydes puissent se condenser a température ambiante,
I’hydrolyse des groupements -OR doit débuter les processus réactionnel équilibré, en
condition neutre. Cette étape est nécessaire pour donner naissance au groupement

hydroxyles-OH :

M-(OR) n+H,0 ———— HO-M-(OR)y1+R-OH

Figure 1.8 — Processus d’hydrolyse

L’hydrolyse est une substitution nucléophile d’un ligand —OH a un ligand -OR. Elle
s’accompagne d’une consommation d’eau et d’une libération d’alcool, au cours de cette

étape, on crée la fonctionnalité du précurseur vis-a-vis de la polycondensation
» La condensation

Les groupements-OH générés au cours 1’hydrolyse (partielle ou totale) sont de bons
nucléophiles, ils vont se lier entres eux par une réaction de condensation, cette réaction se
poursuit jusqu’a la disparition totale des groupements-OH ou OR au profit des pontages

métal-oxygéne-métal et conduit a une structure continu hydroxyles terminaux.

-
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(OR) n-1 —M-OH+RO-M-(OR) n-1 _’(OR) n-1 —M-O-M-(OR) n-1+R-OH

(OR) n-1'M'OH+HO-M-(OR) n-1 —_—> (OR)n-l'M'O-M-(OR)n-l +H,0

Figure 1.9 — Processus de condensation

Ces mécanismes dépendent naturellement de la concentration en catalyseur et des
contraintes stériques inhérentes a la nature de 1’alcoxyde. Lorsque ces deux réactions sont
achevées, on obtient un gel. La transformation de la solution en un amas polymérique

solide est alors généralement appelée la transition sol-gel.
» Latransition sol-gel

Le schéma généralement adopté pour la gélification est celui de chaines polymérigques en
croissance qui s’agglomeérent par condensation et forment des amas. Au cours de
I’avancement des réactions d’hydrolyse et de condensation, des amas polymériques, dont
la taille croit avec le temps, sont créés. Lorsque 1’un de ces amas atteint la dimension du

contenant réactionnel, la viscosité devient infinie : ¢’est le point de transition sol-gel.

D’un point de vue macroscopique, la transition peut étre suivie par 1’augmentation de la
viscosité de la solution. L’amas solide formé a partir de la solution de base peut alors étre
vu comme une imbrication des chaines polymériques formant une structure solide
désordonnée. Cette structure contient encore des masses liquides emprisonnées. Leur
élimination se fait par évaporation. Comme toute réaction chimique, la transition sol-gel
est sensible a son environnement, tel que la température ou I’humidité, ce qui peut modifier

la cinétique des réactions mises en jeu.
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Figure 1.10 - Caractéristiqgue macroscopique de la transition sol-gel [56].

La diversité de la méthode sol-gel se situe dans le nombre de parameétres qui peuvent étre

modifiés dans chaque étape du processus, afin d’obtenir un matériau spécifique avec des

meilleures caractéristiques catalytiques.

1.2.2.Les voies de synthéses

Dans une préparation sol-gel, selon la nature des précurseurs moléculaires utilisée, on

distingue deux voies de synthese [57, 58] : inorganique et organométallique.

» Voie inorganique ou colloidale :

Le précurseur utilisé est un sel métallique tels que les nitrates, les sulfates, les chlorures, ou

encore les acétates ; dissout dans une solution aqueuse. Les précurseurs inorganiques

requierent une élimination supplémentaire des anions inorganiques apres réaction sol-gel.

» Voie métallo-organique ou polymérique :
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Elle permet a partir d’al oxydes métalliquement solution organique, d’obtenir des gels.
Cette voie est relativement colteuse mais, permet un contrOle assez facile de la

granulométrie.

Dans les deux cas la réaction est initiée par hydrolyse, elle donne lieu a la formation des
groupes M-OH, puis intervient la condensation permettant la formation de liaisons M-O-M

Les précurseurs les plus souvent utilisés dans le procéde sol-gel sont des alcoxydes
métalliques de formule générale M(OR) » ou M : désigne un métal de valence n et R une
chaine alkyle de type (-C n Hzn+1) [59].

Les précurseurs peuvent étre d’une trés grande pureté et présenter une solubilité élevée

dans une grande variété de solvant organique.
1.2.3. Paramétres influencant la cinétique des réactions

Ces cinétiques de réaction dépanadant de plusieurs parameétres dont il faudra tenir compte

lors de la mise en ceuvre du procéde :
» Latempérature :

La température est le premier parametre a considérer qui intervient dans toute réaction
chimique. Le fait d’augmenter la température accélére les réactions d’hydrolyse et

condensation, mais affecte trés peu la structure des matériaux formé.
» La concentration et le type d’alcoxyde :

ce choix se fait en fonction de la réactivité de 1’alcoxyde ou (précurseur) et du type
d’échantillon que I’on veut élaborer .La concentration dans le sol, quant a elle est surtout
importante lors de la condensation : plus elle est faible, plus les molécules aptes a se lier

sont éloignées les unes des autres, ce qui retard les réaction.
» Influence du pH :( Choix du catalyseur)

Le pH jouer le rdle important dans 1’évolution des réactions : Les ions H3O" et OH n’ont

pas la méme influence sur les deux types de réaction : Le cation H3zO™ attiré par I’oxygeéne,

.
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facilite la substitution des groupes OR et donc I’hydrolyse, tandis que 1’anion OH" attiré
par le métal M électronégatif, privilégie la formation de liaison par condensation [60].

En résumé, on peut dire qu’un milieu acide favorise I’hydrolyse, alors qu’un milieu
basique accélére la condensation et meéne a des d’amas caractérisés par une forme
sphérique. La catalyse agit donc directement sur la forme du matériau élaboré .ce facteur
interviendra également de facon importante sur la porosité du matériau final, ce qui

conditionnera partiellement les propriétés physique [61].

Catalyse acide

Catalyse basique
: &
Figure 1.11 - Différents assemblages possibles des amas polymériques suivant le type de

catalyse [60]

> Lesolvant:

Les alcoxydes ne sont pas miscibles dans 1’eau. Il est donc nécessaire de mélanger les
précurseurs, 1’eau et le catalyseur dans un solvant commun .Le choix du solvant est
également dicté par des impératifs de procédé (facilité de séchage, intégrité du matériau
final), de toxicité éventuelle ou de contraintes environnementales (émission de composes

organiques volatils).

1.2.4. Etapes de formations de sol-gel :

=
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e Gelification et structure de gel :

La gélification est déterminée comme étant 1’instant pour lequel le réseau solide constitué
est suffisamment rigide pour résister a la gravitation alors que le film contient encore une

fraction importante de solvants [45].

Les réactions conduisent a la gélification et a la formation d’un gel constitué¢ de chaines M-
O-M (ou M-OH-M) et dont la viscosité augmente au cours du temps. Ce gel contient
encore des solvants et précurseurs qui n’ont pas réagi. La phase solide est typiquement un
sol polymérique condensé ou les particules se sont enchevétrées pour former un réseau

tridimensionnel.

Avant que I’état de gel ne soit atteint, le systéme est dans 1’état liquide : il est constitué¢
d’un mélange d’oligoméres colloidaux et de petites macromolécules ainsi que, selon le
degré d’avancement de la réaction de polymérisation, de différents monomeres
partiellement hydrolysés. Le solvant, avec des liaisons chimiques assurant la cohésion
mécanique du matériau en lui donnant un caractére rigide, non déformable (un gel peut
présenter un caractere élastique, mais pas de viscosité macroscopique). Le gel correspond a
la formation d’un réseau tridimensionnel de liaisons de Van der Waals. Le temps

nécessaire au « sol » pour se transformer en « gel » est appelé temps de gel (ou point de

gel).
e Vieillissement

Le vieillissement représente la durée entre la formation du gel et 1’élimination du solvant.
Tant que le liquide est intérieur des pores, un gel n’est pas statique et peut subir beaucoup
de transformations [45, 62]. Pour les gels dérivants des alcoolates, la condensation entre les

groupements fonctionnels continue a se produire apres “’le point gel”’.

Le processus de vieillissement dépend de la température, du temps et du pH du liquide
dans les pores. C.J.Brinker et al. [63] ont montré que ces parameétres peuvent changer la

structure poreuse des gels secs de silicates et d’aluminosilicates.

e Séchage
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Une fois gélifié, le matériau subit le séchage di aux forces capillaires dans les pores et ce
séchage entraine un rétrécissement de volume. Le procédé de séchage permettant
I’obtention du matériau sol-gel nécessite que 1’alcool ou I’eau puisse s’échapper en méme
temps que le gel se solidifie. Le procédé d’évaporation se produit grace aux trous et aux
canaux existants dans le matériau sol-gel poreux. Il existe plusieurs types de séchage

permettant d’obtenir des types de matériaux différents :

Xérogel : séchage classique (évaporation normale) entrainant une réduction de volume
allant de 5 a 10%.L évaporation du solvant permet la formation d’un Xérogel auquel on
peut faire subir un traitement thermique a température modérée afin de densifier le
matériau. Les températures de densification dépendent fortement du type de matériau et
des propriétés recherchées. Le sechage du gel constitue une étape délicate. Il est important
que le solvant s’évapore trés lentement afin d’éviter la fragmentation du xérogel. La
réalisation d’un matériau solide est donc difficile en raison des tensions internes

apparaissant lors du sechage et pouvant entrainer la fissuration du matériau.

Apres évaporation du solvant dans des conditions normales de température et de pression,
il ya effondrement de la structure et on obtient xérogel (figure 1.12).La distribution
homogene des éléments au niveau du sol est conservée lors de la transition sol-gel. La

calcination du gel permet ainsi d’obtenir une poudre de I’oxyde désiré

Aérogel : séchage en conditions critiques (dans un autoclave sous pression élevée)
n’entrainant pas ou peu de rétrécissement de volume. L’évacuation du solvant dans des
conditions supercritiques conduit a la formation d’un aérogel n’ayant subi aucune
densification. On obtient ainsi un matériau trés poreux avec des propriétés d’isolation
exceptionnelles. Le passage d’un sol au gel, dont la viscosité peut étre controlée, permet
également la réalisation de fibres et de films divers supports par trempage ou vaporisation
[60].
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Figure 1.12 - Développement de matériau de propriétés distinctes par différentes méthodes

de séchage.

1.2.5. Avantage et inconvénients de la méthode sol-gel

Les avantages de ces méthodes sont multiples faisant d’elles des méthodes trés convoitées,

on cite :

e Grande pureté du produit final ;

e Basse température du procédé ;

e Composition du matériau final contrélable a I’échelle moléculaire ce qui n’est pas
le cas avec des méthodes conventionnelles ;

e Faible investissement en capital ;

o Facilité de production de systéemes dotés de composés multiples ;

e Grande maitrise du dopage ;

e Faible épaisseur du revétement.

Malgré ces avantages, la technique sol-gel présente les inconvénients suivants:

Prix élevé de précurseur organometallique ;

Réactivité des précurseurs vis-a-vis de I’humidité ;

Temps de procédé souvent long ;

Retrait / fissuration lors du séchage ;

=
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e Apparition de craquelures et de fissures ;

e Toxicité de certains précurseurs.

.
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Afin d'élaborer les échantillons de la silice ainsi que ceux de la pepsine immobilisée
dans la silice, les produits chimiques et le matériel de préparation utilisée sont décrits dans

cette partie du manuscrit.
I1.1. Produits et matériel utilisés

Les produits chimiques utilisés soit pour la préparation du gel de silice, soit pour le

substrat de I'enzyme sont répertoriés dans le tableau 11.1.

Tableau I - Produits chimiques utilisés

Produit Image/Photo du produit

Agent de condensation : Hydrochlorique
acide (HCL) (SIGMA-ALDRICH) & 37%,
d=1,2g /ml, incolore.

Solvant : Ethanol absolu (C2Hs) (SIGMA-
ALDRICH) a 99,8%, incolore et d’odeur

caractéristique.

Précurseur : Tétra-éthyle- ortho-silicate
(TEOS) (SIGMA-ALDRICH) a 99% et
d :0,933% , incolore, d’odeur
caractéristique et de formule chimique
Si(OCH2CH3)4

Agent d’hydrolyse : Eau distillée, incolore
et inodore.
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Produit Image/Photo du produit

Substrat : Hémoglobine bovine (SIGMA-
ALDRICH)
Solubilité :H.O ,Soluble :20mg /mL.

Citrate tri sodium

Enzyme : Pepsine

Acide citrique

Pour la préparation des échantillons de cette étude, le matériel utilisé est :

- pH-metre (BANTE instruments) : Pour les mesures de pH des solutions;
- Thermometre ;

- Micropipette de 1000 pL ;

- Centrifugation de marque Sigma 1-14 ;

- Bain marie de marque memmert ;

- Spectrophotométre de marque SECOMAM.

E
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Pour la préparation finale et la caractérisation de la solution enzymatique, le gel de silice et
I'enzyme de la pepsine introduite dans le gel de silice, déférents techniques et appareillages

ont été utilisés, on cite :

Centrifugation : Pour séparer la solution enzymatique, la centrifugation a été realisée par

une centrifugeuse de paillasse de marque Sigma 1-14 (figure 11.1).

Figure I1.1 - Centrifugeuse

Bain marie : I’incubation a été faite dans un bain marie de marque memmert (figure 11.2).

Figure 11.2 - Bain marie

Spectrophotometre :Pour calculer l'activité enzymatique de la pepsine avant et aprés
introduction dans la silice, la mesure de l'absorption optique a été obtenue, a 280 nm
comme onde d'excitation, par un spectrophotomeétre de marque SECOMAM (figure 11.3).

E
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Figure 11.3 - Spectrophotometre

11.2. Elaboration des échantillons
11.2.1. Préparation de gel de silice
La préparation de gel de silice a été réalisée comme suit :

e Prélever le volume nécessaire de TEOS ;

e Mélanger le TEOS avec de I'éthanol a la température ambiante avec un rapport
volumique de (1: 3);

e Ajouter de I'eau distillée pour amorcer le processus d'hydrolyse de la solution ;

e Raccourcir la condensation et accélere la gélification par I'ajout de quelques gouttes
de HCI ;

e Verser la solution obtenue dans des boites adéquates loin des impuretés et des

pousSieres ;

Selon la température ambiante et apres quelques temps, de la silice est obtenue (figure
11.4).

Figure 11.4 - Gel de silice élaboré par sol-gel

E
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11.2.2. Immobilisation de I'enzyme

L’étude de I’activité enzymatique de la pepsine libre et immobilisée a été faite a partir de la

quantification de la tyrosine soluble libérée durant la dénaturation de I’hémoglobine.
a/Préparation du substrat :

e Dissoudre 500 mg de I’hémoglobine bovine dans 100 ml de I’eau distillé ;
e Ajouter I’HCI (0,3M) a la solution de I'némoglobine avec un rapport volumique de
(1:4);

e Centrifuger le mélange a 1000*g pendant 10 min.
b/Préparation de la solution pepsine :

Cette solution a été préparée a partir de 1’ajout de 0,5mg de I’enzyme (la pepsine) a une

solution tampon citrate a différents pH.
c/Préparation de I’acide TriChlorohydrique (TCA) :

La solution TCA a été préparée par la dissolution de 5 mg de TCA dans 100 ml de 1’eau
distillé.

Pour I’étude de I’activité de la pepsine libre, les échantillons ont été préparés avec un
mélange d’un volume de substrat et un volume de la solution enzymatique, et pour ceux de
la pepsine immobilisée, les échantillons ont été préparés avec ’ajout d’un volume de
substrat a I’enzyme immobilisée dans le gel de silice a différents diametres. Pour les deux

expériences |’incubation a été faite pendant une heure.

L’étude de I’influence de pH a été réalisée avec des échantillons préparés a différents pH

(0,5-7) et & une température d’incubation de 40 °C.

L’¢tude d’influence de température a été faite a partir d’incubation des échantillons a

différentes température et a pH optimal obtenu dans la premiére étude.
Et enfin, ’hydrolyse a été arrétée a partir de ’ajout de 0,5 ml du TCA a5 %.

Pour le test d’inactivation. Les échantillons ont été préparés aux conditions optimales (pH,
température et diamétre) avec des mémes rapports de volume que les premiéres

expériences et pendant 24 heures d’incubation.

-
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L’estimation de I’activité de la pepsine, dans le surnageant, aprés la centrifugation a
1000*g pendant 10 min a été mesurée selon I'équation suivante (Anson 1938, Han et al.
2015) :

., . (A échantillon—A témoin)*100
% de l’activité enzymatique=

A échantillon
Logiciels utilisés

Les résultats obtenus ont été traités par Microsoft Excel pour la présentation des graphes et

les résultats de I’activité enzymatique.

e
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Dans ce chapitre sont présentés les résultats obtenus durant le travail sur 1’étude de
I’activité enzymatique de la pepsine libre et la pepsine immobilisée sur le gel de silice

élaborée par sol-gel.
I11.1. Etude de Pactivité enzymatique de pepsine libre
111.1.1. Influence du pH sur ’activité de la pepsine libre

Les résultats obtenus lors de I’é¢tude d’évolution de 1’activité de la pepsine libre a différents
pH en fonction du temps sont représentés en annexes. Ces derniers nous ont permis de

réaliser les courbes représentés dans la figure 111.1.

100
90
80
(]
5 70
= H pH=0,5
2
g 60 m pH=1
[ -
s o M pH=2
S m pH=3
P
S
o B pH=5
T
e 30
p W pH=6
20 W pH=7
10
0
0 5 15 30 60
Temps (min)

Figure I11 .1 - Activité de la pepsine libre en fonction du temps a différents pH

D'apres les résultats, l'activité maximale est obtenue avec pH = 4. A pH = 5, on observe
que I’activité diminue pour atteindre 50,32 % a 30 minutes puis elle diminue tandis qu’a

pH =1, la pepsine n'est active qu'a 25 %.

E
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Cette étude montre que la pepsine est active dans tous le domaine de pH étudié.

L’évolution de D’activité enzymatique (c'est-a-dire rapportée a l'activité maximale) en

fonction du pH est montrée sur la figure 111.2.
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Figure I11.2 - Activité de la pepsine libre en fonction du pH
D'aprés cette courbe, la meilleure activité enzymatique est de 80% qui est obtenue a pH=4
L’effet du pH est du a trois action indépendantes :

Un effet de dégradation irréversible (dénaturation) de I’enzyme aux pH extrémes, causé

par des modifications de la structure spatiale de 1I’enzyme.
Un effet sur 1’état d’ionisation du substrat.

Enfin, un effet sur 1’état d’ionisation de I’enzyme : la variation d’activité en fonction du pH
est liée a la variation de 1’état d’ionisation d’un nombre restreint de groupes dissociable de

la protéine enzymatique [64].

L’évolution de I’activité enzymatique de la pepsine en fonction de pH révele deux courbes
en cloche faisant apparaitre une zone pH optimal (pH = 4) et le pH = 5 qui est aussi

important.
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Les figures I11.3 et 111.4 montrent 1’évolution de I’activité de la pepsine libre en fonction du

temps au pH optimal (4 et 5).
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Figure 111.3 - Variation de [’activité enzymatique de la pepsine en fonction du temps

depH =4

On observe I’augmentation d’activité enzymatique de 0 min jusqu'a 5 min puis l'activite
enzymatique reste plus ou moins stable a 30 min .Au-dela de cette zone, elle remonte

progressivement.
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Figure I11.4 - Activité de la pepsine libre en fonction du temps a pH =5
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On remarque que l’activit¢é commence avec un taux faible pondant les 15 premieres
minutes puis augmente jusqu’a environ 50 % a 30 min puis elle diminue jusqu'a la fin du

temps de I'expérience.
111.1.2. Influences de la température sur I’activité de la pepsine

Dans cette partie, I'étude est portée dans un milieu de pH optimal obtenu lors des

expériences de I'effet de pH, soita un pH = 4.

Les résultats obtenus pour 1’é¢tude de I’évolution de I’activité de la pepsine libre en

fonction du temps a différentes températures sont représentes dans la figure 111.5 suivante :
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Figure 111.5 - Activité de la pepsine libre en fonction du temps a différentes températures

On remarque que la température la plus élevée a laquelle I’enzyme présente une activité
maximale aprés 5 min est T = 40 °C. A noter que I’activité de la pepsine libre a été

déterminée dans du tampon acétate 0,5 M.

A 65°C, la pepsine présente une activité aussi importante qui atteint 66,47 % apres les

5 premieres minutes d'incubation.

Aprés 30min d’incubation, la pepsine présente une activité importante qui est de 59,90% a

la température de 75°C.
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Les principaux avantages d’une température optimale élevée lors de la mise en ouvre des

enzymes a I’échelle industrielle sont [65,66] :

e Vitesse de réaction plus importante, donc diminution temps nécessaire pour obtenir
un taux de conversion déterminé et augmentation de la productivité de
’installation.

e Diminution de la viscosité du milieu ce qui permet de minimiser 1’énergie dépensée
pour agiter le milieu.

e Solubilité élevée du substrat et des produits de réaction.

e Réduction des proliférations microbiennes.

La figure 111.6 représente 1’évolution de I’activité de la pepsine libre en fonction de la

température.
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Figure 111.6 — Activité de la pepsine libre en fonction la température

Les résultats montrent 1’évolution de I’activité enzymatique de la pepsine libre en fonction

de la température d’incubation.

On observe que la température influe considérablement sur 1’activité enzymatique de la

pepsine.




Chapitre 111 Résultats et Discussions

En variant la température d'incubation de 30 °C jusqu'a 80 °C, I’activité enzymatique de la
pepsine libre révéle une courbe en cloche qui présente une réponse maximale a 40 °C et

une activité remarquable a 65 °C.

L’évolution observée de I’activité enzymatique en fonction de la température résulte de

deux de deux phénomenes :

e [’activation thermique de la réaction hydrolyse.

e La dénaturation thermique de I’enzyme.

De plus, la température optimale observee dépend du temps de réaction qui ici relativement

court : 5min.

La figure 111.7 représente I'évolution de l'activité de la pepsine a la température optimale

constatée (40 °C) en fonction du temps.
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Figure I11.7 - Activité de la pepsine libre en fonction du tempsa T =40 °C

L'expérience montre que le meilleur résultat obtenu est avec la pepsine libre incubée dans
le tampon acétate a pH = 4 est pour une période d’incubation de 5 min a 40 °C, alors que

les résultats demeurent inferieures a 10 % aprés 15 minutes d’incubation.

I11.2. Etude de I’activité enzymatique de pepsine immobilisee
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L'expérience précédente a montré que les résultats de l'activité enzymatique de la pepsine
libre sont obtenus avec un pH = 4 et aussi pH = 5 a une température d'incubation a 40 °C,
pour cela I"étude de I'activité de la pepsine immobilisée dans le gel de silice a été réalisée

dans ces conditions.

111.2.1. Influences du diametre de la matrice de silice sur I’activité de la pepsine

immobilisée

La figure 111.8 montre une variation de I’activité enzymatique de la pepsine immobilisée a

pH=4 et T= 40°C dans différents diametres du support de silice (lavée au préalable avec le

pH de la réaction) en fonction du temps.
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Figure 111.8 - Activité de la pepsine immobilisée en fonction du temps a différents

diametres
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Quel que soit le diamétre de la matrice de silice, I'activité diminue durant les premiers
temps d'incubation pour reprendre apres presque 15 minutes de I'incubation. La meilleure

activité est enregistrée pour le monolithe de silice.

La figure 111.9 représente 1’évolution de 1’activité de la pepsine immobilisée dans un

monolithe de silice en fonction du temps.
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Figure 111.9 - Activité de la pepsine immobilisée sous forme de monolithe en fonction du

temps

On remarque que l’activité de la pepsine immobilisée diminue dans les 5 premiéres
minutes qui sont peut-étre di au temps nécessaire pour que 1’enzyme sera en contact avec
le substrat puis elle augmente durant le reste du temps d’incubation pour attendre un taux
de 66 %.

111.2.2. Influence de I'immobilisation sur P’activité de la pepsine

Pour étudier l'influence du support d'immobilisation sur l'activité enzymatique de la
pepsine, des expériences ont été menées dans les conditions optimales déja établies dans
les expériences précedentes. Les courbes obtenus pour cette étude de I’activité de la

pepsine immobilisée et libre sont regroupées dans la figure 111.10.
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Figure 111.10 - Activité de la pepsine libre et pepsine immobilisée a différents diametres

Il est remarquable que I’activité enzymatique de la pepsine libre évolue inversement par
rapport a celle de la pepsine immobilisée. Durant les premiéres instantes de I'expérience,
on remarque que I’activité de la pepsine libre augmente contrairement a celle de la pepsine
immobilisé pour les différents diametres du gel de la silice mais les résultats montrent que
I’enzyme immobilisée adopte une stabilité trés intéressante avec une activité remarquable

supérieure a 50 % pour les quatre échantillons.

La figure 111.11 représente 1’évolution de I’activité de la pepsine libre et immobilisée dans

un bloc de monolithe de silice en fonction du temps a pH =4 et T = 40 °C.
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L'étude montre que ’activit¢é de la pepsine libre augmente les 5 premieres minutes
contrairement pour celle de la pepsine immobilisée qui apparaitre plus élevée aprés 10
minute d’incubation. Donc l'immobilisation dans un monolithe de silice conserve une

activité enzymatique dans le temps.

La figure 111.12 représente la variation du taux de I’activité de la pepsine immobilisée en

fonction des diametres de la silice at = 0 min et t = 60 min.
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Figure 111.12 - Activité de la pepsine immobilisée en fonction du diamétre du gel de silice

Cette expérience montre que ’activité de la pepsine immobilisée est remarquable (plus de
50 %) pour les diamétres supérieurs a Imm avant l'incubation et elle est intéressante dans

le monolithe aprés 60 minutes d'incubation.
I11.3. Inactivation de la pepsine

L’inactivation sert a étudier la résistance et la durée de vie de la pepsine en fonction du

temps.

La figure 111.13 représente 1’évolution de ’activité enzymatique de la pepsine immobilisée

dans le gel de silice en fonction du temps pour le monolithe a pH =4 et T = 40 °C.
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Figure 111.13 - Activite de la pepsine immobilisée en fonction du temps

D’apreés la figure, I’activité de la pepsine immobilisée commence a diminuée a partir d’une

heure pour devenir plus ou moins constante aux environs de 3h jusqu’a 21h et en suit

diminue encore a partir de 21h pour qu’elle devienne inactive.

Cette inactivation est peut-étre dii & la présence d’agents d’inactivation (radicaux libre,

agents d’oxydation,....). Comme elle peut étre aussi inactivée si I’un des groupements du

site actif est déstabilisé.

La figure 111.14 représente I'effet de I'immobilisation sur I’activité de la pepsine en fonction

du temps.
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Figure 111.14 - Effet de I'immobilisation sur |’activité de la pepsine

On remarque que ’activité de la pepsine immobilisée et plus élevé que celle de la pepsine

libre. On peut conclure que la pepsine immobilisée est plus résistante que la pepsine libre.

Une autre expérience a été menée pour un pH =5 et T = 40 °C. La figure 111.15 représente
I’évolution de I’activité de la pepsine immobilisée dans un monolithe de silice en fonction

du temps.
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Figure I11.15 - Activité de la pepsine immobilisée dans un monolithe de silice a pH =5 en
fonction du temps
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Cette figure montre que 1’activité de la pepsine immobilisée décroit a partir de 2h jusqu’a

21h puis augmente Iégerement pour se stabilisé entre 22 h et 24 h aux environ de 20 %.

La figure 111.16 représente 1’évolution de ’activité de la pepsine libre et immobilisée

fonction du temps durant la période d’étude de I’inactivation.
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Figure 111.16 - Effet de I'immobilisation sur | ’activité de la pepsine a pH =5

On remarque que l’activité de la pepsine immobilisée est plus élevée que celle de la
pepsine libre. Ce qui signifie que cette derniére présente une stabilité importante par
rapport a ’enzyme libre avec diminution réguliere de son activité jusqu’a environ 10 %
d’activité. La légere augmentation des résultats vers la fin de I’expérience est peut étre due
non pas a l’activité enzymatique mais a ’apparition de substances interférentes qui

absorbent a la méme longueur d’onde, un résultat a confirmé !




Conclusion

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéresses a 1’étude de la pepsine libre et
la pepsine immobilisée, en utilisant une nouvelle matrice appelée la silice élaborée par la
voie sol gel. La pepsine a été immobilisée par la technique d’inclusion. Tous les verres
utilisés comme supports d’immobilisation ont été synthétisés au sein de notre laboratoire a
base du TEOS comme précurseur, et la détermination de I’activité enzymatique a été

effectuée suite a des mesures optiques a 280 nm.

Plusieurs parametres ont été étudiés tels que I’influence du pH et de la température dans le
milieu réactionnel. Les résultats de I’activité catalytique de 1’enzyme immobilisée ont
démontreé clairement sa stabilité et sa résistance dans les déférentes conditions de réaction
contrairement a I’enzyme libre qui manifeste une instabilité et une courte durée 1’activité

méme les conditions optimales.

L’immobilisation de la pepsine n’affecte pas les paramétres cinétiques de 1’enzyme,
son pH optimal ou sa température optimale, malgré la perte de son activité, mais aussi le

temps de réaction et la stabilité structurelle de I’enzyme (le maintien du site actif).

On peut conclure que les matrices de silice synthétisées par sol —gel peuvent étre

parfaitement utilisées pour I’immobilisation de la pepsine par inclusion.

Les reésultats de ce travail ouvrent une piste sur I’immobilisation des enzymes par sol-
gel et représentent un début pour poursuivre les travaux dans cet axe. Et comme

perspectives futures émergentes de cette étude :

e Etudier I’action de la pepsine immobilisée sur déferentes substrats naturels tels que
la caséine et ’ovalbumine afin de pouvoir I’exploiter dans le domaine industriel ;

e Procéder a des tests de toxicité de ces matrices en vue d’une utilisation in —vivo ;

e Mener une étude de I’immobilisation d’un autre type enzyme ou de molécules

biologiques.
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Résumé

Dans ce travail, la possibilité d’immobiliser la pepsine dans une matrice de silice élaborée par
le procédeé sol-gel est étudiée. L’étude a porté sur 1’effet de la méthode I’inclusion, sur
I’immobilisation de cette enzyme. L’activité catalytique des échantillons sur de substrat
I’hémoglobine est également menée pour vérifier la présence de la matrice.

Les résultats de 1’activité catalytique de I’enzyme immobilisée ont démontré sa stabilité et sa
résistance dans les conditions réaction contrairement a I’enzyme libre.

L’activité dépassée 77% a été obtenu avec un pH acide (pH=4) alors qu’elle a diminuée de
60% pour la pepsine immobilisée par inclusion par rapport a la pepsine libre.

Abstract

In this work, the possibility of immobilizing pepsin in a silica matrix produced by the sol-gel
process is studied. The study focused on the effect of the inclusion method on the
immobilization of this enzyme. The catalytic activity of samples on substrate hemoglobin is
also conducted to verify the presence of the matrix.

The results of the catalytic activity of the immobilized enzyme demonstrated its stability and
resistance under the reaction conditions in contrast to the free enzyme.

The activity exceeded 77% was obtained with an acid pH (pH = 4) while it decreased by 60%
for pepsin immobilized by inclusion compared to free pepsin.
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