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Les abattoirs sont une source importante de pollution en raison des rejets fortement chargés
qu'elles génerent, posant ainsi un réel probleme sur le plan écologique et environnemental. En
2012, plus de 2,87 millions de tonnes de sous-produits d’origine animale ont été générés par
les abattoirs et traités ou revalorisés (S.I.LF.C.O : Syndicat des Industries Francaises des

Coproduits Animaux).

Parmi ces rejets, certains éléments tels que le sang bovin peuvent faire 1’objet d’une
valorisation. En effet, le cruor est une source riche en protéines avec plus de 90%
d’hémoglobine, une protéine contenant des séquences peptidiques a activité biologique qui
peuvent étre utilisées comme des ingrédients fonctionnels et/ou biologiques a diverses fins :

dans I’agro-alimentaire, dans 1’alimentation pour bétail, dans 1’industrie pharmaceutique...

Contrairement a la plupart des co-produits animaux, le sang a connu un grand succes
commercial a la fois par rapport a sa collecte et sa transformation (Gémez-Juarez et al.,
1999). Du fait de sa richesse en protéines, on considére parfois le sang comme une « viande
liquide ». En effet, le sang peut étre déshydraté par un procédé d’atomisation et utilisé
directement comme ingrédient, ou peut étre concentré par coagulation. Le plasma est en
général séparé des hématies par centrifugation. Les protéines peuvent étre purifiées et

concentrées par des techniques membranaires (Dailloux et al., 2002).

L’hydrolyse enzymatique intervient dans ce contexte comme une réponse intéressante et
exploitable au niveau industriel. En effet, I’hydrolyse de 1’hémoglobine bovine par la pepsine
engendre des peptides présentant des activités biologiques diverses. L hydrolyse enzymatique
de cette protéine a montré beaucoup d’avantages et de nombreux peptides de diverses
propriétés intéressantes qui sont obtenus au cours de son hydrolyse. On peut citer: les
peptides a activité opioide (Glamsta et al., 1991; Lantz et al., 1991; Piot et al.,1992; Zhao et
al., 1994), les peptides a activité inhibitrice de I’ECA (enzymes de conversion de
I’angiotensine) identifiés par Mito et al. en 1996 et les peptides antibactériens isolés au sein
du laboratoire ProBioGEM par Froidevaux et al. en 2001, Daoud et al. en 2005, Nedjar-
Arroume et al. en 2006 et 2008 et Yaba Adje et al. 2011a,b. Le déterminant antibactérien
minimal responsable de I’activité antibactérienne de ces peptides a été déterminé pour la

chaine o (KYR) et la chaine B (RYH) de 1’hémoglobine bovine par Catiau et al. 2011a,b.

Toutefois, I’hydrolyse enzymatique d’une protéine fait intervenir des réactions composites

avec de nombreuses réactions paralléles et séquentielles qui se traduisent par des cinétiques et

-8-
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des melanges peptidiques complexes. Les peptides actifs se trouvent généralement parmi les
populations de peptides transitoires dont la séquence et la concentration sont sous contréle
cinétique. Ceci justifie I’importance des études cinétiques et de leurs modélisations pour

optimiser et favoriser 1’obtention des peptides présentant une activité biologique prononcée.

La croissance microbienne sur les surfaces alimentaires est une cause majeure de la
détérioration des aliments et la contamination bactérienne de produits laitiers, de la viande ou
de plats cuisinés. Des tentatives ont été faites pour améliorer la securité et de retarder la
détérioration en utilisant des agents antimicrobiens (Torres et al., 1985). Il sera donc
intéressant d’incorporer des peptides antibactériens isolés de 1’hydrolysat de 1’hémoglobine
bovine en emballage actif.

L’objectif principal de cette these est de maitriser ’hydrolyse pepsique de deux familles de
peptides antibactériens issus de 1’hémoglobine et du cruor bovins en étudiant leurs cinétiques
et de déterminer un modéle mathématique capable de prédire la concentration de chaque
peptide d’intérét de ces deux familles en fonction du temps d’hydrolyse mais aussi de la
température, du pH et du rapport enzyme/substrat (E/S). Les peptides d’intérét étant
antibactériens, cette thése étudie donc la relation structure-fonction de ces peptides afin de
comprendre leurs modes d’action en contact d’une bactérie cible et la possibilité de les

incorporer dans un emballage actif.

Aprés un rappel bibliographique sur 1’hémoglobine, les peptides antibactériens, la
modélisation de la cinétique enzymatique et sur I’emballage actif'; les résultats de cette étude

seront présentés en trois chapitres.

Dans le premier chapitre, nous proposons d’étudier I’activité antibactérienne et la cinétique
enzymatique de la famille de peptides antibactériens issus de 1I’hydrolyse enzymatique d’un
peptide synthétisé, correspondant au fragment o 1-32 de I’hémoglobine bovine, et de
déterminer un premier modeéle simple capable de définir les conditions optimales pour
favoriser la production d'un peptide spécifique présentant une activité biologique intéressante
en tenant compte de la variation de la température , du pH et du rapport enzyme/substrat
(E/S).

La généralisation du modele ainsi déterminé sur I’hydrolyse de 1’hémoglobine bovine sera

abordée dans le deuxiéme chapitre, en I’appliquant sur deux familles de peptides

-9-
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antibactériens a 1-32 et o 107-141 issus directement de I’hydrolyse pepsique de

I’hémoglobine ou du cruor bovins.

Dans le troisieme chapitre, nous tenterons de comprendre la relation structure-fonction des
peptides antibactériens, dont la cinétique était maitrisée et modélisée, en mettant en evidence
I’effet de ces peptides sur la perméabilisation de la paroi bactérienne et enfin dans ce dernier
chapitre, nous étudierons également la valorisation de ces peptides antibactériens en

emballage actif.

-10 -
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Les peptides antibactériens isolés dans notre travail ont été obtenus par hydrolyse pepsique

d’une protéine modele : L’hémoglobine bovine.

I- Structure de I'hémoglobine bovine

Hémoglobine est une hétéroprotéine de masse moléculaire 64 500Da, elle a une structure
globuleuse formée de 4 sous unités, chaque sous unité ou monomére comporte une partie
protéique : la globine et un groupement prosthétique non protéique : I’héme.

C’est le constituant spécifique de 1’hématie dont la fonction est de transporter I'oxygene des
poumons vers les tissus du corps et le gaz carbonique des tissus vers les poumons. La figure 1
représente la structure quaternaire de I’hémoglobine et la disposition spatiale de ses

différentes sous unités.

Hémoglobine Fer _ heme

chainea chaine p

globule rouge

chaine f -
& polypeptide en
forme d’hélice

Figure 1: Structure quaternaire de 1’hémoglobine et la disposition spatiale de ses différentes
sous unités. (Sylvia S. Mader, Inquiry Into Life, 8th edition.)

I-1- Structure de la globine

La globine est une protéine tétramérique constituée de 4 sous unités protéiques semblables
deux a deux (2 protomeres a et 2 protomeres ). Chaque protomere a une structure globulaire

compacte ménageant une poche dans laquelle vient se nicher une molécule d’héme.

» Structure primaire de la globine

La chaine de la globine, formée selon le modéle protéique, est constituée de la succession

d’acides aminés dans un ordre déterminé génétiquement. Les 4 chaines de globine sont

-12 -
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differentes par la nature et la séquence d’acides amines. La chaine de globine alpha est
composée de 141 acides aminés (Sasakawa, 1961) avec un poids moléculaire de 15053,1 Da
et un point isoélectrique théorique de 8,19. La chaine de béta-globine est composé de 145
acides aminés avec un poids moléculaire de 15954,3 Da et un point isoélectrique théorique de
7,02. Les séquences d’acides amines, liées entre celles par des liaisons covalentes, des deux

chaines polypeptidiques a (a) et B (b) sont représentées par la figure 2.

VILSAADKGNV'KAAWGKVGGH " AAEYGAEALE ' RMFLSFPTTK*TYFPHFDLS
HGSAQVKGHGAKVAAALTKAV'"EHLDDLPGALY*SELSDLHAHK "LRVDPVN

FKL'LSHSLLVTLAY’SHLPSDFTPA"**VHASLDKFLA”'NVSTVLTSKY**R
(a)

M'LTAEEKAAVYTAFWGKVKVDEVGGEALGRLYLVVYPWTQRF*FESFGDLST
A*DAVMNNPKVK”AHGKKVLDSP’"SNGMKGLDDL*KGTFAALSEL"HCDKLHV
DPE'NFKLLGNVLV"’VVLARNFGKF'’FTPVLQADFQ"”' KVVAGVANAL'AHRY

H
(b)

Figure 2: Structure primaire de la chaine a (a) et la chaine B (b) de I’hémoglobine

» Structure secondaire de la globine

La structure secondaire de la globine est due a la spiralisation de la chaine et la formation de
ponts hydrogenes, chaque chaine comprend des segments hélicoidaux séparés de segments
rectilignes. La structure secondaire de la chaine o (a) en hélice (b) spatiale est présentée par la

figure 3 et celle de la chaine B (a) en hélice (b) spéciale est présentée par la figure 4.

Hi HX H3 Hy B 1 H3
VLSAADKGNVEAAWGKVGGHAAEYGAEA l. ERMFLSFP TTKT\.’I" PF‘IFDI SHG*.‘\Q\'KG(:IGA
g 1 15 20 25 b a5 10 ] b 55 50
Hé HT HS

nn”p""”” "ﬂnﬂ”ldl'

KVAAALTKAVEHLDDL PGALSELSDLHAHKI RVDPVNFKLLSHSLLVTLASHLPSDFTPA

65 i 7 sb 5 1) 95 1o 103 o 15 1do
VHASLDKFLANVSTVL TSKYR
135 10 13 140

Rewdus mterachons:-  « witl hgand

(a) (b)
Figure 3: Structure secondaire de la chaine a (a) en hélice (b) spatiale
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H1 - H3 Hi HS
MLTAEEKAAVTAEWGKVKVDEVGGEALGRLLVVYPWTQREFESFGDL STADAVMNNPEVK
) 1h 15 2b 25 b 35 40 & sb 5 50

H6  HI H8 HY

AHGKKVLDSF SNGMKHLDDLKGTFAAL SELHCDKLHVDPENFKLLGNVLVVVL ARNFGKE

6 w0 ™ sh 85 ab ok 160 145 1o s 1D
, Hio Hl!
FTPVLQADFQKVVAGVANALAHRYH
122 Be 35 e 1ds
Residue intesactions:- - with ligand (a ) ( b)

Figure 4: Structure secondaire de la chaine B (a) en hélice (b) spatiale

» Structure tertiaire de la globine

Des liaisons physicochimiques entrainent un pelotonnement de la molécule, 1’ensemble
réalise dans 1’espace une structure globulaire ; ménageant une cavité ou se loge I’héme ; et
une autre pour recevoir la tyrosine. Bien que les chaines alpha et béta aient des séquences
différentes, elles présentent des structures tertiaires assez similaires, comme le montre la
figure 5.

Figure 5: Structure tertiaire de la chaine o (a) et la chaine B (b) de I’hémoglobine
(http://acces.ens-lyon.fr/biotic/gpe/dossiers/drepanocytose/html/hbstr.htm)

» Structure quaternaire de la globine

Les 4 monoméres identiques 2 a 2 se réunissent pour former la globine. Les 2 diméres
constitués de chaines différentes sont unis par des liaisons faibles et non rigides, les chaines
d’un méme dimeére ont des liaisons plus fortes, au centre de la molécule existe une cavité ou
se loge I’acide 2,3-diphosphoglycérique (DPG), un phosphate organique trés anionique qui se

lie a la déoxyhémoglobine, mais non a sa forme oxygénée, en diminuant donc l'affinité pour
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I'oxygéne d'’hémoglobine. 1l est essentiel pour permettre a I'hémoglobine de décharger son

oxygeéne dans les tissus capillaires.
La globine selon son affinité pour 1’03 existe sous 2 formes :

- «Tendue» réduite : Les diméres sont alors réunis par 8 ponts salins renforces par le 2,3
DPG ayant une faible affinité pour 1’Ox.
- «Relaxe» : par rupture des ponts salins et éjection du 2,3 DPG permettant une affinité

maximale pour 1’O».

I-2- Structure de I’'heme

L’héme une protoporphyrine avec quatre noyaux pyrroles, reliés les uns aux autres par des
ponts méthenes (-CH=) et substitués par des groupements méthyles (4), propionates (2), et

vinyls (2) caractéristiques du type IX comme le présente la figure 6.

HOOC

COOH

Figure 6: Représentation schématique d’un héme composé d’une porphyrine contenant un
atome de fer ainsi que ces cing liaisons de coordination

Il comporte, au milieu, un atome de fer divalent Fe?* (fer ferreux). Le fer a cing coordinations
stables : quatre avec les atomes d’azote des noyaux pyrrole de I’héme et une avec 1’atome
d’azote d’un résidu histidine de la globine. La sixiéme valence fixe l'oxygéne de fagon

réversible : ¢’est la forme oxygénée (oxyhémoglobine).
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Aprés oxygeénation, le fer se trouve coordonneé au centre d'un octaedre. L'oxygénation modifie
I'état électronique du complexe Fe (I1)-héme, comme l'indique le changement de couleur du
sang sur la figure 7.

Etat T (désoxy) (a) Etat R (oxy) (b)

Figure 7: Structure de la désoxyhémoglobine (a) et (b) I'oxyhémoglobine

Il existe deux formes d’hémoglobine : 1’0xyhémoglobine, qui est saturée avec des molécules
d'oxygene et la désoxyhémoglobine, qui est désaturée avec les molécules d’oxygeéne.
L’oxyhémoglobine a une plus grande affinité pour I'oxygene et la désoxyhémoglobine a une
plus grande affinité pour le CO.. Par conséquent, I'oxygéne se lie a I'oxyhémoglobine dans les
poumons et est ensuite transporté par le courant sanguin jusqu'a ce qu'il atteigne les tissus. La,
l'oxygene est libéré de I’hémoglobine, qui transporte ensuite & la mitochondrie ou il est utilisé
pour la respiration aérobie. En échange, la désoxyhémoglobine, se lie a 2 protons et 2
molécules de CO; et les transporte vers les poumons, ou le CO; est libéré par exhalation
(Perutz, 1978).

La structure de la molécule d’hémoglobine se modifie au cours de la fixation et de la
libération de l’oxygene grace a son caracteére allostérique : la fixation d’une molécule
d’oxygene favorise la fixation de molécules additionnelles. Les contacts entre les différentes
sous-unités de globine sont essentiels pour maintenir la stabilité de la molécule et garantir le
caractére coopératif de la fonction oxyphorique. L’affinité pour I’oxygene varie en fonction

du pH, de la température, de la teneur en CO2 et d’anions comme le 2,3 diphosphoglycérate
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dont la fixation au centre de la molécule d’hémoglobine diminue considérablement 1’affinité
de celle-ci pour I’oxygeéne.

L'héme est responsable de la coloration en rouge de ces deux molécules, justifiant leur nom de
chromoprotéines. Le fer contenu dans I'hémoglobine est également responsable de la couleur

rouge caractéristique du sang.

II- Structure et mécanisme d’action de la pepsine
porcine [EC3.4.23.1]

La pepsine est une endoprotéase a aspartate sécrétée par les cellules gastriques de 1’estomac
des mammiféres sous forme d’un précurseur inactif, le pepsinogéne. Une fois qu'il est sécrété
dans les conditions acides de la lumiére de l'estomac, le pepsinogene est clivé, donnant la

pepsine active.

II-1- Structure de la pepsine

La pepsine porcine d’une masse moléculaire de 34 600 Da, est bilobée, et composé de deux
domaines analogues : N-terminal et C-terminal. Chacun de ces deux domaines est constitué de
deux feuillets B et de deux courtes hélices a. Le résidu peptidique 1 a 175 forme le lobe N-
terminal, et le résidu 176 a 326 constitue le lobe C-terminal. Les deux lobes sont reliés par un

feuillet béta a six brins antiparalléles. La pepsine comporte également trois ponts disulfures

206 282 249

45~ 50 210 o
Cys™—Cys™, Cys™™-Cys™", Cys™-Cys (Sepulveda et al.,

répartis comme ci-suit

1975). La structure quaternaire de la pepsine porcine est présentée par la figure 8.

Figure 8: Structure quaternaire de la pepsine porcine
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II-2- Activité enzymatique de la pepsine

La pepsine est une enzyme du suc gastrique. Elle est synthétisée sous forme de pepsinogéne
(proenzyme inactive) puis stockée dans les vésicules enzymatiques des cellules principales,
d’ou elle est excrétée au moment de la digestion. L’activation du pepsinogéne en pepsine est
le résultat d’une hydrolyse acide dans le milieu acide de 1’estomac. Le pepsinogéne subit
I’hydrolyse provoquant 1’activation de la pepsine. Son activité catalytique est la plus élevée
entre pH 1 et 4 avec un maximum vers 2,1 et varie selon la nature du substrat (Tanaka et
Yada, 2001) et perd son activité enzymatique a pH neutre. La pepsine est irréversiblement

dénaturée entre pH 8,5-11 a température ambiante (Ryle, 1984).

Dubois et al. (2005) ont montré que le changement de pH lors de I’hydrolyse pepsique de
I’hémoglobine bovine, influence la vitesse de catalyse, et que certaines liaisons devenaient
plus accessibles a la pepsine. Le pH 5,5, en présence d’urée, permet a la pepsine d’accéder
plus facilement a la liaison C-terminale de la Leucine et d’augmenter le nombre de peptides

antibactériens issus de ce clivage.

II-3- Mécanisme d’action de la pepsine

La pepsine porcine est une endoprotéase fonctionnant avec 1’acide aspartique catalytique dans
son site actif. Le site actif de cette enzyme est disposé en son centre et composé de deux
acides aspartique proches géométriquement : Asp 32 et Asp215. Son mécanisme d’action est
basé sur la reconnaissance d’un motif structural dont la nomenclature a été déterminée par
Schechter et Berger en 1967 : figure 9. L’enzyme va hydrolyser la liaison peptidique située
entre les acides aminés P1 et P1’ localisés au niveau des sites d’interaction de I’enzyme S1 et
S1°.
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Lien hydrolysé

NH: Coor
Substrat _ < = K i ' ':-"‘:_‘"

Enzvme [ h 53 : A 52 P S1 A s1’ 52, A 53’ {

Figure 9: Nomenclature de Schechter et Berger (1967)

Le lien peptidique hydrolysé est en position P1-P1’ et les sites d’interactions sur I’enzyme

sont identifiés par S1 et S1°

La pepsine coupe préférentiellement les liaisons peptidiques en position C-terminale dans
lesquelles un acide aminé aromatique (Tyr, Trp, Phe) ou la leucine engagent leurs fonctions
amine. La pepsine, contrairement a certaines autres endopeptidases, hydrolyse seulement des

liaisons peptidiques, elle n'hydrolyse pas d’amide non peptidique ou des liaisons esters.

III- Structure et mode d’action des peptides antimicrobiens

Les peptides antimicrobiens sont considérés comme 1’un des éléments majeurs de la réponse
immunitaire innée non seulement dans le regne animal (Wang et Wang, 2004) mais également
chez les végétaux et les procaryotes (Bulet et al., 2004). Ils sont issus de différents
organismes allant des mammiferes aux plantes en passant par les insectes et les amphibiens
(Boman, 2003; Hoffmann et al., 1999; Zaiou, 2007). Il s’agit d’un ensemble de peptides de
petite taille 12 a 50 AA (Lai et al., 2009), généralement chargés positivement, avec une
structure amphipatique (Powers et Hancock, 2003; Andres et Dimarcq, 2007).

Ils sont les principales molécules effectrices de 'immunité innée de I’organisme hote et
présentent un large spectre d’activité antibactérienne, antifongique et antivirale (Bulet et al.,
2004). In vitro, la plupart des peptides antibactériens sont actifs contre différents types de
bactéries: Gram positives et négatives (Zasloff, 2002; Powers et Hancock, 2003; Lai et al.,
2009).

La production de ces peptides antimicrobiens fait donc partie intégrante de la réponse
immunitaire innée aux infections microbiennes. A I’heure actuelle, plus de 2200 peptides a

activité antimicrobienne d’origines diverses ont été identifiés ou prédits. Ils présentent une
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grande diversité structurale et la majorité d’entre eux est répertoriée dans des bases de
données antimicrobiennes (consulté le mois d’Ao(t 2013) http://aps.unmc.edu/AP/main.php.
Cela inclut les peptides antimicrobiens produits dans des tissus et cellules tres divers de
plantes, d’invertébrés, d’animaux (Ganz et al., 1998; Zasloff, 2002). Ils présentent une grande
diversité en termes de caractéristiques structurales, de propriétés biologiques et
fonctionnelles, ainsi qu’au travers de leur distribution et expression dans les tissus (Bachére et
al., 2004). Une des caractéristiques générales des peptides antimicrobiens est leur capacité a

augmenter la permeabilité ionique des membranes phospholipidiques (Toke, 2005).

III-1- Structure des peptides antimicrobiens

La diversité des peptides antimicrobiens est telle qu’il est difficile de les classer (Zasloff,
2002). En effet, il n’existe pas a ce jour de nomenclature universelle définie au niveau
international. En effet, ils ont tout d’abord été classés en fonction de leur origine et les
premiers peptides découverts portaient le nom de 1’étre vivant dont ils sont issus (Jenssen et
al., 2006; Diamant et al., 2009). Cette classification n’a pas été retenue a cause de sa grande
hétérogénéité. Actuellement, la charge globale et la diversité structurale des peptides
antimicrobiens (secondaire et tertiaire, la présence ou non de ponts disulfures) présentent la
base de leur classification (Boman, 1995; Gennaro et Zanetti, 2000; Shai, 2002). Ainsi,
plusieurs classifications pour les peptides antimicrobiens ont été établies. Toutefois, on peut
les répartir en quatre grands groupes : les peptides en hélice a amphiphile, les peptides en
feuillet B stabilisé par un ou plusieurs ponts disulfures, les peptides linéaires riches en acides
aminés particuliers et les petits peptides a structure «Random coil» (Tang et al., 1999; Bulet et
al., 2004; Hancock et Sahl, 2006; Nedjar-Arroume et al., 2008; Catiau et al., 2011a,b).

> Les peptides en hélice a amphiphiles

Cette famille est trés diversifiée et issue d'une grande variété d'organismes tels que I’Homme,
les insectes, les nématodes, les amphibiens ou encore les champignons (Payne et al., 1970;
Zasloff, 1987; Andersson et al., 2003; Zanetti, 2004; Raghuraman et Chattopadhyay, 2007).

Ces peptides sont les premiers antimicrobiens découverts et ils sont les plus étudiés en raison
de leur structure et mode d'action relativement simple. Cette famille regroupe plusieurs
centaines de peptides tres amphiphiles et chargés. Ces peptides sont généralement cationiques
et possédent 40% a 60% de résidus hydrophobes (Tossi et al., 2000). Ils sont de petite taille (<

40 acides aminés) et ne possedent pas de résidu cystéine. lls ne sont généralement pas
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structurés en milieu aqueux, adoptent une structure secondaire caractérisee par la présence
d’une ou plusieurs hélices a amphiphiles au contact de la membrane bactérienne (Brogden,
2005).

Les peptides antimicrobiens isolés d’amphibiens et d’insectes tels que les magainines, les
cecropines, et la mélittine sont parmi les peptides antimicrobiens cationiques et amphiphiles
les plus étudiés (Berkowitz et al., 1990; Boman, 1998).

> Les peptides riches en ponts disulfures

Cette famille regroupe les peptides qui contiennent des paires de résidus cystéines qui sont
oxydes pour former des ponts disulfures internes. Les défensines sont les plus représentatifs

de ce groupe de peptides (Brogden, 2005).

Selon le nombre de cystéines, il peut y avoir un ou plusieurs ponts disulfures ce qui donne
plusieurs types de structures. Il y a les peptides ayant une conformation en feuillet  avec trois
ponts disulfures (les défensines de vertébrés), ceux qui possédent une conformation en épingle
a cheveux (les brévinines des amphibiens et I’androctonine du scorpion) ou encore des
structures mixtes contenant a la fois des hélices a et des feuillets B (les défensines
d’invertébrés et de plantes) (Bulet et al., 2004).

> Les peptides riches en acides aminés particuliers

Cette famille de peptides linéaires est caractérisée par la prédominance d’un ou deux acides
aminés. Ces peptides n'adoptent pas de structure secondaire en hélice o ou en feuillet 3
(Powers et Hancock, 2003) et dont les séquences primaires sont particulieres avec un
pourcentage élevé en certains acides aminés tels que I'histidine, I'arginine, la proline et la
glycine. Contrairement aux peptides en hélice o qui procédent par attaque de la membrane

bactérienne, ces peptides inhibent la synthese des protéines (Andreu et Rivas, 1998).

> Les petits peptides a structure « Random coil »

Cette famille est différente de celle des peptides antimicrobiens classiques. Ce sont des petits
peptides (5 a 9 acides aminés) chargés positivement, ne possedent pas ou peu de résidus
hydrophobes, et un pourcentage élevé de structure en «Random coil» (Nedjar-Arroume et al.,

2008; Catiau et al., 2011a,b). Généralement, en solution aqueuse, les peptides antimicrobiens
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chargés positivement, avec une structure «Random coil» peuvent se structurer au contact de la

membrane biologique (Powers et Hancock, 2003).

La néokyotorphine (a 137-141 : TSKYR), peptide isolé de la chaine alpha de 1’hémoglobine
bovine, est le peptide le plus représentatif de cette famille. Ce peptide est capable d’interagir
avec la membrane biologique par I’intermédiaire de deux acides aminés, la lysine et ’arginine
qui apportent les charges positives nécessaires pour interférer avec les charges négatives des
phospholipides des membranes bactériennes (Lopez et al., 2006). Le déterminant
antibactérien minimal responsable de I’activité antibactérienne de la néokyotorphine de la

chaine a de I’hémoglobine bovine a été déterminé (KYR) par Catiau et al., 2011a.

III-2- Caractéristiques des peptides antimicrobiens

La structure des peptides leur confere certaines caractéristiques essentielles pour leur action
antimicrobienne. Malgré leur grande diversité, les peptides antimicrobiens présentent des
caractéristiques communes. Les principaux aspects structuraux des peptides déterminant leur
action antimicrobien sont liées essentiellement a sa charge, sa conformation, mais également

son hydrophobicité et son amphiphilie (Yeaman et Yount, 2003 ; Brogden, 2005).

» Lacharge

La majorité des peptides antimicrobiens décris dans la littérature sont des peptides cationiques
qui se caractérisent par une charge nette positive allant de +2 a +9 a pH neutre (Hancock,
2006). Ce caractere cationique explique leur rapidité d’action, leur affinité sélective et leur
attraction électrostatique pour les membranes anioniques des bactéries ou autres organismes
chargés négativement (Yeaman et Yount, 2003). En général, plus la charge est forte, plus
I’activité antibactérienne et la sélectivité augmentent, jusqu’a une valeur optimale. Une étude
menée sur 2 analogues des magainines, peptides antimicrobiens isolés a partir de la peau de
Xenopus laevis, démontre ce phénomeéne. L’augmentation de la charge cationique de +3 a +5
conduit a une augmentation de I’activité contre les bactéries a Gram positif et négatif.
Cependant, il existe une limite au-dela de laquelle ’augmentation de la charge positive (de +5
a +7) n’induit plus d’augmentation d’activité. Cela induit au contraire, une diminution de
cette activité antibactérienne et une augmentation de 1’activité hémolytique (Dathe et al.,
2001). Cette diminution peut étre expliquée par le blocage de la translocation du peptide a
I’intérieur de la membrane due a une trés forte interaction du peptide avec les tétes polaires

des membranes bactériennes.
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» La conformation

Les peptides n’ont pas de structure précise en milieu neutre. C’est en se fixant sur la
membrane bactérienne que les peptides antimicrobiens vont prendre des structures
spécifiques. Les structures linéaires en hélice a sont les plus fréquemment rencontrées. La
forme en hélice o n’est pas stable dans le milieu et de nombreux travaux ont déemontré le
changement de conformation, de linéaire a hélicoidale au contact d’une membrane biologique
(Matsuzaki et al., 1991; Bechinger et al., 1993). Cependant les peptides en feuillets B,
possédant des ponts disulfures, amenent a des conformations trés diverses, beaucoup plus
stables au contact des phospholipides membranaires, qui ont toujours un caractére
amphipatique, avec des surfaces hydrophile et hydrophobe distinctes. Les formes adoptées par
les peptides riches en Pro ou Arg ou riches en Trp sont moins bien connues et ont un mode
d’action plus complexe. Ces conformations rigides n’étant pas affectées par 1’interaction avec
la membrane, leur activité pourrait étre liée & une modification de leur structure quaternaire ou

a une monomérisation (Yeaman et Yount, 2003).

Les formes cycliques des peptides sont plus rigides que les formes linéaires, et ils sont moins
efficaces lors de la fixation initiale a la paroi bactérienne ; mais a concentration équivalente,
elles présentent la méme efficacité de perméabilisation membranaire. Ces conformations
rigides cycliques n’étant pas affectées par I’interaction avec la membrane, leur activité peut
étre liée a une modification de leur structure tertiaire. Des peptides antimicrobiens ont la
capacité de se lier entre eux, par simple orientation favorable de leurs domaines hydrophiles et
hydrophobes. Cette aptitude d’autoassemblage est a 1’origine de la formation des pores dans

les membranes des bactéries, virus et champignons (Yeaman et Yount, 2003).

» L’hydrophobie

L’hydrophobie est définie comme le pourcentage de résidus hydrophobes au sein d'un peptide
qui influe sur la capacité intrinséque du peptide a se mouvoir depuis une phase aqueuse vers
une phase hydrophobe (Dathe et Wieprecht, 1999).

La plupart des peptides antimicrobiens possédent environ 50% de résidus hydrophobes. En
effet, les peptides antimicrobiens ont une alternance de parties cationiques et hydrophobes. La
partie cationique permet leur fixation aux tétes polaires des phospholipides des membranes

des agents microbiens chargées négativement. Les parties hydrophobes permettent ensuite
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leur insertion dans la membrane cellulaire de I’agent, la déstabilisant et entrainant la lyse par

entrée d’eau (Hancock et Scott, 2000).

Les interactions hydrophobes jouent un r6le majeur dans la partition des peptides au sein des
bicouches lipidiques membranaires. Il s’agit donc d’un paramétre clef modulant I’activité des
peptides antimicrobiens (Dathe et Wieprecht, 1999 ; Yeaman et Yount, 2003). Pour étre actif
un peptide antimicrobien doit posseder deux particularités par rapport a son hydrophobicité
(Dathe et Wieprecht, 1999) :

- Une bonne solubilité dans un environnement aqueux afin de permettre un transport rapide

vers sa cible.

- Une capacité d’interaction avec la région hydrophobe de la bicouche membranaire pour la

déstabiliser et la perméabiliser.

Une insuffisance ou au contraire un exces d’hydrophobicité conduisent respectivement a une

affinité trop faible pour les lipides ou a I’agrégation voire la précipitation en milieu aqueux.

Les études analysant I’impact de 1’hydrophobicité sur les activités d’analogues de la
magainine 2 tout en fixant les autres parameétres structuraux (Dathe et al., 1997; Wieprecht et
al., 1997), montrent que I’augmentation de 1’hydrophobicité est fortement corrélée a une
augmentation de ’hémolyse et, dans une moindre mesure, a une augmentation de I’activité
antimicrobienne. De plus, les auteurs ont mis en évidence que 1’augmentation de
I’hydrophobicité réduisait la spécificité de 1’activité antimicrobienne. Les effets de
I’hydrophobicité portent principalement sur le pouvoir de perméabilisation des membranes
neutres (phosphatidylcholine). Son influence sur la perméabilisation de membranes négatives
contenant des phospholipides anioniques (phosphatidylglycérol) est beaucoup moins marquée.
Les auteurs 1’expliquent en postulant qu’alors, les interactions électrostatiques compensent la

diminution des interactions hydrophobes (Dathe et Wieprecht, 1999).

> L’amphipacité

Lors de leur interaction avec les membranes cibles, les peptides antimicrobiens forment une
structure fortement amphipatique. L’amphipacité représente 1’abondance et la polarisation
relative des domaines hydrophobes et hydrophiles. Difficile a mesurer, ce parametre est défini

par le moment hydrophobe qui est la résultante vectorielle des forces hydrophiles et
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hydrophobes présentes dans la structure normalisée a un idéal d’hélicité (Eisenberg, 1984). Il
existe des valeurs optimales de ces différents caractéres pour avoir un effet antibactérien

maximal sans augmenter la toxicité sur la cellule de 1’hdte.

L’augmentation de 1’amphiphilie, qui peut se faire par ’augmentation du nombre d’hélices,
entraine 1’augmentation de [’activité antimicrobienne du peptide sur les membranes
anioniques, mais a également un effet prononcé sur les membranes neutres, et donc rend le

peptide plus hémolytique (Yeaman et Yount, 2003).

III-3- Modes d’action des peptides antimicrobiens

Chaque peptide antimicrobien posséde un mode d’action qui lui est propre et dépendant de ses
caractéristiques intrinseéques, mais il existe certains points communs permettant de mettre en
avant certaines généralités. Les modes d’actions des peptides antimicrobiens peuvent étre

ainsi regroupés, en deux catégories :

- une privilégiant une action directement a la surface de la bactérie : modeles de

perméabilisation membranaire reposant sur la perturbation de la membrane cytoplasmique.

- une seconde indiquant une action intracellulaire provoquant la perturbation du
fonctionnement de la cellule : modele de cible intracellulaire (Brogden, 2005 ; Jenssen et al.,
2006; Yeaman et Yount, 2003).

La plupart des peptides antimicrobiens agissent directement sur la membrane cytoplasmique
des micro-organismes entrainant ainsi la mort de la cellule par des phénoménes osmotiques
rapides entrainant la perturbation des membranes cellulaires, leur structure amphiphile joue
un réle important dans ce mécanisme. En effet, la charge externe des phospholipides de la
membrane cellulaire et la distribution de charge des peptides influencent les interactions entre
les peptides et les membranes biologiques (Oren et Shai, 1998 ; Cudic et Otvos, 2002).
Cependant, certains, agissent par inhibition de mécanismes intracytoplasmiques tels que la
synthése d’ADN, la syntheése de protéines, des activités enzymatiques, ou encore par des

perturbations dans la formation des composants de la membrane (Jenssen et al., 2006).
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III-3-1- Mécanismes d’action des peptides perméabilisant les membranes

Dans la plupart des mécanismes décrits, les peptides antimicrobiens s’adsorbent sur la
membrane cellulaire des microorganismes puis la perméabilisent, perturbant ainsi différentes
fonctions (Peschel, 2002 ; Brogden, 2005).

La perméabilisation résulte d’une interaction des peptides avec les bicouches de
phospholipides membranaires (que ce soit la membrane externe des bactéries a Gram négatif

ou la membrane plasmique des bactéries a Gram positif et négatif) :

- Soit par formation de pores ou de canaux, suivie de fuite du contenu cytoplasmique qui

engendre I’osmolyse de la cellule (Yang et al., 2000),
- Soit par rupture de la membrane par exceés d’incorporation de peptides (Tossi et al., 2000).

Le mode d'action des peptides antimicrobiens se déroule en 3 étapes comprenant la fixation
initiale (dépendante de la concentration du peptide et de sa capacité a s'autostructurer),
I'intégration dans la membrane (dépendante de la conformation et de la capacité
d'autoassemblage des peptides) puis I’aboutissement a la mort cellulaire (par un phénomene
de perméabilisation membranaire) (Daffre et al., 2008). Pour comprendre et expliquer la
perméabilisation de la membrane par les peptides antimicrobiens, plusieurs modéles ont été
proposés (Brogden, 2005).

a) Attraction entre le peptide antimicrobien et la membrane de la bactérie

Avant de déstabiliser la membrane ou de perturber le fonctionnement de la bactérie, 1’action
des peptides antimicrobiens nécessite une premiere étape d’interaction avec 1’enveloppe
bactérienne. L’interaction des peptides avec la membrane implique principalement deux
caractéristiques de liaison : les interactions hydrophobes entre les chaines acyles lipidiques et
les chaines hydrophobes des peptides et les interactions électrostatiques entres les chaines

hydrophiles des peptides et les tétes polaires des phospholipides.

Chez les bactéries a Gram-négatif, 1’attraction initiale se fait par I’intermédiaire de liaisons
électrostatiques entre le peptide cationique et les phospholipides chargés négativement au
niveau de la membrane externe (Jenssen et al., 2006). L’interaction se fait alors grace aux
groupements phosphates situés au niveau du lipopolysaccharide (LPS). En effet, le peptide
entre en compétition avec les cations divalents (Mg?*) présents a la surface du LPS. Grace a
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son affinité pour le LPS, le peptide va déplacer les cations divalents et conduire a sa propre

translocation au travers de la membrane externe (Hancock, 1997).

Chez les bactéries a Gram positif, ’attraction a lieu entre le peptide antimicrobien et le
peptidoglycane. C’est le mode d’attraction supposé pour la plupart des peptides
antimicrobiens. En effet, de nombreuses études ont démontré une forte corrélation entre la
charge du peptide et ’attachement a la membrane (Bessalle et al., 1992; Vaz Gomes et al.,
1993; Dathe et al., 2001).

Certains peptides interagissent préférentiellement avec des molécules spécifiques de
I’enveloppe. Ainsi, la nisine qui se lie specifiquement au précurseur de la biosynthese du
peptidoglycane. Son spectre d’activité est dirigé contre les bactéries Gram positif riches en

peptidoglycane (Breukink et de Kruijff, 1999).

b) Attachement et fixation de peptides antimicrobiens a la surface de la bactérie

Une fois a proximité de la membrane, les peptides antimicrobiens vont se fixer a la membrane
externe pour les bactéries a Gram négatif ou au peptidoglycane pour les bactéries a Gram
positif. Cette fixation se fait grace aux groupements phosphates qui sont situés au niveau du
LPS pour les bactéries a Gram négatif et des acides lipoteichoiques présents a la surface des
bactéries a Gram positif. 1l a été montré que les peptides antimicrobiens en interaction avec
différentes membranes ont deux états de fixation : un état de surface appelé «état S» et un état

de formation de pore appelé «état I» (Huang, 2000).

Pour de faibles ratios peptides/lipides et sous 1’effet hydrophobe, les peptides s’adsorbent a la
membrane en s’enfouissant entre les tétes polaires des lipides. 1l s’agit d’état inactif «état S»
configuration dans laquelle les peptides sont orientés parallelement a la membrane de la
bactérie, provoquant ainsi un amincissement de celle-ci (Yang et al., 2001; Chen et al., 2003).
Le degré d’amincissement est li¢ a la concentration en peptide et a la valeur de la constante
élastique de la membrane (Huang, 1986 ; Huang, 1995). Lorsque ce ratio augmente, les
peptides vont s’orienter perpendiculairement a la membrane, et s’y insérer : ils vont ainsi

former des pores transmembranaires, et sont alors dans un «état I».
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c¢) Interactions entre le peptide antimicrobien et la membrane bactérienne

Apres fixation, les peptides vont entrainer la déstabilisation de la membrane externe ou
plasmique ; cela aboutit a une modification de la perméabilité membranaire. La déstabilisation
de la membrane peut se faire selon trois modeles distincts, présentés par la figure 10 «barrel

stave» (@), «Pores toroidaux» (b) et «Capet»(c) (Yeaman et Yount, 2003).

AR N XL LY e X e ¥ A L)
R B
) s

&5

(@) (b) (©

Figure 10: Modeéles d’interaction peptide/membrane «Barrel stave» (a), «Pores toroidaux» (b)
et «Capet»(c) (Brogden, 2005)

> Le modele en douves de tonneaux «barrel stave»

Le modele «Barrel-stave» est le modele classique qui permet de comprendre le mécanisme de
perméabilisation de la membrane cytoplasmique, il explique la formation des pores sous
forme de tonneaux dans des bicouches lipidiques planes. Ce mécanisme concerne certains
peptides hélicoidaux (He et al., 1996). Ce modele est appelé également modéle du tonneau ou
modele de I’amas hélicoidal (Baumann et Mueller, 1974 ; Bechinger et al., 1999). Dans ce
modele, les peptides se fixent ensemble et s’insérent dans la bicouche de membrane de telle
sorte que les régions peptidiques hydrophobes s‘alignent avec la région de bicouche lipidique
et les régions peptidiques hydrophiles forment la région intérieure du pore (Baumann et
Mueller, 1974 ; He et al., 1996). Dans ce mécanisme, les peptides organisés en hélices a

amphipathiques sont réunis a la surface de la membrane, leurs domaines hydrophobes sont en
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interaction avec la partie non polaire des chaines acyles de la membrane, alors que les
surfaces hydrophiles se tournent et pénétrent vers ’intérieur pour former un pore aqueux
comme le montre la figure 11 (Ehrenstein et Lecar, 1977; Breukink et De Kruijff, 1999) (Shai
et Oren, 2001; Yeaman et Yount, 2003).

Figure 11: Modéle en "douves de tonneaux" (Etienne, 2004)

Les canaux transmembranaires ainsi formés vont conduire a la fuite du contenu
cytoplasmique et a la lyse de la bactérie par un déséquilibre osmotique. Plusieurs études
révélent que la paradaxine de certains poissons (Rapaport et Shai, 1991) et I’alaméthicine
d’origine fongique (Sansom, 1993 ; Chen et al., 2003) détruisent les bactéries selon ce modele

«barrel stave».

» Le modeéle en pores toroidaux «toroidal-pore»

Le modéle «Pore toroidal», également connu sous le nom de modele wormhole, les peptides
antimicrobiens, sous forme d’hélices o, forment des structures amphiphiles au contact de la
membrane puis y enfouissent leur partie hydrophobe. Cette insertion déplace les tétes
hydrophiles des phospholipides induisant ainsi une courbure de la membrane (Hirsh et al.,
1996). A partir d’un certain seuil, les peptides s’orientent perpendiculairement & la membrane,
jusqu'a produire un pore dont les parois sont formés par les peptides et les phospholipides
auxquels ils sont associés comme le montre la figure 12 (Matsuzaki et al., 1996; Yeaman et
Yount, 2003).
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Figure 12: Modéle des "pores toroidaux™(Etienne, 2004)

Ce modeéle differe du modele précédent par le fait que les lipides font partie intégrante du pore
(Brogden, 2005). Ainsi, I’intercalation dynamique entre peptide et lipide entraine la jonction
des deux feuillets lipidiques, formant un trou toroidal. Ce type de pores transmembranaires a
été étudié et décrit notamment pour certains peptides hélicoidaux comme les magainines de la
peau des grenouilles ou encore la méllitine peptide antimicrobien du venin d'abeille
(Matsuzaki et al., 1996; Yang et al., 2001).

» Le modele en tapis « carpet »

Le modele de «carpet» suggére que les peptides s’orientent de fagon strictement parallele vis-
a-vis de la membrane (Pouny et al., 1992). Par ailleurs, la présence de lipides chargés
négativement aide a la formation d’un tapis qui s’insinue plus ou moins entre les tétes
hydrophiles des phospholipides, provoquant des déplacements et des perturbations dans la
fluidité de la membrane aboutissant a sa rupture (Oren et Shai, 1998). Contrairement au
modele de barrel-stave, les peptides sont en contact avec les tétes polaires des lipides durant
tout le processus de perméabilisation, mais ils ne sont pas insérés dans le cceur hydrophobe de

la membrane comme le montre la figure 13.

-30-

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Karima Hedhili, Lille 1, 2014

Figure 13: Modeéle en tapis (Etienne, 2004)

En effet, les peptides vont se fixer a haute concentration a la surface de la membrane par des
interactions électrostatiques de fagon similaire a celle d’un détergent, entrainant la formation
de micelles et de pores dans la membrane lorsqu’une certaine concentration peptidique est
franchie (fort ratio peptide/lipide) (Shai et Oren, 2001 ; Jenssen et al., 2006). Il est alors
nécessaire que les peptides recouvrent toute la surface de la membrane, et qu’ils se trouvent
en concentration efficace pour agir. Ce modele différe des deux précédents de faite que les
peptides ne s’insérent pas dans la membrane lipidique et qu’il n’est pas nécessaire qu’ils
adoptent une structure en hélice a dans ce mode d’action. Ce modele fut envisagé pour dans le
cas de la cécropine P1 de I’hémolymphe du papillon de nuit (Gazit et al., 1996 ; Yeaman et
Yount, 2003) et des dermaseptines des amphibiens (Pouny et al., 1992; He et al., 1996 ;
Dagan et al., 2002).

» Le model de Shai-Mastsuzaki et Yang

Shai, Mastsuzaki et Yang ont repris les différentes hypotheses émises jusqu’a présent sur les
mécanismes d’action des peptides antibactériens cationiques en les associant
chronologiquement. Ainsi, il a été suggéré que les canaux ioniques, les pores membranaires et
plus généralement la rupture de la membrane n’indiquent pas trois modeles distincts, mais
qu’ils évoluent les uns aprés les autres comme le montre la figure 14 (Matsuzaki, 1999 ; Shai,
1999 ; Yang et al., 2000).

Aprées fixation, les peptides s’étalent en tapis, puis en s’intégrant déstabilisent la membrane.
Si la membrane n’est pas rompue, le mécanisme se poursuit par la pénétration des hélices a et
la formation de pores conduisant soit a des désordres osmotiques mortels pour la cellule, soit

a la diffusion de fragments peptidiques a cible intracellulaire (Zasloff, 2002).
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Figure 14: Modéle de Shai-Matsuzaki-Yang (Zasloff, 2002)

Ce mécanisme a été démontré pour un peptide en hélice o et les différentes étapes sont

décrites par la figurel4 :

Etape a. Formation d’un tapis sur la membrane bactérienne (lipopolysaccharides des
bactéries Gram-négatif, les peptidoglycanes et le lysophosphatidylglycérol des bactéries
Gram-positif): Les peptides étant chargés positivement sont attirés par des forces
électrostatiques aux phospholipides chargés négativement,

Etape b. Micellisation de la bicouche lipidique par interaction des peptides avec la
membrane.

Etape c. Formation de pores, ayant pour conséquence la fuite des composants intracellulaires.
Si cette déstabilisation ne suffit pas a entrainer la rupture de la membrane, le mécanisme peut
alors se poursuivre par :

Etape d. Déplacement des peptides et des lipides au niveau de la bicouche lipidique,
provoquant 1’une ou ’autre des réactions suivantes :

Etape e. Diffusion du peptide jusqu’a des cibles intracellulaires ;

Etape f. Désorganisation générale de la membrane, conduisant a sa désintégration par I’action

du peptide antimicrobien (Zasloff, 2002).
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» Un nouveau modéle (Coarse grain molecular dynamics)

Un modele a été proposé plus récemment a partir de courts polymeres synthétiques, et une
simulation informatique. Ce mécanisme perméabilise la membrane sans destruction de sa
structure. Les différentes étapes de ce mécanisme sont expliquées par la figure 15. Au début,
les peptides amphipatiques s’infiltrent dans 1’épaisseur de la membrane en restant liés aux
tétes chargées des phospholipides (figure 15 a). Puis, quand la concentration peptidique atteint
un certain seuil, les molécules d’eau ou d’éléments hydratés traversent la membrane en
passant de peptide en peptide, passant d’un domaine hydrophile a un autre (figure 15 b). Ce
qui entraine, finalement, une dilution des éléments cytoplasmiques et 1’augmentation de la

pression de la bactérie engendrant son « explosion » (figure 15 c¢) (Lopez et al., 2006).

Figure 15: Mécanisme hypothétique d'apprétement et de pénétration d'un peptide
antimicrobien : Coarse grain molecular dynamics (Lopez et al., 2006)

Ce mécanisme est modélise pour de petites molécules amphipatiques synthétiques et pourrait
s’appliquer a des peptides naturels de taille trop petite pour traverser la membrane.

d) La mort cellulaire : dysfonction membranaire

La mort de la bactérie est causée par les dégats provoqués par les peptides au niveau de la
membrane. Ainsi, les perturbations locales de 1’organisation des phospholipides de la

membrane induisent la fuite des métabolites cytoplasmiques, puis la depolarisation
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membranaire, ’arrét de ’activité synthétique (du peptidoglycane et d’autres polymeres), et

finit par entrainer la mort de la bactérie (Yeaman et Yount, 2003).

On peut donc attribuer la mort de la bactérie a la modification de la permeabilité de la
membrane, a la perte en ions et en métabolites, et a I’arrét de fonctions essentielles comme la
respiration (Blondelle et al., 1999; Hancock et Chapple, 1999).Toutefois, il apparait que la
perméabilisation de la membrane ne suffit pas a tuer la cellule et qu’un effet synergique de
plusieurs peptides antimicrobiens soit nécessaire. Ces mécanismes ne sont pas encore bien
élucides, et un méme peptide semble pouvoir agir a plusieurs niveaux, ou faciliter 1’action

d’autres protéines impliquées dans les phénomenes de cytolyse.

III-3-2-Mecanisme agissant au niveau intracellulaire

Les modes d’action les plus connus sont indéniablement les ruptures de membranes et la
formation de pores. Toutefois, de nombreux peptides ont des mécanismes d’action,
intracellulaires comme présenté dans la figure 16. Powers et Hancock (2003) ont montré que
des peptides riches en arginine peuvent a la fois étre transportés a travers la membrane externe
des bactéries a Gram négatif, mais également a travers la membrane plasmique, que ce soit
pour les bactéries a Gram négatif ou a Gram positif. Ces peptides passent la membrane
plasmique, puis interagissent avec I’ADN, ’ARN et/ou des protéines, et peuvent inhiber
différentes voies métaboliques (figure 16) (Jenssen et al., 2006). Il a été démontré que les
histatines agissent, en inhibant I’activité enzymatique indispensable a la survie de la cellule
(Brogden, 2005).
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Inhibition de la synthése Alteration de la membrane cytoplasmique
de la membrane cellulaire: (inhibition de la formation de septum):
Mersacidine PR-39, PR-26, indolicidine et microcine 25

\ ‘/ Activation d’autolysine:
N-acetylmuramoyl-L -alanine
amidase
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Fixation a ’ADN: Inhibition de la synthése |nhibitiop de Pactivite
Buforine Il, tachyplesine d’ADN, d'ARN et des protéines: enzymatique :
Pleurccidine, dermaseptine, Histatines, pyrrhocoricing,

PR-39, HNP-1, HNP-2,inddlicidine drosocine et apidascine

Figure 16: Mode d'action intracellulaire des peptides antimicrobiens (Brogden, 2005)

IV- Obtention de peptides antibactériens par hydrolyse pepsique
de I'hémoglobine bovine

L’hémoglobine bovine a été décrite par plusieurs auteurs comme une source importante de
peptides actifs (Piot et al., 1992; Zhao et al., 1994; Ivanov et al., 1997), notamment des
peptides antibactériens obtenus par hydrolyse pepsique des chaines o et f de I’hémoglobine
bovine native ou dénaturée (Nedjar-Arroume et al., 2006; Nedjar-Arroume et al., 2008; Yaba
Adje et al., 2011b). Trente peptides antibactériens issus de I'nydrolyse en milieu aqueux de
I'némoglobine bovine native ou dénaturée ont été identifiés, dont 24 peptides dérivés de la
chaine o et 6 peptides dérivés de la chaine B. Ces peptides actifs sont classés en trois familles
pour la chaine o et en deux familles pour la chaines B : la famille ol dérivée du peptide al-32,
la famille a2 dérivée du peptide 033-98, la famille a3 dérivée du peptide a107-141, et les
familles B1 et B2 dérivées respectivement des peptides B1-30 et 114-145 (Nedjar-Arroume et
al., 2008). L'hydrolyse en milieu hydroalcolique de I'némoglobine bovine native ou dénaturée
a permis I’identification de nouvelles séries peptidiques dont la famille a 67-106 constituee
des peptides a 67-106, a 73-105, o 86-109, a 96-106, o 99-105 et a 99-106 est spécifique a
ces hydrolysats hydroalcoliques. La figure 17 présente les peptides antibactériens obtenus par

hydrolyse pepsique en milieu aqueux de 1’hémoglobine bovine native ou denaturée en bleu
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(Nedjar-Arroume et al., 2008). La figure 18 présente les peptides obtenus par hydrolyse
pepsique en milieu hydroalcoolique de 1’hémoglobine bovine, les peptides spécifiques aux
hydrolysats hydroalcoliques en rouge et les peptides communs avec les hydrolysats pepsiques
de I’hémoglobine bovine en absence d’alcool en violet (Yaba Adje et al., 2011b). Le tableau 1

présente un résumé de I’ensemble de ces peptides antibactériens.
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Chaine B
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Figure 17: Cartographie peptidique des peptides antibactériens de I'hydrolysat pepsique de I'némoglobine bovine en milieu aqueux (Nedjar-
Arroume et al., 2006; Nedjar-Arroume et al., 2008)
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Chaine B
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: Les peptides communs avec 1’hydrolysat pepsique de 1’hémoglobine bovine en absence d’alcool

Figure 18: Cartographie peptidique des peptides antibactériens de I'hydrolysat pepsique de I'némoglobine bovine en milieu hydroalcoolique
(‘Yaba Adje et al., 2011b)
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Tableau 1 : Peptides antibactériens issus de I'hydrolyse pepsique de I'hnémoglobine bovine

Fragments

Milieu d’hydrolyse

Souches

Références

Chaine o

Chaine

o 1-32
a 1-29
o 1-28
o 1-27
o 1-23

o 33-98
o 33-97
o 34-98
o 36-97
o 37-98
o 33-83
o 34-83
o 33-66
o 34-66
033-46
a 33-45
o 34-46
o 36-45
o 37-46

a 107-141
a 107-136
a 107-133
a 133-141
a 137-141

B 1-30
B 1-13

B 114-145
B 121-145
B 126-145
B 140-145

Milieu aqueux

Salmonella
enteritidis
Escherichia coli
Listeria innocua
Micrococcus luteus

Nedjar-Arroume et
al., 2008

o1-32
o 1-33
o 1-46
o 100-105
o 106-141

o 107-128
o 107-133
o 107-136
o 107-141
o110-141
o 137-141
o 3-36

o 34-65

o 62-91

o 67-106
o 73-105
o 86-109
o 96-106
o 99-105
o 99-106

B 1-30

B 77-125
B 79-104
B 85-105
B 114-124
B 114-145
B 126-145

Milieu
hydroalcoolique

Micrococcus luteus
Listeria innocua
Escherichia coli

Yaba Adje et al.,
2011b
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V- Valorisation de molécules actives en emballage intelligent

V-1- Généralités sur les emballages actifs

Un emballage actif, que I’on retrouvera aussi sous les noms de «fonctionnel», d’ «intelligent»
ou d’ «interactif», est défini comme « un emballage qui offre plus qu’une simple protection. Il
interagit avec 1’aliment et dans certains cas répond a des changements du milieu environnant

ou du produit lui-méme (Gontard, 2000).

Le role de I’emballage a longtemps €té limité a une simple protection physique en limitant
I’impact des chocs mécaniques et les contaminations microbiologiques extérieures. Il
s’agissait donc d’un emballage passif et inerte qui a comme fonctions principales la sécurité
des aliments, la protection, la praticité et la communication. Aujourd’hui, les emballages
actifs remplissent une nouvelle fonction destinée a changer les conditions du produit emballé
pour améliorer la durée de vie et la sOreté tout en maintenant la qualité (exemples : absorbeur
02, humidité, systéme antimicrobien). lls génerent alors de plus longues durées de
conservation des aliments, une protection plus élevée des saveurs, ainsi que de faibles teneurs
en additifs et conservateurs dans des formulations alimentaires tout en préservant la qualité du

produit.

Ces nouveaux emballages dits «actifs» remplissent donc un autre réle que celui de barriére
inerte puisqu’ils permettent ’amélioration de la qualité et de la sécurité des aliments en
relarguant progressivement des composés prolongeant la durée de vie du produit ou encore en
modifiant sa composition. Ces emballages permettent de mieux répondre aux évolutions du
marché et aux exigences des industriels mais aussi des consommateurs. Les produits frais sont
par exemple de plus en plus recherchés et leurs circuits de commercialisation nécessitent des
emballages adaptés pour les maintenir dans des conditions optimales de conservation en
réduisant au maximum I’utilisation d’additifs et allonger ainsi leur durée de conservation a
qualité constante. Beaucoup de ces systemes sont incorporés directement au contact

alimentaire sous forme de sachets (Rooney, 1995).

La premiére utilisation du terme emballage actif a été proposée par Labuza et Breene (1989).
Depuis, les travaux portant sur la conservation des denrées par 1’intermédiaire d’un Systéme
d'emballage conduisant a modifier le conditionnement du produit emballé sont en pleine
évolution. Rooney (1995), Smith et al., (1990), ou encore Guilbert (1998) et Gontard (2000)
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ont notamment étudié 1’activité antimicrobienne, les absorbeurs d’oxygéne ou d’humidité, ou

la biodégradabilité de tels emballages.

Un emballage peut étre actif dés le moment ou il a la faculté de modifier I'environnement de
l'aliment (par un dégagement de substances, un piégeage, une neutralisation, ...) pour

augmenter sa durée de vie et/ou préserver ses propriétés organoleptiques.

Ces systemes actifs sont ajoutés aux emballages sous forme de sachets ou capsules disposés
directement dans le milieu clos de I’emballage, ou incorporés dans un opercule, ou bien
encore directement répartis dans 1’intégralit¢ du matériau d’emballage. Ils empéchent la
formation des gaz qui endommagent le produit, ou bien libérent des agents conservateurs ou

antioxydants.
Dans la gamme des emballages actifs, nous pouvons distinguer deux grandes catégories :

- les absorbeurs qui ont pour objectif de retirer les éléments indésirables du couple produit-

emballage (par exemple les absorbeurs d’oxygéne ou d’odeurs, ou les régulateurs d’humidité).

- les relargueurs ou émetteurs d’additifs qui introduisent des éléments bénéfiques a I’ensemble
produit-emballage comme, par exemple, les agents antimicrobiens, dont le role est de ralentir
le développement des micro-organismes, les émetteurs d’éthanol, de gaz carbonique, d’agents

de conservation, d’ardmes, d’agents antimicrobiens, etc (Multon et Bureau, 1997).

V-2- Cas d’utilisation des emballages antimicrobiens

Les emballages actifs antimicrobiens peuvent étre une solution contre les contaminations
microbiennes de surface pour certains produits frais comme les aliments carnés pour lesquels
les techniques de conservation classiques (le traitement thermique, lirradiation, les
conservateurs chimiques ou la protection des aliments sous atmosphere modifiée) ne sont pas
applicables. Ces emballages peuvent étre classés en deux types. Certains sont efficaces contre
la croissance des micro-organismes de surface sans migration, comme les absorbeurs
d'oxygéene et d'humidité. D'autres contiennent un agent antimicrobien qui migre vers la

surface des aliments. Dans les deux cas, le contact avec l'aliment est nécessaire.
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Les emballages antimicrobiens peuvent prendre plusieurs formes :

- Effet antimicrobien indirect des emballages par absorption d’O2 par exemple ou d’eau.

- Utilisation de films a activité antimicrobienne propre comme le chitosane, un polymeére

naturel dérivé de la chitine.

- Adsorption a la surface du film ou incorporation dans le film de molécules antimicrobiennes

comme certains additifs, substances antimicrobiennes, conservateurs, vapeur d’éthanol, etc.

Le maintien des composés actifs a la surface des produits pour une période suffisamment
longue permet 1’amélioration des procédés de conservation par usage de substances
antimicrobiennes (Torres et al., 1985; Labuza, 1996; Gennadios et al., 1997). Dans ces
conditions, la diffusion des composés antimicrobiens vers l'intérieur des produits est
considérablement ralentie. Cette idée est a la base du développement du concept d'emballage
antimicrobien qui consiste a incorporer les agents antimicrobiens directement dans des films

ou enrobages qui entrent en contact avec les aliments (Hotchkiss, 1995).

Différents modes d'incorporation des substances antimicrobiennes dans une matrice
alimentaire sont envisagés (1) incorporation directe dans l'aliment (2) immersion ou

pulvérisation et (3) incorporation dans un film (Coma, 2008).

- La premiére stratégie consiste a une incorporation des agents antimicrobiens directement
dans I'aliment. L'ajout direct a donné des résultats trés satisfaisants dans plusieurs types de
matrices alimentaires. Parmi les agents antimicrobiens utilisés, la nisine, un bactériocine
produite par fermentation a l'aide de bactérie Lactococcus lactis sur des substrats naturels
comme le lait ou du dextrose, et la pédiocine produite par une souche de I'espece Pediococcus
acidilactici, sont ceux qui ont suscité le plus d'intérét dans le secteur bioalimentaire. En effet,
ils agissent a de faibles concentrations sur des bactéries pathogeénes ou d'altération.
L'incorporation directe des agents antimicrobiens dans la matrice alimentaire peut étre limitée
par certains facteurs tels que leur interaction avec certains constituants de l'aliment, le pH et
I'activité protéolytique intrinseque du produit (Katla et al., 2001; Roller et al., 2002; Aasen et
al., 2003). Ainsi, I'application de la nisine est limitée par sa faible solubilité a un pH autour de

6, et son inactivation dans certains types de produits (Katla et al., 2001; Ross et al., 2003).
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- La deuxiéme approche consiste en I’immersion de la matrice alimentaire ou sa pulvérisation
par des agents antimicrobiens. L'inconvénient des techniques de trempage ou de pulvérisation
des agents antimicrobiens est que I'activité antimicrobienne de ces derniers peut étre perdue
rapidement par les composants de I'aliment ou par la dilution des agents antimicrobiens a une
concentration au-dessous de la concentration minimale inhibitrice a la suite de la migration de
ces agents vers la matrice alimentaire. Les émulsifiants et les acides gras, par exemple, sont
connus pour interagir avec la nisine réduisant ainsi son activité biologique dans 1’aliment
(Henning et al., 1986; Jung et al., 1992). Les films permettant une diffusion lente sont
souhaitables car ils permettent de maintenir des concentrations en surface plus élevées

pendant de plus longues périodes (Devlieghere et al., 2004).

- La troisieme approche consiste a incorporer des bactériocines dans une matrice de polymere
pour former des films antimicrobiens qui peuvent étre appliqués sur la surface de I'aliment.
Cette méthode permettrait une libération progressive de la bactériocine a travers le film vers
la surface de I'aliment et d'exploiter I'effet combiné des bactériocines et de certains polymeéres
présentant une activité antimicrobienne naturelle. On parle alors d'emballages antimicrobiens.

Ceci fait I'objet de la section suivante de ce document.

La diffusion des agents antimicrobiens a travers les emballages a fait lI'objet de plusieurs
publications (Vojdani et Torres, 1990 ; Han et Floros, 1998). Les matériaux d'emballage
antimicrobiens doivent entrer en contact avec la surface des aliments principalement dans le
cas ou les agents antimicrobiens sont non-volatils. Ainsi, ils peuvent se répandre sur la surface
du produit et diffuser si nécessaire. D'autres composés actifs peuvent également étre
incorporés aux polymeres comme, les enzymes antimicrobiennes telles que la lactoperoxydase
(extraite du lait de vache ou du lactosérum), les peptides antimicrobiens, les phénols comme
les hydroquinones et la catéchine (flavonoides que 1’on retrouve en majorité dans le thé vert),
les esters d'acide gras, les composés phénoliques antioxydants, les antibiotiques et les métaux

comme le cuivre (Hotchkiss, 1997).

V-3- Matériaux utilisés pour I'’emballage actif

L'un des polymeéres le plus couramment utilisés comme support a I'incorporation de composés
antimicrobiens est le polyéthylene basse densité. Weng et Hotchkiss (1992, 1993) ont
incorporé dans ce type de matériau des agents anti-fongiques dans le but de controler la

croissance de levures et de moisissures sur la surface des fromages. De méme, Ming et al.,
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(1997) ont fixé des bactériocines sur des films plastiques en vue d'inhiber la croissance de
Listeria monocytogenes sur les viandes. Certains polymeres possédent une activité
antimicrobienne intrinseque et peuvent donc étre utilisés dans des films et des enrobages
alimentaires. Les polymeéres cationiques tels que le chitosane et le poly-L-lysine adhérent
facilement aux cellules microbiennes (Goldberg et al., 1990) puisque les amines chargées
positivement agissent avec les charges négatives sur la membrane des cellules libérant ainsi
les constituants intracellulaires. Les alginates de calcium ont aussi été étudiés pour le
développement de films antimicrobiens. Ils ont permis la réduction de la croissance de la flore
naturelle et des coliformes sur des produits carnés (Cuq et al., 1995). D'autre part, certains
polymeéres nécessitent une modification afin d'augmenter leur activité antimicrobienne. Par
exemple, le potentiel antimicrobien des films de polyamide traités par irradiation aux UV a
permis d'augmenter leur activité antimicrobienne. Ceci est probablement di a I'augmentation
de la concentration en amines a la surface du film (Hagelstein et al., 1995). Parmi les
molécules antimicrobiennes pouvant potentiellement étre utilisées pour obtenir des films
bioactifs, on peut citer : la nisine, la pédiocine, les acides organiques dont I’acide citrique,
phosphorigque ou propionique et les agents chélatants, séquestrants et surfactants dont 1’acide
éthylene diamine tétraacétique (EDTA). Les matériaux antimicrobiens ont généralement pour
objectif d’augmenter la phase de latence et de réduire le taux de croissance des
microorganismes afin de prolonger la durée de vie du produit. Parallélement, une activité
antimicrobienne contre les souches pathogeénes permet de diminuer le risque d’apparition d’un
probléme de santé publique. Enfin, I’introduction de particules antimicrobiennes peut
modifier la résistance mécanique, les propriétés barriéres ou encore le comportement optique,

qu’il faudra obligatoirement appréhender (Appendini et Hotchkiss, 2002).

VI- Modélisation cinétique de I'hydrolyse enzymatique des
protéines agroalimentaires

VI-1- Généralités sur les modeles cinétiques

Un modele est une description mathématique d’un processus permettant de simuler son

comportement et de prédire son évolution.

La modélisation de protéolyse permet le contr6le des conditions d’hydrolyse protéique afin
d’obtenir, de maniére reproductible, des hydrolysats ou des peptides possédant les propriétés

d’intérét. Les modeles simulant les cinétiques d’hydrolyse présentent des outils intéressants
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pour ce contrdle (Hardwick et Glatz, 1989) et permettent de prédire 1’influence des
parameétres opératoires sur 1’hydrolyse (Adler-Nissen, 1978). Toutefois, ces réactions
d’hydrolyse sont trés complexes par D’interaction de plusieurs phénoménes comme
I’inhibition de I’enzyme par les produits d’hydrolyse, par le substrat, par des inhibiteurs de
protéase ou par des molécules non-protéiques. En plus, la protéolyse est un processus a
multiples substrats puisqu’elle implique 1’hydrolyse de multiples liaisons peptidiques de
réactivités différentes. Ainsi, le substrat est hydrolysé par une succession de réactions qui

s’effectuent soit en série, soit en parall¢le (Adler-Nissen, 1987).

Il existe différents types de modéles classés selon leur structure ou leurs objectifs. Pour ces
modeles, il est supposé que, dans un réacteur discontinu agité et thermostaté, le mélange
réactionnel est homogeéne, ce qui implique que les variations de concentration en enzyme, de
concentration en substrat, de température et de pH dans le mélange sont modérées ou
négligeables. Les concentrations en substrat ou en produit dans les équations de vitesse sont
généralement exprimées soit en fonction du nombre de liaisons peptidiques clivables, soit en
fonction du degré d’hydrolyse DH (Sousa et al., 2004).

L’équation bilan du substrat dans un bioréacteur discontinu est alors de la forme :

So : concentration initiale en substrat dans le réacteur
i J‘ st dS s I tfr. dt Sf: concentration finale en substrat dans le réacteur
r : vitesse de la réaction
o 9 tf : temps final de la réaction

Les modeles comportementaux et les modeles phénoménologiques sont les deux types de

modeles les plus rencontrés.

Le modele comportemental, aussi appelé empirique est basé sur des corrélations.
Cependant, l'utilisation de ce type de modéle ne permet pas d'expliquer les mécanismes
impliqués dans I'nydrolyse et se limite aux conditions qui ont permis de le développer. Il
apporte peu de renseignements sur les principaux phénoménes accompagnant le processus. Le
modele empirique utilise, en général, des séries de fonctions simples ou des polynémes du
second degré. Enfin, sa capacité de prédiction est limitée et restreinte au domaine

d’identification des parametres.

A Tinverse, le modele phénoménologique, basé sur la connaissance, reproduit un

comportement apres une analyse rigoureuse des phénomenes et facteurs accompagnant le
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processus. Il s’établit sous la forme de bilans mettant en jeu les grands principes de la
physique (cinétique, thermodynamique, transfert...). Ce type de modele est basé sur la prise
en compte des processus limitant apres identification de la valeur physique des différents

coefficients.

De par la complexité de son mécanisme réactionnel, la protéolyse est plus souvent modélisée
a partir de modeles empiriques (Margot et al., 1997). Une relation linéaire entre le DHt (DH a
un temps donné) et le logarithme de la concentration initiale en enzyme a été mise en
¢évidence lors de I’hydrolyse de protéines de crustacés (Baek et Cadwallader, 1995; Simpson
et al., 1998), de poisson (Kristinsson et Rasco, 2000; Guérard et al., 2001; Guérard et al.,
2002) et de blé. Une relation linéaire entre le logarithme du DHt et le logarithme de la
quantité de protéase pour les systémes protéines d’écrevisses papaine ou bromélaine a

également été établie par Baek et Cadwallader (1995).

Ces modeles, établis pour différentes protéases sur un méme substrat, permettent de comparer
les enzymes selon leur efficacité catalytique et selon leur colt. En effet, de tels modeles
permettent de calculer la quantité d’enzyme nécessaire pour atteindre un DHt donné

(Kristinsson et Rasco, 2000).

VI-2- Modeles comportementaux (empiriques) de la protéolyse

La méthode empirique est un ensemble de procédures mathématiques et statistiques qui sont
utilisées pour étudier les relations entre une réponse (variable dépendante comme le DH) et
les facteurs de [I’hydrolyse (variables indépendantes correspondant aux paramétres
réactionnels). Cette méthode génére des modeles mathématiques qui permettent d’optimiser
ces parametres pour atteindre un DH donné en simulant I’influence des parametres opératoires
sur le DH. Cette méthode a été utilisée pour contréler le processus de I’hydrolyse pour des
protéines de poisson (Baek et Cadwallader, 1995 ; Diniz et Martin, 1996) ou pour des
protéines de viande (Linder et al., 1995).

Ces modeles comportent généralement entre deux et quatre parametres a identifier. Certains
modeles empiriques expriment la vitesse d’hydrolyse en fonction du temps tandis que d’autres

I’expriment en fonction de la quantité d’azote soluble.

Les modéles présentés dans le tableau 2 simulent les cinétiques suivant les conditions

réactionnelles et les phénomeénes susceptibles d’étre impliqués ; les modéles type inverse
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simulent convenablement les hydrolyses ou 1I’enzyme est inhibée par les produits d’hydrolyse
alors que le modele 4 simule avec précision les hydrolyses ou I’enzyme est inactivée par
dénaturation thermique. Les valeurs modélisées par des modeles comportementaux entrainent

fréqguemment des déviations par rapport aux données expérimentales (Margot et al., 1997).

Tableau 2: Quelques modéles empiriques simulant 1’hydrolyse enzymatique (Margot et al.,

1997)
Modéle empirique
dX dapdz
—_— —+ a \
dt  (a+t) ? (Modele 1)
= ajexp(-at) + asasexp(-aqt) (Modeéle 2)
So dX B a;So(ag— X)
Eodt  a,+ So(a;— X) +2a;50,(X — Xo)(as — X) (Modele 3)
dX Eo )
=a CXpi—a;
i So’ ’ (Modele 4)

X : fraction d’azote soluble; t : temps ; a; : paramétres 1 du modeéle ; So : concentration initiale en substrat ; Eo :
concentration initiale en enzyme.

Les fonctions les plus courantes sont de type inverse (modeéles 1 et 3 du tableau 2) ou de type
exponentiel (modeles 2 et 4 du tableau 2). Le modele de type exponentiel, développé par
Gonzélez-Tello et al., (1994, 1996), a été utilisé avec succeés pour modéliser la cinétique
d’hydrolyse de divers systémes enzyme/substrat (Moreno et Cuadrado, 1993; Gonzalez-Tello
etal., 1994 ; Linder et al., 1995; Margot et al., 1997; Marquez et Vazquez, 1999).

VI-3- Modeles phénoménologiques de la protéolyse

La plupart des modeles traitant la protéolyse sont empiriques, cependant quelques travaux ont
eu recours a des modéles phénomenologiques. Toutefois, d’importantes hypothéses
simplificatrices sont mises en place pour permettre une résolution analytique des équations

différentielles élaborées.

Les cinétiques d’hydrolyse sont généralement caractérisées par une vitesse initiale élevée
suivie d’un ralentissement rapide de la vitesse d’hydrolyse (Adler-Nissen, 1978). Cette
diminution de vitesse peut étre attribuée a différents phénomeénes tels que I’inhibition de

'enzyme par les peptides formés ou par le substrat, I’inactivation de I’enzyme par autolyse ou
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par dénaturation thermique, la limitation du nombre de liaisons peptidiques disponibles
(Constantinides et Adu-Amankwa, 1980; Margot et al., 1997; Guerard et al., 2002).

Les modeles phénoménologiques sont, pour la plupart, basés sur le schéma réactionnel de
Michaelis-Menten (Postolache et Oncescu, 1989) :

E : enzyme
k, Kk, S : substrat
E+S F} ES > E+P ES : complexe enzyme-substrat
-l P : produit
ki, ka, ko, koot constantes de vitesse

A 1’état stationnaire, dans un réacteur discontinu, il en résulte 1’équation suivante :

Ky ¢ constante de Michaelis-Menten (quantité/volume)
dp Vm.S k,y+k V¢ vitesse maximale (quantité/(volume.temps))
e avec Ky=—— et Vy=k.Ey S : concentration en substrat (quantité/volume)
dt Kyu+S ky P : concentration en produit (quantité/volume)
E; : concentration initiale en enzyme (quantité/volume)
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MATERIELS ET METHODES
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|- Hydrolyse enzymatique de I’'hémoglobine bovine
I-1- Dosage de I'hémoglobine

Une solution meére de 1’hémoglobine bovine a été préparée a partir d’hémoglobine pure
lyophilisée (Sigma chimical).15g d’hémoglobine en poudre sont dissous dans 100mL d’eau
distillée. Cette solution est ensuite centrifugée a 4000 tour/min pendant 30min afin d’éliminer
la partie insoluble. Le surnageant est récupére et permettra de déterminer la concentration de

solution mere en hémoglobine par la méthode de Drabkin décrite par Crosby et al., 1954.

> Principe de la méthode de Drabkin

La concentration en hémoglobine de la solution meére (Y) préparé a partir de ’hémoglobine
pure en poudre a été déterminée par la méthode de Drabkin. Il s’agit d’une méthode
colorimétrique de référence (Standard d’or ou golden standard) pour le dosage de
1‘hémoglobine en solution. Le principe de cette méthode consiste a diluer une solution meére
d’hémoglobine dans le réactif de Drabkin. Un réactif qui transforme 1’hémoglobine en un
complexe stable : la cyanméthémoglobine. En effet, I’hémoglobine (Fe?*) est oxydée en
méthémoglobine par le ferricyanure ; la méthémoglobine (Fe®") réagit avec le cyanure de

potassium pour former la cyanméthémoglobine.

Hb (Fe™")
[Fe(CN),]”
[Fe(cN), 1@
v

MetHb (Fe™)

CN

CN', MetHb (Fe™)

La densité optique de la solution ainsi obtenue est déterminée au photometre a la longueur

d’onde d’absorption maximale de la cyanométhémoglobine (540 nm). Cette densité optique
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est proportionnelle a la quantit¢é d’hémoglobine présente dans la solution. La quantité
d’hémoglobine est déterminée par comparaison avec les densités optiques mesurées pour des

concentrations connues d’hémoglobine.

» Mode opératoire

-50uL de la solution d’hémoglobine sont ajoutés a 12,5mL du réactif de Drabkin (phosphate
monopotassique 1mM, cyanure de potassium 0,75mM et ferricyanure de potassium 0,6mM en
solution aqueuse). Aprés 10mn a température ambiante 1’absorbance des échantillons est lue &

540nm contre le blanc (12,5mL du Drabkin avec 50uL d’cau).

Une solution d’hémoglobine standard a 14,7% (p/v) donne une absorbance de 0,4 par la
méthode de Croshy, la concentration Y en hémoglobine de la solution a doser en % (p/v) peut
se calculer comme suit :

A54Onm
0,4

Y=14,7 x Assonm : Absorbance de la solution a doser a 540 nm

I-2- Dénaturatioi 10globine par I'urée
I-2-1- Préparation des solutions d’hémoglobine dénaturée 2% pH2

Un volume V de la solution mére d’hémoglobine Y correspondant a 5g d’hémoglobine est
ajouté dans une solution contenant 80g d’urée dissout dans (80-V) mL d’eau distillée. Le
mélange est placé sous agitation pendant 1h a 37°C et ensuite 50mL du tampon HCI/KCI
0,25M pH2 sont ajoutés. Le pH est ajusté a 2 grace a une solution d’acide chlorhydrique
concentrée. Le volume total est complété a 250mL avec de I’eau distillée. Cette solution est

utilisée pour le dosage de I’activité enzymatique de la pepsine.

I-2-2- Préparation des solutions d’hémoglobine dénaturée 1% pH4, 5

Un volume V de la solution mere correspondant a 1g d’hémoglobine est ajouté dans une
solution contenant 32g d’urée dissout dans (32-V) mL d’eau distillée. Le mélange est placé
pendant 1h a 37°C et ensuite 20mL de tampon acide acétique/acétate de sodium 0,5M pH4, 5
sont ajoutés. Le pH est ajusté a 4,5 grace a une solution d’acide chlorhydrique 2M. Le volume
total est complété a 100mL avec de I’eau distillée. Cette solution est utilisée pour I’hydrolyse

enzymatique de 1’hémoglobine.
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I-3- Dosage de I'activité enzymatique de pepsine

L’activité enzymatique de pepsine est dosée par spectrophotométrie a 280nm. Une solution
mére de pepsine de porc (EC 3.4.23.1; 32000 Unité Anson (UA); Sigma chemicals) est
préparée en mélangeant 56 mg de pepsine et 20mL de tampon acide acétique/ acétate de
sodium 0,1M a pH 4,5 et ensuite diluée a 1/200 dans I’eau distillée. Cette solution de pepsine
diluée et la solution d’hémoglobine dénaturée 2% sont pré-incubées pendant 5min a 37°C. Le
dosage de I’activité enzymatique de la pepsine est réalisé en ajoutant 1mL de la solution de
pepsine diluée a SmL de la solution d’hémoglobine dénaturée (2% a pH2). Aprés 10 min
d’incubation a 37°C, la réaction enzyme-substrat est arrétée en ajoutant 10mL d’acide
trichloracétique (TCA) 5%. Un blanc est réalisé en parallele en mélangeant dans 1’ordre,
10mL de TCA 5%, 1 mL de pepsine diluée puis SmL d’hémoglobine. L’ensemble est ensuite
laissé 30 min a température ambiante. Les solutions sont centrifugées a 4000tours/min
pendant 15 minutes, puis le surnageant est filtré sur un filtre en acétate de cellulose de 0,22
um. L’absorbance est lue a 280nm contre le blanc, ainsi P’activité de la pepsine est

déterminée.

Sachant qu’une unité d’activité enzymatique (U.A.) correspond a la quantité d’enzyme
nécessaire pour provoquer une augmentation AA d’absorbance a 280nm de 0,001/min avec un

trajet optique de 1 cm. La solution de pepsine contient donc:

(AA280nm /10) x 1000 x 200 U.A./mL AA : Absorbance de la solution a doser

Volume de la solution

Soit: U.A/mL x U.A/ mg pepsine

Masse de pepsine pesée

I-4- Hydrolyse pepsique du peptide a 1-32 synthétisé

Une cinétique de I’hydrolyse pepsique du peptide a 1-32 synthétisé a été faite a différentes
températures (15°C, 23°C et 37°C) et a différents pH (3,5; 4,5 et 5,5) et a différents rapports
enzyme/substrat (E/S=1/50, 1/100 et 1/200 (mole/mole)) (Hedhili et al., 2013).

La quantité de pepsine correspond a un rapport enzyme/substrat équivalant a 1/50, 1/100 ou
1/200 a été calculée a partir de I’activité de la pepsine déterminée précédemment et dissoute a
’aide de tampon acide acétique /acétate de sodium 0,1M pH 3,5; 4,5 ou 5,5. Cette solution de

pepsine et 2mL de la solution de peptide a 1-32 pur de concentration 0,5 mg.mLsont
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équilibrées a la température choisie avant de commencer 1’hydrolyse. Ensuite, la solution de
pepsine et la solution de peptide sont mélangées et incubées a cette température. Des
prélévements chronométrés de 100uL sont effectués et 40uL de tampon borax 0,32M pH 12,3
sont ajoutés a chaque préléevement afin d’arréter la réaction. La pepsine est inactivée par
I’augmentation du pH du milieu. Les échantillons sont ensuite analysés par CLHP et
spectrométrie de masse afin de suivre 1’évolution des hydrolysats et d’établir le schéma

réactionnel de I’hydrolyse du peptide a 1-32 synthétise.

I-5- Hydrolyse de I'hémoglobine bovine purifiée ou directement a partir du
cruor

La cinétique d’hydrolyse d’hémoglobine et du cruor a été suivie dans différentes conditions :
3 températures (15, 23 et 37°C), a 3 pH (pH 3,5; 4,5 et 5,5) et 3 rapports enzyme/substrat (1/5,
1/11 et 1/20 (mole/mole)) correspondant aux rapports 1/50, 1/100 et 1/200 pour le peptide o
1-32 synthétisé puisque dans I'némoglobine, il y a environ dix fois plus de liaisons
peptidiques a hydrolyser par la pepsine que dans le fragment o 1-32 . La quantité de pepsine
correspondant a un rapport enzyme-substrat équivalant a 1/5, 1/11 ou 1/20 a été calculée a
partir de P’activité de la pepsine déterminée précédemment et dissoute a 1’aide de tampon
acide acétique/acétate de sodium 0,AM pH 3,5; 45 ou 5,5 100mL de la solution
d’hémoglobine dénaturée 1%, préparée précédemment et un volume de pepsine correspondant
au rapport E/S choisi sont équilibrés a la température choisie avant de commencer
I’hydrolyse. Un volume To est prélevé avant 1’ajout de 1’enzyme. Puis, dans un réacteur a
température controlée, la pepsine a été ajoutée a la solution d’hémoglobine. Différents
hydrolysats ont été prélevés et ’arrét de la réaction a été effectué par ajout de 400uL de
tampon borax 0,32M (pH 12,3) a ImL de I’hydrolysat. Le pH de la solution a alors atteint une
valeur de 10, permettant ’inactivation de la pepsine. Les échantillons ont ensuite été analysés
par CLHP et spectrométric de masse afin d’identifier les peptides d’intéréts et de les

quantifier. Il s’agit des hydrolysats de 1; 2,5; 5; 10; 15; 30min et 1; 2 ; 3; 10; 24; 28 et 32h.

I1- Analyse des hydrolysats pepsiques de ’hémoglobine bovine

II-1- La Chromatographie Liquide Haute Performance en phase inverse
(CLHP)

La chromatographie liquide haute performance en phase inverse est une technique permettant

la separation des molécules en fonction de leurs affinités pour une phase stationnaire apolaire
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et une phase mobile plus ou moins polaire. La photo 1 représente les différentes composantes

du CLHP utilisée pour cette étude. L’appareillage est constitué d’une pompe Waters ™600,

d’un détecteur Waters 486 et un enregistreur Waters 746 a une atténuation de 512.

Détecteur
Waters 2475
Fluorescent

Pompe Waters
600

Détecteur

Waters 996 a

barrette de
Diode

Eluant A et
Eluant B

Un dégazeur en
ligne Waters

Injecteur
automatique
Waters 717

Controleur a barrette
de pompe Waters ™

Colonne Vydac Cs

Photo 1 : Chromatorgaphie Liquide Haute Performance analytique

La phase stationnaire est majoritairement composée de silice greffée par des chaines linéaires

de 4, 8 ou 18 atomes de carbones (Cs, Cg et C1s). Cette phase est apolaire et nécessite donc un

éluant polaire (ACN, MeOH, H20). Dans ce cas, ce sont les composés polaires qui seront

élués en premier. Une colonne C4 est recommandée pour ’analyse des peptides de plus de 20

a 30 acides aminés et la phase mobile est choisie en fonction des molécules a analyser. Dans

notre cas, une colonne Cs de 0,32x 25cm a un débit de 0,6 mL.mn™? a été utilisée pour

I’analyse des hydrolysats des peptides étudiés. De par la sensibilit¢ de la CLHP, les

¢chantillons des hydrolysats sont filtrés sur des filtres d’acétate de cellulose de 0,2pum avant

I’injection.

© 2014 Tous droits réservés.
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La phase mobile est composée de deux solvants A et B selon un gradient d’élution de 0-67%
de B pendant 30 min puis de 67-87% de B pendant 35min. Le solvant A est une solution de
H20 milli Q et de I’acide trifluoroacétique (TFA) en proportion 100: 0,1, v/v. Le solvant B est
une solution d’acétonitrile (ACN), d’eau milli Q et de I’acide trifluoroacétique dans les
proportions (60: 40: 0,1 v/v/v). Le mode d’injection est automatique et la détection se fait par
un détecteur a barrettes de diode qui permet la détection sur les longueurs d’onde entre 210nm

et 400nm.

II-2- Identification des peptides par spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse est une méthode permettant de transformer des molécules dans leur
¢tat naturel en ions a 1’état gazeux et d’obtenir leur masse moléculaire en analysant leur
rapport de masse/charge, noté m/z, ou m est la masse du composé et z la charge. Elle permet
ainsi de recueillir des informations sur la nature, la composition et la structure en plus de la
quantité de la molécule étudiée dans 1’échantillon. Un spectrométre de masse est constitué de
cinq parties principales : un systéme d’induction, une source d’ions, un analyseur, un

détecteur et un ensemble informatique de traitement des données.
La détection par spectrométrie de masse comprend principalement quatre étapes :

* L’introduction de I’échantillon a analyser,

« L’ionisation des molécules a analyser et leur passage en phase gazeuse,

* La séparation des ions dans 1’analyseur qui sert a mesurer le rapport m/z des ions générées,

* La détection des ions et le traitement du signal : le courant d’ion doit étre converti en
courant €lectrique et amplifié afin de permettre I’obtention de données exploitables via un
traitement informatique.

Le systeme d’induction fait pénétrer 1’échantillon dans le spectrométre de masse, les
molécules sont vaporisées et ionisées, 1’analyseur trie les ions fragments en fonction du
rapport masse/charge par 1’application d’un champ magnétique et/ou eélectrique, puis, le
détecteur collecte les ions fragments et amplifie le signal associé aux ions et finalement
I’ensemble informatique de traitement de données qui permet de transformer les informations

recues du détecteur en spectre de masse.
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II-3- Couplage LC- ESI- MS

Les analyses LC- ESI- MS ont été réalisées pour identifier les peptides générés par hydrolyse
pepsique. L'analyse a été effectuée sur un systeme CLHP Accela acquis auprés de Fisher
Scientific (Thermo Fisher Scientific, Bréme, Allemagne) qui se composait d’un injecteur
automatique équipé d'un four a colonne, et d’une pompe quaternaire avec un dégazeur, le tout
piloté par le logiciel Xcalibur. Le systeme CLHP Accela a été couplé avec un systeme de
spectrométrie de masse Orbitrap (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Allemagne) équipé par
une source d'ions ESI. Les analyses ont été effectuées avec la méme colonne C4 analytique et
avec le méme gradient comme décrit précédemment pour RP-CLHP. Les solvants utilisés sont
pour la voie A eau/Acide formique 0,1% et la voie B Acétonitrile/acide formique 0,1% a un
débit de 0,1mL.min%. Afin de diminuer le débit un split est installé en sortie de colonne afin
d’obtenir un débit de 0,3mL.min%en introduction dans le spectrométre de masse. La source
d’ionisation utilisée est un électrospray. Les conditions d'entrée d'ESI suivantes ont été
utilisées : lI'azote a été utilisé a la fois comme une gaine et auxiliaire a des débits arbitraires ,
respectivement de 20 a 10 pL.min 1, la température capillaire a été fixée a 275°C , dans le
mode positif , la tension capillaire a été réglée a 93,4 V , la tension de source a 3,3 kV et le
courant de la source 0-8 PA ; les spectres ont été enregistrés sur la masse/charge gamme 400-
2000 m/z .

I11- Détermination de I'activité antibactérienne

L activité antimicrobienne a été déterminée en réalisant des tests qualitatifs qui permettent de
mettre en évidence le pouvoir antimicrobien, et des tests quantitatifs par la mesure de la

concentration minimale inhibitrice (CMI).

I1I-1- Evaluation qualitative de 'activité antibactérienne

La détection de I’activité antimicrobienne sur milieu gélosé est basée sur la diffusion de
I’agent antimicrobien au sein de ce milieu ensemencé avec une souche cible. Les bactéries
testées sont : Listeria innocua, Microccocus luteus, Escherichia coli et Salmonella enteritidis.
Le dépdt du peptide se fait apres avoir délimité des points sur la boite de Petri a I’aide d’un
gabarit, le volume de 1’échantillon a tester (peptide antibactérien préparé a Img/mL dans de
I’eau distillée) déposé est de 20 pL. La pré-culture est préparée en inoculant 100 puL d’une

suspension bactérienne & 106 UFC.mL™* dans 10 mL de milieu Muller Hinton (MH), aprés

-58 -

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Karima Hedhili, Lille 1, 2014

24h d’incubation & 37° C on aura 10° UFC.mL™. Un isolement en paralléle dans le milieu LB
gélosé a été réalise pour s’assurer de la pureté de la souche.

Une dilution 200 fois (10° UFC.mL™) a été obtenue en inoculant 250 uL de la suspension a
10° UFC.mL"* dans 50 mL du milieu MH liquide, 2 mL de cette suspension ont été coulés sur
milieu MH gélose, on laisse reposer 5 minutes. L’exces est ensuite enlevé avec une pipette
Pasteur stérile en tenant la boite inclinée, puis on laisse sécher la boite 20 minutes sous la
hotte. 20 pL de solution avec le peptide antibactérien a tester préparé a 1mg/ml dans de
I’eau distillée sont déposés dans chaque spot apres 1’avoir stérilisé a froid avec un filtre 0,22
MM pour éviter sa dénaturation a haute température, avant incubation a 37°C pendant 24

heures les boites sont mises a 4°C pendant 3 heures.

III-2- Détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie comme la plus faible concentration
d'antibactérien qui inhibe toute croissance visible d'une bactérie apres 24h d'incubation dans
un milieu de croissance spécifique.

Cette méthode a été utilisée pour mettre en évidence I’activité antimicrobienne des peptides
isolés, en milieu liquide contre une souche cible.

La détermination de la CMI se fait sur une microplaque stérile, pour un volume total
del00 pL deux puits vont contenir respectivement un témoin négatif (de stérilité)
correspondant a 100 pL du milieu MH, et un témoin positif contenant 50 pL du milieu MH et
50 pL de la suspension bactérienne qui représente 10° UFC.mL™. Les autres puits vont servir
a tester le peptide. 50 pL du milieu MH sont déposés dans les puits a I’exception du premier
qui doit contenir le milieu MH doublement concentré. Puis, 50uL de peptide antimicrobien
préparé a Img/ml dans de 1’eau distillée sont déposés dans le premier puits, bien mélanger
puis transvaser 50uL de puits n au puits n dans le but de diluer le peptide a un demi a
chaque fois. En dernier, 50uL d’une suspension bactérienne diluée 200 fois dans 50 mL du
milieu MH sont ajoutés dans chaque puits. La plaque est ensuite incubée pendant 24h a la
température de croissance de la bactérie (37°C pour les souches étudiées dans notre cas) et
la lecture est effectuée a une longueur d’onde de 600 nm contre le témoin négatif (100 pL
du milieu MH) et le témoin positif (50 pL du milieu MH et 50 puL de la suspension
bactérienne).

La CMI correspond a la concentration en peptide du premier puits présentant une absence de

la croissance. Elle est égale a la concentration initiale du peptide sur la dilution du premier
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tube positif.

IV- Modélisation de I'hydrolyse pepsique du peptide o 1-32

La figure 19 présente la démarche mise en ceuvre pour I’élaboration d’un modéle

mathématique décrivant une hydrolyse enzymatique. Elle a nécessité deux phases.

La premiére phase a consisté a :

e la définition du chemin réactionnel de I’hydrolyse pepsique des peptides d’intéréts ;
e [’obtention de faits expérimentaux quantitatifs (cinétiques d’hydrolyse,...) ;

e la mise en place des hypothéses expliquant les phénoménes impliqués dans
I'nydrolyse.

La seconde phase d’élaboration des modeles a consisté a :

e I'écriture de relations mathématiques basées sur les hypotheses précédentes ;
e la confrontation de ces expressions mathématiques a 1’expérience ;
e la confirmation ou I’infirmation de la formalisation effectuée ;

e la modification de la formalisation.
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] Données espérimentales

L s]  Hypothéses expliquant les phenoménes impliqués dans I'hdrolyse

\Z

Ecriture des équations différentielles basée sur les hypothéses
précédentes

Choix des paramétres a identifier

Intégration numérique des
Identification paramétrique équations différentielles

minimisation de la fonction
d'erreur

Comparaison des données expérimentales et des données modélisées
— Mauvaise simulation | Bonne simulation

Figure 19 : démarche mise en ceuvre pour 1’élaboration un modéle mathématique décrivant
une hydrolyse enzymatique

IV-1- Hypotheéses de modélisation pour la suite de I'étude

Du fait de la complexité de la réaction de 1’hydrolyse protéique, la modélisation peut conduire
a des modeles tres complexes si des hypothéses simplificatrices ne sont pas mises en place. Le
but de ce travail étant de proposer un modele qui pourrait décrire avec précision la cinétique
d'hydrolyse de la famille du peptide a 1-32, et qui ne serait pas trop complexe, afin de faciliter
la poursuite de son utilisation. Par conséquent, certaines hypothéses ont été formulées. On a
supposé que les réactions enzymatiques étaient irréversibles. L'effet de la concentration de
l'enzyme a été négligé, en supposant que 1I’enzyme est toujours disponible pour effectuer
I'hydrolyse du substrat. Enfin, les réactions d’hydrolyse sont supposées de premier ordre.
L'agitation a été considérée comme parfaite, le taux global d’apparition et de disparition des

peptides dépendant seulement des réactions enzymatiques, en négligeant la résistance de
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transfert de masse. Comme il s'agissait des simples hypothéses, les constantes de vitesse ont

été considérées comme des constantes apparentes.

IV-2- Détermination des parametres de la cinétique

Sur la base des hypotheses présentées précedemment et les schémas réactionnels établis,
I'évolution des concentrations de peptides dans le temps a été décrite selon des systemes
d'équations différentielles.

La résolution de ces équations a permis d’établir I’expression de la concentration de chaque
peptide en fonction des constantes apparentes de vitesse et de temps d’hydrolyse. L’injection
de ces équation dans le solveur Microsoft Excel a permis de déterminer les valeurs des
constantes apparentes de vitesse en utilisant la méthode d'estimation de parametres multiples
avec l'algorithme de Newton, de maniére a minimiser la moyenne de tous les NRMSD

(normalized Root mean square deviation) de la cinétique des peptides étudiés.

Les valeurs des constantes apparentes de vitesse ont été déterminées grace a des donnees
expérimentales, en minimisant I’écart quadratique moyen normalisé entre les données
expérimentales et la prédiction du modeéle.

Ainsi, les équations du modeéle ont été ajustées aux données expérimentales pour déterminer
les valeurs des constantes apparentes de vitesse, avec I'objectif de minimiser les écarts entre
les cinétiques expérimentales et le modele. Pour caractériser l'écart entre les données

expérimentales et le modéle les criteres NRMSD ont été utilisés :

1
RMSD \m

exlj max eXp max

! ¥
Z (exp,—mod )
p=l

NRMSD =

IV-3- Le solveur Microsoft d’Excel

Le systeme solveur Microsoft d’Excel a été utilisé pour modéliser la cinétique de 1’hydrolyse
pepsique de fragments peptidiques issue du peptide o 1-32 synthétise et celles des peptides
al-32 et a 107-141 issus de I’hémoglobine et du cruor bovins.

Le solveur Excel est un outil puissant d’optimisation. Il utilise la méthode d’Euler pour
minimiser 1’écart entre les valeurs expérimentales et les valeurs données par le modele, en

créant une feuille de calcul avec des cellules variables multiples qui correspondent aux
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constantes de vitesses des réactions élémentaires de 1’hydrolyse. On peut définir des
contraintes a satisfaire sur le probleme avant qu'une solution ne soit trouvée, par exemple que
les constantes de vitesses soient supérieures a 0.

On a fait appel au solveur pour valider le schéma réactionnel afin de maitriser au mieux
I’hydrolyse pepsique des peptides étudiés.

La figure 20 montre la boite de dialogue du Solveur avec : une cellule cible qui correspond
dans notre cas aux criteres NRMSD, des cellules variables correspondant aux constantes
apparentes de vitesse et la cellule des contraintes a respecter par le solveur pour minimiser la

cellule cible et calculer les cellules variables.

2/
Celule cble a définir: |SE¢$.4| \] Resoudre
Egale a: “Max Cmin O valeur {0

Celhdes varisbles: -

| Y Proposer l

| Contraintes:
Z] Anoyter l
Modfier I
= S |

b

Figure 20: Boite de dialogue du systeme solveur Microsoft Excel

Généralement, on considere une série de couples des résultats expérimentaux (temps, y
expérimental) que 1'on cherche a modéliser par une relation du type y modete = f(t, k1, k2, k3 ...).

ki, ko, ks..., désignent des parametres dont on cherche les valeurs. Dans notre cas, ce sont les
constantes apparentes de vitesses des différentes réactions élémentaires du modele.

Un algorithme de modélisation optimise les valeurs des parameétres ki, ko, ks,... de fagon a
minimiser la somme des NRMSD de tous les peptides.

L’assistante graphique nous permet de tracer dans une méme présentation, les points
experimentaux et une courbe qui se rapproche de ces points produits par le solveur pour
chaque peptide a différents instants de la cinétique enzymatique de 1’hydrolyse de peptide a 1-
32 synthétisé et celui issu de I’hydrolyse de 1’hémoglobine bovine et du cruor a différentes

conditions.
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V- Dosage des ions potassium extracellulaires
V-1- Préparation de la suspension bactérienne de Listeria innocua

La pré-culture de Listeria innocua a été préparée en inoculant dans 10mL du milieu cerveau
ceeur bouillon (BHB) 100uL d’une suspension de 108UFC.mL™ pendant 24h d’incubation &
37°C afin d’obtenir une suspension de 10°UFC.mL™. Un isolement en paralléle a été effectué
pour s’assurer de la pureté de la souche. Les cultures ont été préparées en inoculant 500uL de
la pré-culture dans 500mL BHB stérilisé auparavant en autoclave pendant 20min a 121°C.
Ensuite, les cultures ont été incubées a 30°C pendant 24h. Aprés incubation, la culture été
répartie dans des pots a centrifugation, préalablement stérilisés. Une premiere centrifugation
de 15min a 10000g a 4°C (centrifugeuse BECKMAN) a été effectuée dans le but est de
concentrer les cellules bactériennes. Les culots sont repris dans 100mL de tampon PIPES
30mM [Sodium Piperasine -N-N’-bis (éthanesulfonate)] a pH 6,5. Aprés une seconde
centrifugation identique a la premiére, le culot été repris dans 50 ml de tampon PIPES
30mM, a pH 6,5. ImL d’une solution de KCI de concentration 5g.L " préparé dans un
tampon PIPES pH 6,5 a été ajouté, a la suspension cellulaire. La suspension cellulaire est
répartie en 2 volumes identiques dans 2 flacons a bouchons butyles. Un flacon témoin
sans glucose et un deuxiéme flacon contenant 1 mL d’une solution de glucose de
concentration 5g.L™ (tampon PIPES pH 6,5) aprés cing minutes d’incubation & 30°C pour
augmenter I’ATP disponible. Puis aprés 20 minutes d’incubation a la méme température,
1,5 mL d’une préparation de peptide a tester (1mg/mL dans de 1’eau distillée) ont été ajoutés
(@ t = 20 minutes). L’addition de glucose ou du peptide a la suspension cellulaire a été

réalisée par piqlre centrale a travers les bouchons butyles.
V-2- Prélevement des échantillons

Afin de suivre I’évolution de la concentration extracellulaire des ions K' dans la
solution, des prélevements chronologiques de 1,5 mL ont été effectués dans chaque flacon
(t=0; 2,5; 5; 10; 15; 20; 25; 30; 35; 45; 55 et 65 min).

Pour séparer les cellules bactériennes du milieu dans lequel elles baignent, une filtration a
travers des filtres 0,45 um a été effectuée. Pour chaque 500 pL échantillon prélevé, 4,5 mL
du solvant H2SO4 a 1IM/CICs a 1,1 g.L! ont été ajoutés. La concentration en ions K* dans
le surnageant a été mesurée par spectrophotometre d’absorption atomique a une longueur
d’onde de 766,5 nm.
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V-3- La spectrophotométrie d’absorption atomique

La spectrophotométrie d’absorption atomique est une technique d’analyse élémentaire et tres
sensible. Elle permet de doser plus de soixante-dix éléments chimiques méme a l'état de
traces (quelques mg.L ™) parmi eux le potassium.

L appareil utilisé pour le dosage des ions potassium extracellulaires est un spectrophotométre
d’absorption atomique, Nova AA300 (Analytical Jena, Allemagne). L’absorbance des
prélevements est mesurée a une longueur d’onde A =766,5 nm.

L'analyse est basée sur 1’absorption de photons par des atomes a I'état fondamental, et on
utilise a cet effet en général des solutions a 1’état liquide.

Ensuite, la solution est pulvérisée dans une flamme qui résulte de la combustion d’un mélange
d’air (40 mL.min) et acétyléne (C,H,) (20 mL.min?). Sa température est de 1’ordre de
2300°C ou elle est transformée en vapeurs atomiques.

On envoie sur ces vapeurs une radiation caractéristique des atomes a doser (longueur d’onde
de la raie de résonance le plus souvent) qui est produite par la source qui est généralement une
lampe a cathode creuse contenant 1’élément a doser. La radiation est absorbée par les atomes
non excités sur le trajet de la lumiere (figure 21), pour des concentrations C faibles le
modele obéit a la loi de Beer-Lambert : A = k C I, k est une constante de proportionnalité
pour une température donnée et une longueur d’onde donnée (Rouessac et al., 2004;
Mendham et al., 2005).

A partir de 1’équation de la droite obtenue aprés tracage de la courbe d’étalonnage, on peut
déterminer la concentration en K* dans la solution a doser,

Cette technique est simple, quantitative, trés sélective et relative, on doit faire une courbe
d’étalonnage. Dans la pratique, on compare les absorbances obtenues avec une gamme

d’étalon et la solution a doser dans les mémes conditions.
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Figure 21: Principe de fonctionnement d’un spectrophotométre d’absorption atomique
V-4- Préparation de la gamme d’étalonnage du potassium

Une gamme d’étalonnage a éte établie a partir d’une solution de chlorure de potassium (KCI)
de concentration 10 mg.L?, comme décrit dans le tableau 3. Les échantillons ont été

dosées par spectrophotomeétre d’absorption atomique a A.=766,5 nm.

Tableau 3: Préparation de la gamme d’étalonnage du potassium

[K']mg L™ 0,5 1 1,5 2 3 4 5
Solution KCI (mL) 0,25 0,5 0,75 1 1,5 2 2,5
Tampon H,SO4/CICs (mL) 4,75 4,5 4,25 4 3,5 3 2,5

Les résultats trouvés grace a la spectrophotométrie d’absorption atomique ont permis de tracer
une courbe d’étalonnage de la concentration en K* en fonction de la densité optique (DO)

représentée par la figure 22.
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Figure 22: Courbe d’étalonnage de la solution de KCl

Cette courbe d’étalonnage va servir a déterminer les concentrations en K* des solutions a

dosées ultérieurement et cela a partir de 1’équation de la droite obtenue : Y=0,2647X+0,1235.

V1- Préparation des films polyéthylene basse densité traités par le
plasma froid et fonctionnalisés par les peptides antibactériens

Les films d’emballages antimicrobiens a base de polyéthyléne a basse densité demeurent un
concept innovant en emballage alimentaire, le développement des microorganismes nuisibles
a la surface des aliments est contr6lé par 1’application du peptide antimicrobien a la surface du
film.

Dans cette étape des films en polyéthyléne faible densité (LDPE) (Polimeri Europa, France
SAS), couramment utilisés dans le secteur de I'emballage alimentaire ont été coupés (2x2 cm)
avec précision, lavés et dégraissés avec de 1’éthanol 95°. Les films sont placés dans I’éthanol
95° dans un bain ultrason rempli d’eau distillée pendant 10 minutes a 25° C. Une fois lavés
les films sont mis dans des boites de Petri fermées et laissés secher & 30° C dans I’étuve. Une
fois séchées les boites sont bouclées avec du para film afin d’éviter toute contamination.
Aprés séchage les films sont traités avec du plasma radiofréquence a froid avec le gaz argon
(Ar)/ oxygene O, (Karam et al., 2013). Les conditions d’emploi des gaz utilisés sont

présentées par le tableau 4.
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Tableau 4: Recapitulatif des conditions d’emploi des gaz utilisés

Gaz Débit Temps (s) Puissance Facteur de
(Cm?3/min) (Watt) correction
N2 500 300 300 1
Ar/O; 1000(950/50) 245 420 Ar =143
0,=0,996=1

Une fois traités par le plasma froid les films sont fonctionnalisés par les peptides
antibactériens a étudier. Les films traités sont placés dans un flacon de 19 ml de préparation
de peptide (préparé a Img/ml dans de I’eau milliQ et stérilisé a froid par un filtre 0,22 um)
avec des pinces stériles, une fois bien plongés au fond des flacons, les films sont incubés a
8°C pendant 18h.

Les films sont ensuite plongés successivement trois fois dans 1’eau milliQ pendant 10
secondes puis mis dans la boite de Petri correspondante. Les boites sont ensuite mises a
sécher a 20°C pendant 6h. Apres séchage les boites contenant les films imprégnés de peptides

actifs sont conservées a 4°C.

VI1I- Mise en évidence de l'activité antimicrobienne des films
fonctionnalisés par les peptides antibactériens

Le but de cette expérience est d’évaluer I’activité antibactérienne des films polyéthyléne basse
densité traités par le plasma froid et fonctionnalisés par des peptides antibactériens et
d’étudier la possibilité d’utiliser les peptides testés pour fonctionnaliser des surfaces modéles

utilisées comme matériau d’emballage actif.

VII-1- Test qualitatif de I'activité antimicrobienne des films fonctionnalisés
par les peptides antibactériens

L’activité antibactérienne des films polyéthyléne basse densité traités par le plasma froid et
fonctionnalisés par les peptides antibactériens a été mise en évidence par 1’absence de
croissance bactérienne sous le carré occupé par le film fonctionnalisé et ses contours sur
milieu MH gelosé ensemencé par la souche a tester (Listeria innocua ou Salmonella
enteridis). Les carrés des films traités sont mis en surface de milieu gélosé préalablement

ensemencé et séche.
Une dilution bactérienne 200 fois des souches a tester est obtenue en rajoutant 250 uL. d’une
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suspension bactérienne a 10° UFC.mL™? dans 50 mL de milieu MH. Ensuite, 2 mL de la
suspension bactérienne diluée sont prélevés et déposés sur chaque boite de Petri avec un
milieu Mueller-Hinton (MH) gélosé. Aprés 5 min de repos, 1’excés est enleve avec une pipette
pasteur et les boites sont séchées sous un poste de sécurité microbiologique (PSM) pendant 30
min. Une fois séchés les films antibactériens sont déposés dans des conditions stériles sous
hotte et avec des pinces stériles puis les boites sont incubées a 4°C pendant 4 heures pour
permettre la diffusion de 1’agent antibactérien (il faut bien étaler le film pour chasser les
bulles d’air et avoir une meilleure diffusion). Enfin, les boites sont incubées a 37 °C pendant
24h et I’activité antimicrobienne est détectée par la présence de zone d’inhibition sous le carré

occupé par le film fonctionnalisé et ses contours.

VII-2- Test quantitatif de I'activité antimicrobienne des films
fonctionnalisés par les peptides antibactériens

VII-2- 1- Dénombrement de la suspension bactérienne préparée sans film (témoin)

Une dilution bactérienne 200 fois, a été préparée en rajoutant 250 pL de la suspension
bactérienne de Listeria innocua dans 50 mL de milieu Mueller-Hinton. 1 mL de cette dilution
est ensemencé dans 9 ml du milieu Tryptone sel (TS) stérile et ainsi une série de dilution est
préparée dans un volume final de 10 mL, jusqu'a la dilution 10,

- Préparation des dilutions 102 et 10

1/10 1/100 1/1000 1/10000

1
| 1 | | i

CIml 1 ml ‘ I ml 1 ml

2
¥
v
v

Suspension

C el &) - C e ( 1
bactérienne Omlde TS 9mlde TS OmldeTS OmldeTS

100 pL des dilutions 102 et 10 ont été étalés stérilement sur les boites de milieu LB gélosé
(3 étalements pour chaque dilution) qui seront incubées a 37C° pendant 24h. Une fois les
boites de retour de I'incubateur, les colonies qui se sont developpées sur le milieu sont

comptées, et cela pour toutes les boites.
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VII-2- 2- Dénombrement de la suspension bactérienne préparée apres ajout des films traités aux
peptides antibactériens

Afin d’étudier 1’évolution de la charge bactérienne au cours du temps en présence du film
fonctionnalisé par un peptide antibactérien, trois dénombrements sont réalisés : a t=0, puis a 5
et 30 minutes aprés avoir mis en contact le film pour chacune des dilutions bactériennes (107
et 10).

Une dilution bactérienne 200 fois, a été préparée en rajoutant 250 pL de la suspension
bactérienne de Listeria innocua dans 50 ml de milieu Mueller Hinton. Ensuite 5 ml de la
dilution bactérienne ont été prélevés et mises dans des flacons stériles dans lesquels sont
déposés les films traités et on laisse en contact avec la dilution bactérienne pendant 5 min

sous agitation.

Apres 5 minutes, 1 mL de cette dilution est préleve et ensemencé dans 9mL du milieu
Tryptone sel (TS) stérile et ainsi une série de dilution est préparée dans un volume final de 10

mL, jusqu'a la dilution 104,

Aprés 30 minutes, on préleve a nouveau 1 mL de la dilution bactérienne qu’on met dans 9 mL

du milieu TS et une série de dilutions est réalisée jusqu'a 10,

100pL des dilutions 107 et 10 ont été étalés stérilement sur les boites de milieu LB gélosé (3
étalements pour chaque dilution) qui seront incubées a 37C° pendant 24h. Une fois les boites
de retour de l'incubateur, les colonies qui se sont développées sur le milieu sont comptees, et

cela pour toutes les boites.

Pendant la manipulation les différents tubes et dilutions sont placés dans la glace pour freiner

la multiplication bactérienne.
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RESULTATS ET DISCUSSIONS
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CHAPITRE 1 : MECANISME ET MODELISATION DE
LA CINETIQUE DE L'HYDROLYSE PEPSIQUE DU
PEPTIDE ANTIBACTERIEN «a 1-32 SYNTHETISE
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Les peptides possédant une activité biologique, comme I’activité analgésique (Takagi et al.,
1982), opioide (Nyberg et al., 2001), de stimulation de la croissance de bactéries gram-
négatives (Zhao et al., 1996), ou antimicrobienne (Liepke et al., 2003) peuvent étre obtenus

par I’hydrolyse de nombreuses protéines.

L'hémoglobine bovine a été décrite comme une source endogéne de peptides actifs (Ivanov et
al., 1997). En effet I’hydrolyse enzymatique de cette protéine engendre plusieurs peptides a
activités biologiques, tels que les peptides opioides ( Barkhudaryan et al., 1993; Lignot et al.,
1999; Zhao et Piot, 1997), les peptides potentialisateurs de la bradykinine (Piot et al., 1992),
les peptides solubilisateurs d’héme (Lebrun et al., 1998), les peptides stimulateurs de la
croissance bactérienne (Zhao et al., 1996), les peptides antihypertensifs (Yaba Adje et al.,
2011a) et les peptides antimicrobiens (Froidevaux et al., 2001; Choisnard et al., 2002; Daoud
et al., 2005; Nedjar-Arroume et al., 2008 ; Catiau et al., 2011ab ; Yaba Adje et al., 2011ab).

Plusieurs études se sont intéressées a 1’hydrolyse de 1'hémoglobine bovine (Vercaigne-Marko
et al., 2000, Choisnard et al., 2002; Daoud et al., 2005; Nedjar-Arroume et al., 2006; Nedjar-
Arroume et al., 2008) et une quarantaine de peptides antibactériens issus de I'hydrolyse de
I'némoglobine ont été identifiés. Ces peptides actifs sont classés en trois familles pour la
chaine a et en deux familles pour la chaine B: la famille al dérivée du peptide o 1-32, la
famille a2 dérivée du peptide o 33-98, la famille a3 dérivée du peptide o 107-141, et les
familles B1 et B2 dérivées respectivement de peptides p 1-30 et f 114-145. En particulier, la
famille dérivée de peptide a 1-32 se compose de peptides antibactériens et non toxiques qui
pourraient étre utilisés pour conserver des produits a base de viande au cours de leur stockage

et de leur distribution (Nedjar-Arroume et al., 2008).

Par conséquent, I'objectif de ce chapitre était de proposer un premier modele simple avec le
peptide synthétisé correspondant au fragment a 1-32 de I’hémoglobine bovine comme
substrat, et en tenant compte de la variation de la température, du pH et du rapport
enzyme/substrat (E/S) . Un tel modéle peut étre utilisé pour définir les conditions optimales
pour favoriser la production d'un peptide intermédiaire spécifique présentant une activité
biologique intéressante. Finalement, les buts étaient (1) d’étudier la cinétique de I'nydrolyse
enzymatique du peptide synthétise o 1-32 et de l'influence de la température, du pH et du
rapport E/S , d’établir le schéma reactionnel de cette 1'hydrolyse, (2) d’étudier l'activité

antibactérienne de la famille du peptide o 1-32, et (3) de développer un modéle mathématique
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décrivant la cinétique de I’hydrolyse pepsique du peptide a 1-32 , en tenant compte de
I'influence de la température , du pH et du rapport E/S.

I- Identification et caractérisation des peptides issus de
I’hydrolyse du peptide a 1-32 synthétisé

Le premier objectif de ce travail était d'étudier la cinétique d'’hydrolyse enzymatique d’une
famille de peptides antibactériens issus de ’hydrolyse d’un peptide synthétisé correspondant
au fragment o 1-32 de I’hémoglobine bovine afin d'identifier les peptides générés et leur
cinétique d'apparition, et enfin d’établir le schéma réactionnel de 1’hydrolyse de cette famille
de peptides. Vue la complexité de I’hydrolysat de I’hémoglobine bovine et afin d’avoir des

résultats fiables on va utiliser pour ce premier chapitre un peptide o 1-32 synthétisé et pur.

L’hydrolyse par la pepsine du peptide a 1-32 synthétisé a éteé effectuée pour trois températures
(15°C, 23°C et 37°C avec un pH=4,5 et un rapport E/S=1/100) et trois pH (3,5; 4,5 et 5,5 avec
T=23°C et E/S=1/100), dans 0,1 M de tampon d'acétate de sodium, avec trois rapports E/S
(1/50, 1/100 et 1/200 avec T=23°C et pH=4,5) et pendant 32 heures. Des échantillons de
I'nydrolysat ont été préleves a différents temps d’hydrolyse (0; 1; 2,5; 5; 10; 15; 30min et 1; 2;
3; 10; 24; 28 et 32h) et analysés par RP-HPLC et LC-ESI-MS dans le but d'identifier et de

quantifier les peptides générés au cours de 1’hydrolyse du peptide o 1-32.

RP-HPLC et LC-ESI-MS ont été couplés dans le but d'identifier les pics correspondant aux
peptides générés au cours de 1'hydrolyse pepsique du peptide o 1-32, grace a leurs masses
moléculaires et leurs temps de rétention et de pouvoir suivre I'évolution dans le temps de

chacun de ces peptides.

La figure 23 montre le profil RP-CLHP de la cinétique d’hydrolyse pepsique du peptide o 1-
32 a pH 4,5 et a 15°C. La masse moléculaire relative et les temps de rétention de chaque

peptide sont énumérés dans le tableau 5.
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Figure 23: Profil RP-CLHP (a et b) de la cinétique d’hydrolyse pepsique du peptide o 1-32 a
pH 4,5; E/S=100 et a 15°C (A=215nm)
L’analyse des chromatogrammes des hydrolysats a 15°C a différents temps d’hydrolyse a
permis de suivre la disparition ou 1’apparition de chaque peptide au cours de I'nydrolyse. Et
on peut remarquer que la concentration de peptide a 1-32 dans I'hydrolysat (fraction 1, temps
de rétention de 29,82min) diminue avant de disparaitre aprés 5 min d'hydrolyse, ce qui
correspondait & la coupure de ce peptide par la pepsine. La concentration des peptides a 1-29
(fraction 2, temps de rétention de 27,78min), o 1-28 (fraction 3, temps de rétention de
25,38min), a 1-27 (fraction 4, temps de rétention de 25,85min) et a 1-23 (fraction 5, temps de
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rétention de 24,43min) augmente dans I'hydrolysat jusqu'a 2,5 min pour les trois premiers
peptides et 15 min pour le dernier d'entre eux, avant de diminuer. Cela suggere que a 1-29, a
1-28, o 1-27 et a 1-23 sont des peptides intermédiaires. Les concentrations des peptides a 3-
23, o 5-23, o 1-14, o 3-14 et o 5-14 ont augmenté dans I'hydrolysat durant les 32 h

d'hydrolyse. Ces peptides semblent étre des peptides finaux.

Les profils chromatographiques des temps d’hydrolyse du peptide o 1-32 dans ces conditions
(figures 23), montrent qu’au cours de I’hydrolyse pepsique le peptide a été rapidement
converti en peptides intermédiaires de grande taille qui sont ensuite degrades plus lentement
en peptides finaux. Ce type de cinétique a été déja observé au cours de I'nydrolyse de protéine
dénaturée et correspond a un mécanisme “zipper" (Linderstrom-lang, 1952).

La concentration de chaque peptide a été calculée sur la base de I’aire de chaque pic sur les
chromatogrammes de RP-CLHP. Conformément a la Loi de Beer-Lambert, le coefficient

d’extinction molaire (€) devait étre pris en compte dans le calcul de la concentration.

Le coefficient d’extinction molaire a été estimé pour chaque peptide. Leurs valeurs ont été
specifiées dans le tableau 5. 1l convient de mentionner que ce coefficient d’extinction molaire
peut étre normalement appliqué dans le cas des solutions pures. Dans notre cas, plusieurs
peptides étaient présents dans les échantillons, de sorte que les interférences d'absorbance
peuvent se produire ce qui pourrait provoquer des erreurs dans les calculs de concentrations.
En effet, les résultats ont été soumis a I'ensemble de la variabilité de la procédure d'analyse
(échantillons, I'analyse des chromatogrammes, calcul de capacité d'absorption molaire etc ...).
Alors, afin de limiter les erreurs et de normaliser les valeurs de concentrations, les
concentrations ont €té exprimées en pourcentage de la concentration initiale du peptide a 1-32
(@ t = 0), et la normalisation a été appliquée de telle sorte que la somme de tous les

pourcentages de concentrations de peptides est toujours égale a 100 %.
Enfin, les concentrations de peptide ont été calculées comme suit :
Concentration de peptide (%) = 100*A/Ao*<*I

ou A est l'aire du pic du peptide, Ao est I’aire du pic du peptide a 1-32 at = 0, € est le
coefficient d’extinction molaire du peptide a 215 nm (M1.cm™) et | est la longueur du trajet

optique (1 cm dans le cas présent).
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Tableau 5 : Masse moléculaire, temps de rétention, coefficient d’extinction molaire et

séquence d’acides aminés de chaque peptide dérivé du peptide al-32

Nombre  Temps de Coefficient

Masse d’extinction

Fraction Peptide (Da) c; r?:;lnizs re(tf:itr:;)n molaire (M-*.cm) Séquence d’acides aminés
a215nm
VLSAADKGNVKAAWG
1 al-32 3257,6 32 29,82 279900 KVGGH?*AAEYGAEALE?®®
RM
VLSAADKGNVKAAWG
2 al-29 28412 29 27,78 258900 KVGGH2CAAEYGAEAL
VLSAADKGNVIKAAWG
3 al-28 2728 28 25,38 251900 KVGGHZ®AAEYGAE
VLSAADKGNVI’KAAWG
4 al-27 2657 27 25,85 244900 KVGGHPAAEYGAEA
VLSAADKGNVY®KAAWG
5 al-23 2236,5 23 24,43 206900 KVGGH2AAE
SAADKGNVY®KAAWGKYV
6 a3-23 2024,2 21 22,76 192900 GGHZAAE
ADKGNVYKAAWGKVGG
7 a5-23 1866 19 22,64 178900 HOAAE
8 al-14 1429,6 14 21,22 138000 VLSAADKGNVIKAAW
9 a3-14 1217,3 12 20,48 124000 SAADKGNVY®KAAW
10 as5-14 1059,2 10 20,23 110000 ADKGNVYKAAW

Ces résultats ont permis de déterminer le schéma réactionnel d'hydrolyse pepsique du peptide
a 1-32 dans les conditions d’étude (enzyme : la pepsine, rapport E/S=1/100, pH=4,5 et
T=15°C). Le schéma réactionnel établi est décrit dans la figure 24. Dans un premier temps,
I'nydrolyse de peptides o 1-32 génere quatre peptides qui sont les peptides o 1-29, o 1-28, o 1-
27 et a 1-23. Puis, les peptides a 1-29, a 1-28 et a 1-27 sont clivés pour générer le peptide o
1-23, qui s’hydrolyse a son tour pour donner les peptides : a 3-23, o 5-23, a 1-14, o 3-14 et o
5-14.
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Figure 24: Schéma réactionnel de I’hydrolyse pepsique du peptide a 1-32 synthétisé

Il est a préciser que les hydrolysats pepsique du peptide o 1-32 & 23°C et 37°C (toutes les
autres conditions étant les mémes) sont purifiés par RP-HPLC et les pics correspondant aux
peptides générés sont analysés et identifiés par LC-ESI-MS et le suivie de I'évolution dans le
temps de chacun de ces peptides ont confirmé la méme voie de réaction qu’a 15°C. Donc la

température n'avait aucune influence sur la voie de réaction dans I’intervalle de température

entre 15-37°C.
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II- Mise en évidence de I'activité antibactérienne de la famille
des peptides antibactériens issus de I'hydrolyse pepsique du
peptide a 1-32 synthétisé

Les peptides ont été purifiés en plusieurs étapes par CLHP en phase inverse. Les fractions
récupérées ont été identifiées et caractérisées par ESI-MS/MS. L’activité antimicrobienne des
peptides a éteé testée vis-a-vis de quatre souches bactériennes : Micrococcus luteus, Listeria

innocua, Escherichia coli et Salmonella enteritidis.

Differents modeéles mathématiques (http://pbil.ibcp.fr) ont été utilisés pour étudier ces
peptides antibactériens purs et leurs caractéristiques structurales : le nombre d’acides aminés,
le pourcentage de résidus hydrophobes, la charge globale, et la structure secondaire. Le
tableau 6 présente les propriétés structurales des cing peptides antibactériens étudiés. Tous les
peptides actifs sont chargés positivement a pH 7. Ces peptides présentent certaines
caractéristiques des peptides antibactériens étudiés par travaux antérieurs (Martinez-Araiza et
al., 2012, Ruan et al., 2010). llIs contiennent plus d'une vingtaine de résidus d'acides aminés
ayant une charge globale positive, une partie importante de résidus hydrophobes et un

pourcentage €levé de structure en hélice a.

Tableau 6: Caractéristiques structurales des peptides antibactériens pure issus de 1’hydrolyse
pepsique du peptide o 1-32 (http://pbil.ibcp.fr)

Peptides Pourcentage de résidus ~ ChargeapH 7  Prediction de structure

hydrophobes (%) secondaire
al-32 46 +1 58% hélice o
al-29 48 +1 58% hélice o
al-28 46 +1 50% hélice o
al-27 44 +1 50% hélice o
al-23 47 +2 47% hélice a

Pour déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI), I’activité antimicrobienne a été
testée en milieu liquide sur microplaque dans du milieu Miuller-Hilton contenant des
concentrations variables de peptides. L’activité antimicrobienne est détectée par absence de
croissance dans les puits contenant la souche et le peptide a la concentration testée. Cette
méthode permet de calculer la concentration minimale inhibitrice qui correspond a la plus
faible concentration de 1’agent antimicrobien capable d’inhiber la croissance de la souche

bactérienne testée apres un temps d’incubation de 24h a 37°C. Les activités antibactériennes
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du peptide a 1-32 et de quatre autres peptides obtenus apres son hydrolyse ont été testées
contre quatre especes de bactéries : Salmonella enteritidis, Escherichia coli, Listeria innocua
et Micrococcus luteus, et les résultats sont présentés par le tableau 7.

Tableau 7: Valeurs de CMI (uM) de peptides antibactériens de la famille a 1-32 (CMI étant
la concentration la plus faible du peptide qui inhibe totalement la croissance des espéces
bactériennes apres 24 h d'incubation a 37°C)

CMI (uM)

Bactérie Gram (-) Bactérie Gram (+)

Peptides S.enteritidis E.coli L.innocua M.luteus

a 1-32 38 154 38 90
a 1-29 27 54 27 54
o 1-28 27 54 27 54
a 1-27 38 54 27 38
a 1-23 27 54 54 100

Le tableau 7 montre la concentration minimale inhibitrice des peptides a 1-32, o 1-29, o 1-28,
a 1-27 et a 1-23 par rapport a ces souches bactériennes. Ces cing peptides ont montré une
activité antibactérienne contre les souches bactériennes testées. Pour chaque peptide testé a
une concentration correspondant a la CMI, et quelles que soient les espéces bactériennes, la
population de cellules a diminué d'au moins de 97 % aprés 24 heures d’incubation. Les
valeurs de CMI obtenues pour les différents peptides dérives de peptide synthétique a 1-32
sont en accord avec celles obtenues pour les mémes peptides dérivés de I'némoglobine bovine
(Nedjar-Arroume et al., 2008).

Les quatre peptides dérivés de I'hydrolyse du peptide a 1-32 ont présenté la méme CMI contre
Escherichia coli (UM 54), qui était environ trois fois plus faible que pour le peptide o 1-32
(154 puM) (tableau 7). Les peptides a 1-29, a 1-28 et en particulier a 1-27 semblaient plus
actifs contre Micrococcus luteus (CMI de 54, 54 et 38 uM respectivement) que le peptide al -
32 (CMI de 90 uM), alors que le peptide o 1-23 était moins efficace que ce dernier (CMI de
100uM). Les résultats obtenus avec les tests contre Salmonella enteritidis et Listeria innocua
étaient moins frappants. Les peptides a 1-29, o 1-28 et a 1-23 semblaient étre plus actifs
contre Salmonella enteritidis (CMI de 27 uM) que les peptides a 1-32 et a 1-27 (CMI de 38
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H1M). Des résultats similaires ont été obtenus contre Listeria innocua, sauf pour le peptide o 1-

23, qui est apparu comme le moins actif parmi les peptides testés (CMI de 54 uM).

Ainsi, selon les espéces bactériennes ciblées, il serait intéressant d'arréter I'nydrolyse du
peptide a 1-32 avec la plus grande concentration du peptide présentant la meilleure activite
contre cette espece bactérienne. D’ou Dl’intérét de la modélisation de la cinétique de

I'nydrolyse afin de prédire le moment ou I'hydrolyse doit étre arrétée.

III- Modélisation de la cinétique de I'hydrolyse enzymatique du
peptide a 1-32 synthétisé

Au cours de I'nydrolyse de I'hémoglobine, plusieurs réactions paralléles et consécutives ont
lieu et la cinétique d'hydrolyse est trés complexe (Nedjar-Arroume et al., 2006). Plusieurs
études ont conduit a la modélisation de I'nydrolyse de divers substrats tels que la pomme de
terre (Delgado et al., 2009), la cellulose (Ye et Berson, 2011), le maltose (Findrik et al., 2010)
ou les rafles de mais (Gil et al., 2001), et les modeles proposés ont permis la prédiction des
données expérimentales, ce qui permet d'optimiser les conditions d’hydrolyse en question.
Les modéles mathématiques décrivant la cinétique enzymatique peuvent permettre le choix
des conditions optimales pour obtenir des peptides a partir de protéines telles que les protéines
de lactoserum (Martinez-Araiza et al., 2012) ou du blanc d'ceuf (Ruan et al., 2010) ont été
proposés. Une modélisation de la cinétique de I'hnydrolyse enzymatique de I'hémoglobine
bovine a été proposée par Marquez et Vazquez (1999), qui s'inspirent de I'évolution du degré
d'hydrolyse au cours du temps. A notre connaissance, un modéle permettant de décrire
I'évolution des concentrations de peptides au cours de I’hydrolyse de I'hémoglobine bovine n'a

pas encore été proposé.

D’ou I’importance de proposer un modéle permettant de décrire I'évolution des concentrations
des peptides d'intérét lors de I'hydrolyse pepsique de I'hémoglobine bovine, en tenant compte
des conditions expérimentales (température, pH et rapport E/S). Le présent chapitre
correspond a la premiére étape de cette approche globale, en travaillant sur un peptide

synthétisé o 1-32 comme substrat moins complexe que celle de I'hnémoglobine bovine.

L'hydrolyse des protéines est un phénomene complexe, la formalisation peut conduire a des
modeles trés complexes si des hypothéses simplificatrices ne sont pas faites. Le but de ce
travail était de proposer un modele qui pourrait décrire avec precision la cinétique d’hydrolyse
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du peptide a 1-32, et qui ne serait pas trop complexe, de maniere a faciliter la poursuite de son
utilisation. Par conséquent, certaines hypothéses ont été formulées. On a supposé que les
réactions enzymatiques sont irréversibles et que 1’effet de la concentration de l'enzyme est
négligeable en considérant qu’il y avait toujours assez d’enzyme pour la réalisation de
I'nydrolyse du substrat. Enfin, les réactions de premier ordre avec des constantes apparentes
de vitesse ont été supposées. L'agitation a été considérée comme parfaite, la vitesse globale
d'apparition de peptide (disparition) a été considérée comme dépendante uniquement des
réactions enzymatiques, en négligeant la résistance de transfert de masse. Comme il s'agissait

d’hypotheses, les constantes de vitesse ont été considérées comme des constantes apparentes.
9

Selon ces hypotheses, et en se basant sur le schéma réactionnel établi ci-dessous (figure 24),
I’évolution des concentrations des peptides a été décrite dans le temps par le systéme

d'équations différentielles suivantes :

do_
—dlt 2= —(ky +ky + k3 + ka3,
da;_zq
——— =koy_3, — kct{_
dt 20132 5d1-29
da;_,g
——— = ka2, — keaq_
dt 30132 6d1-28
da;_y;
——— =k, — k70, _
dt 40132 70127
dag_y;3
T = k133 + ksq_p9 + kety_p5 + k701 _37 — kgay_»3

Q1_37:1a concentration du peptide a;_3,
Q1_»9:la concentration du peptide a;_»q
Q1 _»g:1a concentration du peptide a;_,g
a41_»7:la concentration du peptide a;_,-
a1_»3:la concentration du peptide a;_,3

Ce systeme d’équations différentielles a été résolu et les équations de la concentration des
peptides obtenus au cours du temps de I'hydrolyse pepsique du peptide o 1-32 synthétisé sont
présentées dans le tableau 8. Les résultats expérimentaux ont été utilisés pour établir un
modeéle mathématique décrivant la cinétique de la concentration des peptides générés au cours

de I'hydrolyse du peptide o 1-32.
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Tableau 8: Equations de la concentration au cours du temps des peptides obtenus par I'hydrolyse pepsique du peptide a 1-32 synthétisé

Peptides Equations différentielles Equations de la concentration au cours du temps d’hydrolyse
o 1-32 dc;l_gz kit ky + ks I 35 (t) = I, e~ (1+katkstka)t
t + k)t Avec 1o =100% (pourcentage du peptide o 1-32 a t=0)
o 1-29 da;_z9 ko1
— k _ . k _ I _ t — —(k1+k2 k3+k4)t _ —kst
dt 201-32 5d1-29 1-29 (8) (ks) — (ko + ky + kst ks ) [(e e )]
o 1-28 da;_zg ksl
=k o —k _ I, t) = —(kq+ky k3+ky)t _ ,—kgt
dt 301-32 6(1-28 1-28 (t) (ko) — (ks + ky +kat+ky ) [(e e )]
o 1-27 day_z7 ksl (k
— _ — —(k1+ky k3+ky)t _ ,—kst
dt kyoty 35 — k717 I1_27 (1) Uiy ) — (ko + ky + kst ks ) [(e e )]
a1-23 da1_23 A _ _
— I t) = (kq+ky k3+ky)t _ kgt
dt kiaty_3; + ksay 39 1-23 (©) () — (ki +ky +hs+ky ) [(e e )]
+ ko128 ~(ks)t —kgt
+ e st — e "8
+ k70157 (ks ) —C(ks) I )
— kga1_23 + e~(ke)t _ pksl
(kg ) _D(k6) [( )
+ e_(k7)t _ e—kgt
)= Gy W )
A= Io[ks + kskz + Koks
O T (ks) — (ki +ky +hks+ky ) (ke)— (ky +ky +ks+ky )
n 7k ]
(k7) = (ks +ky +hks+ky )
ksk;
B = Iy[ ]
(ks)— (ky+ky +ks+ky )
keks
C =1 ]

D:I()[

(k) — (k1 +ky +kstky )

k7ks |

(kz) = (kg +k, +hkst+ky )
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Les équations présentées par le tableau 8 ont été utilisees pour estimer a 1’aide du Solveur
Microsoft Excel la concentration de chaque peptide a chaque instant de 1’hydrolyse.

Les cinétiques d’hydrolyse du peptide o 1-32 par la pepsine a différentes températures, a
savoir 15, 23 et 37°C et pendant 32 h, sont présentées dans la figure 25 (les motifs sont les
résultats expérimentaux et les lignes continues sont les résultats prédits par le modele), avec
un accent sur la premiére demi-heure pour mieux voir I'évolution des concentrations des
peptides dans la figure 26. Comme prévu, il est apparu clairement que la cinétique a été
accélérée, en augmentant la température. A titre d’exemple, le peptide o 1-32 a complétement
disparu en environ 5 min a 15°C, 3 min a 23°C et moins de 2 min a 37°C, donc la vitesse de

son hydrolyse en peptides finaux et intermédiaires augmente avec la température.
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Figure 25: Evolution des concentrations (expérimentale et le modéle) de peptides générés
pendant I’hydrolyse pepsique du peptide o 1-32 (a) a 15°C, (b) a 23°C et (c) a 37°C
(pH=4,5 et E/S=1/100)

32 h d’hydrolyse
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Figure 26: Evolution des concentrations (expérimentale et le modéle) de peptides générés
pendant I’hydrolyse pepsique du peptide a 1-32 (a) a 15°C, (b) a 23°C et (c) a 37°C
(pH=4,5 et E/S=1/100)

30 minutes d’hydrolyse
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La figure 26 présentant les données expérimentales et ceux du modéle de la cinétique de la
famille des peptides issus de I’hydrolyse enzymatique du peptide o 1-32, pour les trois
températures testées montre que les résultats expérimentaux et les prédictions du modéle sont
en bon accord, pour toutes les températures, avec un NRMSD (normalized Root mean square
deviation) en moyenne de 4,1% (4,4%, 3,9% et 4,0% pour 15, 23 et 37°C respectivement).
Par conséquent, le modéle proposé est apparu comme pertinent pour décrire les cinétiques de
concentration de la famille du peptide o 1-32 (pour les conditions opératoires testées). Il
semble que, dans ces conditions, I'hypothése de la cinétique du premier ordre (supposer que

I'enzyme était toujours disponible) a eté validée.

Les valeurs des constantes apparentes de vitesse (k1 a kg) ont été déterminées grace au solveur
Microsoft Excel, en minimisant 1’écart quadratique moyen normalis¢ NRMSD entre les
données expérimentales et modele (voir les détails dans Matériels et Méthodes). Les résultats

obtenus pour les valeurs de constantes apparentes sont donnés dans le tableau 9.

Tableau 9 : Valeurs des constantes apparentes de vitesse et paramétres de I'équation
d'Arrhenius en fonction de la température (pH=4,5 et E/S=1/100)

T(K) 288 296 310 CoefTiCie-nt de Energie d’activation
determination (R?) (J.mol?)
ki (h?) 28,73 4589 75,37 0,986 32015
k2 (h?) 19,05 26,39 45,32 0,999 29253
ks (h?) 6,36 8,80 15,04 0,999 29058
ka (h1) 8,45 8,32 24,16 0,849 37633
ks (h) 12,21 16,22 26,90 0,999 26743
ke (h) 6,07 8,69 10,97 0,935 19269
k7 (h'1) 5,49 7,08 12,37 0,994 27705
ks (h1) 0,54 080 1,24 0,987 27705

Le tableau 9 montre une augmentation des constantes apparentes de vitesse en fonction de la
température d’hydrolyse. On peut expliquer 1’augmentation de la vitesse de la réaction
d’hydrolyse avec la température par le fait que I’accroissement de température fait augmenter
la vitesse moyenne des molécules. En conséquence, plus les molécules posséderont une

énergie cinétique suffisante pour produire des collisions efficaces plus la réaction sera rapide.
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La température augmente également la vitesse enzymatique puisque l'interaction entre la
pepsine et la famille des peptides issus du peptide a 1-32 devient plus importante a sa

température optimale d’hydrolyse qui est de 37°C (Ryle, 1984).

I11-1- Effet de la température sur la cinétique d’hydrolyse pepsique du
peptide a 1-32 synthétisé

La dépendance des constantes apparentes de vitesse en fonction de la température a été établie

au moyen de I'équation d'Arrhenius classique :

-E

k=F.eRT

ou k est la constante de vitesse apparente (s *ouh™?),
F est le facteur exponentiel (s "t ou h ),

Ea est I'énergie d'activation (J.mol ),

R est la constante universelle des gaz (J.mol “1.K ) et T est la température (K).
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Figure 27: Linéarisation de I'équation d'Arrhenius
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La linéarisation de I'équation d'Arrhenius a été réalisée de maniere a déterminer le facteur
d'activation et les valeurs d'énergie exponentielles. La figure 27 montre les relations linéaires
trouvées entre le logarithme de la constante apparente de vitesse (In (k)) et I'inverse de la
température (1/T). Les valeurs obtenues pour les énergies d'activation et les coefficients de
détermination (R?) sont données dans le tableau 9. Compte tenu des valeurs de R?, il est
apparu que la dépendance des valeurs des constantes apparentes de vitesse en fonction de la
température respecte le modéle selon I'équation d'Arrhenius classique. On peut egalement
remarquer que 1’energie d’activation pour les différentes réactions mises en jeux sont
relativement faibles et qu’elle est la plus elevée pour la constantes ka, ce qui suggere qu’il faut
plus d’energie pour hydrolyser le peptide a 1-32 en o 1-27 que les autres peptides ce qui
explique la petite quantité de ce peptide produite lors de I’hydrolyse pepsique du peptide o 1-
32, et la plus faible pour la constante ks , ce qui explique la transformation rapide du peptide
ol-28 en a 1-23.

I11-2- Effet du pH sur la cinétique d’hydrolyse pepsique du peptide a 1-32
synthétisé

L'évolution de la concentration de la famille de peptides issus de 1’hydrolyse par la pepsine du
peptide a 1-32 synthétisé a été étudiée a différents pH: 3,5; 4,5 et 5,5 (les autres conditions
étant T=23 °C, E/S=1/100). Les données expérimentales et celles proposées par le modéle de
cette cinétique sont présentées dans la figure 28 pour les trois pH testés. Les valeurs des
constantes apparentes de vitesse a différents pH sont données dans le tableau 10. Les résultats
ont montré que les cinétiques ont été décélérées avec I'augmentation de la valeur du pH, et qui
est le plus élevé a un pH de 3,5. On remarque aussi que les constantes apparentes de vitesse
diminuent d’une maniére linéaire en augmentant le pH. En effet, chaque enzyme a un
intervalle de pH approprié qui contribue a I'entretien de sa structure tridimensionnelle dans le

site actif et fournit des groupes ionisables essentiels.
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Figure 28: Evolution des concentrations (expérimentale et le modéle) de peptides générés
pendant hydrolyse pepsique du peptide o 1-32 (a) a pH 3,5; (b) a pH 4,5 et (¢) a pH5,5
(T=23°C et E/S=1/100)
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La figure 28 montre que les données expérimentales et les prédictions du modéle pour la
cinétique d’hydrolyse des peptides de la famille o 1-32 sont en bon accord pour les différents
pH avec une moyenne de NRMSD (écart quadratique moyen normalisé permettant de
minimiser 1’écart entre les valeurs expérimentales et les valeurs données par le modéle) de
1,80 %. Ce modéle a permis de déterminer les équations de la dépendance des constantes
apparentes de vitesse en fonction du pH en considérant une augmentation linéaire de la vitesse

de réaction d’hydrolyse pepsique du peptide a 1-32 synthétisé en fonction du pH.

L'équation de la dépendance des constantes de vitesse apparentes en fonction du pH a été

établie par I'équation d'une droite (tableau 10) :
k=a*x+b

ou k est la constante de vitesse apparente (s 1) , x est le pH , a est la pente de la droite b est

I'ordonnée a l'origine.

Tableau 10: Valeurs des constantes apparentes de vitesse et parametres de I'équation de la
dépendance des constantes apparentes de vitesse en fonction du pH (T=23°C, E/S=1/100)

pH 3,5 4,5 55 Coefficient de Linéarisation
détermination
(R
pente (a) B

ki(h?) 70,59 45,89 23,09 0,985 -23,75 153,40
ke(h) 3986 26,39 13,42 0,993 -13,22 86,05
ks(h?) 13,31 8,80 4,51 0,990 -4,40 28,68
ka(h™) 1336 8,32 4,32 0,991 -4,52 29,02
ks (N'Y) 24,70 16,22 8,19 0,992 -8,26 53,53
ke (W) 1311 8,69 4,36 0,998 -4.37 28,41
kz(h?) 12,12 7,08 3,46 0,998 -4,33 27,03
ks (h™) 1,27 0,80 0,40 0,980 -0,44 2,78

D’aprés les valeurs des coefficients de détermination de I'équation de la dépendance des
constantes apparentes de vitesse en fonction du pH (R2 =0,99) présentées dans le tableau 10,
on peut confirmer que la vitesse de 1’hydrolyse pepsique du peptide a 1-32 augmente d’une

maniere linéaire en diminuant le pH dans I’intervalle 3,5-5,5.
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I11-3- Effet du rapport enzyme/substrat sur la cinétique d’hydrolyse
pepsique du peptide a 1-32 synthétisé

L'évolution de la concentration des peptides issus de 1’hydrolyse pepsique du peptide a 1-32
synthétisé est étudiée avec différents rapports enzyme/substrat: 1/50; 1/100 et 1/200
(mole//mole)(les autres conditions étant T=23°C, pH=4,5). Les données expérimentales et
celles proposées par le modele de cette cinétique sont présentés dans la figure 31 pour les trois
rapports enzyme/substrat testés. Les valeurs des constantes apparentes de vitesse a différents

rapports enzyme/substrat sont données dans le tableau 11.
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Figure 29: Evolution des concentrations (expérimentale et le modéle) de peptides générés
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pendant hydrolyse pepsique du peptide a 1-32 (a) a E/S=1/50; (b) a E/S=1/100 et (c) a
E/S=1/200 (T=23°C et pH 4,5)
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Tableau 11: Valeurs des constantes apparentes de vitesse a différents rapports E/S
(T=23°C, pH=4,5)

E/S 1/50 1/100  1/200
ki(h) 46,02 4589 44,39
ka(hh) 2622 2639 2591
ks(h?) 895 8,80 8,54
ke(h?) 8,36 8,32 7,74
ks(hh) 1631 16,22 14,59
ke (h?) 8,63 8,69 8,32
kz(h?) 712 7,08 6,74
ks(h?) 081 0,80 0,69

Les résultats présentés par la figure 31 et le tableau 11, montrent que les cinétiques ont été
Iégérement accélérées avec I'augmentation de la valeur du rapport enzyme/substrat de 1/200 a
1/100. On remarque également que la vitesse de la cinétique est restée constante pour
I’intervalle du rapport E/S entre 1/50 et 1/100. En effet, a une certaine concentration
d’enzyme, la vitesse de la cinétique reste constante puisqu’il y aura suffisamment d’enzyme
pour hydrolyser les liaisons peptidiques, ainsi 1’augmentation de sa concentration sera sans
effet sur la vitesse d’hydrolyse du peptide a 1-32. Ces observations sont en accord avec les
hypothéses mis en place au début de notre travail qui suggerent que les réactions
enzymatiques mises en jeu lors de I’hydrolyse pepsique du peptide a 1-32, sont irréversibles
et que D’effet de la concentration de l'enzyme est négligeable en considérant qu’il y avait

toujours assez d’enzyme pour la réalisation de I'hydrolyse du substrat.

I1I-4- Validation du modele de la cinétique d’hydrolyse pepsique du peptide
a 1-32 synthétisé

Le modéle proposé a permis de prédire la cinétique I'hydrolyse du peptide o 1-32, les
constantes apparentes de vitesse et les concentrations des peptides d'intérét a chacune des
températures entre 15 et 37°C et a chaque pH compris entre 3,5 et 4,5 et ceux a chaque
moment de I’hydrolyse du peptide 1-32. Pour effectuer la validation du modeéle et de vérifier
sa capacité de prédiction, deux hydrolyses du peptide o 1-32, ont été effectuees une a 30°C
(pH= 4,5 et E/S=1/100), et une a pH 5 (T=23°C et E/S=1/100). Les résultats obtenus ont été
compares aux valeurs prédites pour la méme tempeérature et le méme pH a l'aide du modele
mathématique. La cinétique predite par le modéle et les résultats expérimentaux sont

présentés par la figure 29 pour la température et la figure 30 pour le pH.
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A notre connaissance, seuls Marquez et VVazquez, 1999 ont publié un modéle décrivant la
cinétique de I’hydrolyse de 1'hémoglobine bovine par la pepsine. Cependant, les données ne
présentaient que I'évolution du degré d'hydrolyse en fonction du temps (pas de données pour
la cinétique de chaque peptide).

& 11-32exp = |1-32mod A 11-29exp = |1-29mod X 11-23exp
10Tl-23mod + 11-27exp e |1-27mod 11-28exp = |1-28mod

o

o

Peptides (%)
H LOJ'I [e)]

o
T T T T y 9

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45 0.5
Temps (h)

Figure 30: Comparaison des cinétiques prédites et expérimentales de peptides générés
pendant hydrolyse du peptide o 1-32 a 30°C (E/S=1/100 et pH 4,5)
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- . 4
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Figure 31: Comparaison des cinétiques prédites et expérimentales de peptides générés
pendant hydrolyse du peptide a 1-32 a pH 5 (E/S=1/100 et a 23°C)

Comme le montre la figure 29 et la figure 30 les prédictions du modele et les données
experimentales sont en bon accord avec un NRMSD (écart quadratique moyen normalisé
permettant de minimiser I’écart entre les valeurs expérimentales et les valeurs données par le

modele) de 3,2% pour la température et 2,8% pour le pH. Cette validation a confirmé que le
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modele proposé est en mesure de prédire I'évolution de la concentration des peptides étudies
pendant 1’hydrolyse pepsique du peptide a 1-32 & une température donnée dans l'intervalle de
15 a 37° C (pour les conditions expérimentales étudiées, c'est a dire un rapport E/S=1/100 et
pH=4,5) et un pH donné dans l'intervalle de 4,5 a 5,5 (avec un rapport E/S=1/100 et T=23°C).

Conclusion

L’hydrolyse pepsique du peptide a 1-32 synthétisé a permis l'obtention de peptides
intermédiaires, qui ont présenté une activité antibactérienne contre quatre espéces
bactériennes. L’identification des peptides intermédiaires et finaux a permis de proposer un
schéma réactionnel decrivant les réactions paralleles et consécutives qui ont lieu au cours de
I’hydrolyse. Un modele mathématique basé sur le mécanisme proposé, a été développé pour
décrire la cinétique de I’hydrolyse des peptides de la famille o 1-32.

L'influence de la température sur les coefficients cinétiques a €té interprétée par le biais de
I'équation d’Arrhenius, permettant le calcul des énergies d'activation pour les différentes
réactions impliquées dans le mécanisme. L’effet du pH et du rapport E/S était également
¢tudié et le modéle trouvé a démontré une augmentation de la vitesse d’hydrolyse en
diminuant le pH (entre 3,5 et 5,5) et une vitesse invariable avec le rapport E/S. La validation
du modeéle a pu évaluer la capacité du modéle proposé de prévoir la cinétique de I'nydrolyse
du peptide o 1-32 dans la plage de température de 15 a 37°C (un rapport enzyme/substrat
1/100 et a pH 4,5) et dans I’intervalle de pH entre 3,5 et 5,5 (un rapport enzyme/substrat
1/100 et a 23°C). Ce modele mathématique peut permettre de définir les conditions optimales
pour la production de divers peptides ayant une activité antibactérienne a partir de I'nydrolyse
du peptide o 1-32 synthétisé.

Les résultats de ce chapitre ont fait le sujet d’une premiere publication (Annexe 1).
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CHAPITRE 2: GENERALISATION DU MODELE
MATHEMATIQUE SUR LA CINETIQUE DE DEUX
FAMILLES DE PEPTIDES ANTIBACTERIENS ISSUS
DE L’HYDROLYSE PEPSIQUE DE L’HEMOGLOBINE
ET DU CRUOR BOVINS
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Dans le précédent chapitre, un premier modéle simple avec comme substrat le peptide
synthétisé al-32 a été déterminé en tenant compte de la variation de la température, du pH et
du rapport E/S. L’objectif de ce chapitre est de généraliser ce modeéle sur I’hydrolyse de
I’hémoglobine et du cruor bovins en I’appliquant & deux familles de peptides antibactériens o
1-32 et o 107-141.

I- Hydrolyse pepsique de I'hémoglobine bovine purifiée ou a
partir du cruor

L’hydrolyse de I’hémoglobine ou du cruor bovins (1%) par la pepsine a été réalisee en
conditions dénaturantes (en présence d’urée 6 M), en milieu tampon acide acétique /acétate de
sodium 0,1 M, a pH 4,5 et a 23°C. La réaction d’hydrolyse est arrétée a différents temps
d’hydrolyse par ajout de tampon borax 0,32 M, pH 12,5. Les hydrolysats sont ensuite
analysés par CLHP aprés différents temps d’hydrolyse. Les profils chromatographiques des
différents temps d’hydrolyse de 1I’hémoglobine bovine dans ces conditions (figure 32),
montrent qu’au cours de I’hydrolyse en conditions dénaturantes, les molécules d'hémoglobine
dénaturée ont été rapidement converties en peptides intermédiaires de grande taille qui sont
ensuite dégradés plus lentement en peptides finaux. Ce type de cinétique a été déja observé au
cours de I'nydrolyse de protéine dénaturée correspond a un mécanisme " zipper " (Lindertrom-
lang, 1952). On a également observé le méme mécanisme au cours de 1’hydrolyse du cruor
bovin dénaturé et les chromatogrammes obtenus étaient similaires a ceux de 1’hydrolysat

pepsique de I’hémoglobine.
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Figure 32: Profil CLHP (a, b et ¢) de la cinétique d’hydrolyse de I’hémoglobine purifiée ou
du cruor bovins 1% (p/v) par la pepsine a pH 4,5 et a 23°C en conditions dénaturantes
(A=215nm)
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La figure 32 montre que les chaines o et B des tétrameres sont tout de suite entiérement
hydrolysées par la pepsine. Les mémes résultats ont précédemment été obtenus par plusieurs
auteurs permettant ainsi 1’obtention de peptides actifs (Nedjar-Arroume et al., 2008, Dubois et
al., 2005; Choisnard et al., 2002; Froidevaux et al., 2001). En effet, en présence d’urée, la
dissociation de la protéine en deux hétérodimeres, favorise I’accessibilité de 1’enzyme pour
son substrat (hémoglobine ou cruor bovins). 1l s’en suit donc une libération de peptides
intermédiaires de grande taille dés le début de ’hydrolyse comme décrit par Linderstrom-

Lang en 1952.

II- Identification et caractéristaion des peptides antibactériens
des familles de a 1-32 et a 107-141 issus de 'hémoglobine et
du cruor bovins

Il a été démontré que I’hydrolyse de la chaine a de 1’hémoglobine bovine par la pepsine
engendre trois familles de peptides actifs (Lignot, 1998). Deux familles présentant une
activité antibacterienne prononcée: la famille a 1-32 et la famille a 107-141 vont faire 1’objet

de cette étude.

La premiére famille est localisée du coté N terminat de la chaine o de 1’hémoglobine bovine et
constituée des peptides a 1-32, o 1-29, o 1-28, o 1-27 et o 1-23. La deuxiéme famille située
du c6té C terminal de la chaine o de I’hémoglobine bovine et constituée des peptides se formant

a partir du peptide o 107-141.

Les hydrolystats a différents temps d’hydrolyse de I’hémoglobine et du cruor bovins en milieu
dénaturant ont été analysés par CLHP comme décrit précédement et les différents pics ont été
recoltés et leur contenu a été analysé dans un premier temps par spéctrométrie de masse, puis
les pics qui n’étaient pas purs ont subi une deuxiéme purification par chromathographie
liquide haute performance en phase inverse sur colonne C4. La composition en acides aminés
des peptides purifiés a éte ainsi détérminée et les pics correspondants a la famille a 1-32 et o

107-141 ont été identifiés comme indiqué dans la figure 33.
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Figure 33: Profil CLHP de I’hydrolysat pepsique d’hémoglobine bovine 1% en conditions
dénaturantes a 23°C dans le tampon acétate de sodium 0,1 M pH 4,5

(10min d’hydrolyse ; les peptides de la famille a 1-32 en orange et les peptides de la famille a
107-141 en bleu)

II-1- Identification et caractéristaion des peptides de la famille a 1-32 issus
de I’hydrolyse pepsique de I'’hémoglobine bovine

Les peptides de la famille o 1-32 sont identifiés et repérés sur chromatogramme grace aux

résultats obtenus par analyse CLHP et SM de I’hydrolysat de I’hémoglobine bovine.
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Le profil chromatographique de I’hydrolysat de 1’hémoglobine bovine a 10 minutes ( temps

d’hydrolyse ot on peut observer la totalité des peptides de la famille a 1-32) est présenté par

la figure 33 indiquant les fractions correspendant a la famille a 1-32 en

peptides de cette famille sont présentés par la figure 34.
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Figure 34: Identification des peptides de la famille a 1-32 par spectromeétrie de masse (LC-
ESI-MS). : . 1-32 (a), a 1-29 (b), a 1-28 (c), o 1-27 (d), a 1-23 (e), a 3-23(f), a 5-23(g), a 1-
14(h), a 3-14(i) et a 5-14(j)
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Les figures 33 et 34 montrent que pour la famille du peptide o 1-32 est composée de trois
fractions pures et représentent respectivement les peptides a 1-32 (figure 34a), a 1-29 (figure
34b) et o 1-23 (figure 34e), d’une fraction contenant deux peptides de poids moléculaires trés
proches et correspondant aux fragments o 1-27 (figure 34d) et o 1-28 (figure 34c) et de cing
fractions contenant des peptides allant de 10 a 21 acides aminés, ce sont les peptides finaux
formés a partir du peptide o 1-23 : o 3-23(figure 34f), a 5-23(figure 34g), o 1-14(figure 34h),
a 3-14(figure 341i) et o 5-14(figure 34j). La masse moléculaire et la séquence d’acides aminés

de chacun de ces peptides sont déja données par le tableau 5 du Chapitre 1.

II-2- Identification et caractéristaion des peptides de la famille a 107-141
issus de I'hydrolyse pepsique de I'hémglobine bovine

Le profil chromatographique de I’hydrolysat de 1’hémoglobine bovine est présenté par la
figure 33 indiquant en bleu les fractions correspondant a la famille oo 107-141, ces fractions
ont été identifiées et caractérisées grace a un couplage LC-ESI-MS et les résultats sont
présentés dans le le tableau 12 .

Tableau 12: Masses molaires, temps de retentions et séquences en acide aminé des peptides
de la famille o 107-141

Nombre Temps de

Peptide Masse (Da e :
P (Da) d’acides aminés rétention (min)

Séquence en acides aminés

VTLAMSHLPSDFTPA'VHAS

107-136 31516 30 39.55 VTLAMSHLPSDFTPAVHAS

¢ ’ ! LDKFLAMONVSTVL

ANSHLPSDFTPAVHASLD

110 120
al110-128 2040,2 19 25,75 A SHLPSDF:(-EA VHASLD
al10-125 1649,8 16 24,53 AMYOSHLPSDFTPAVHASL
al10-122 1778,5 13 22,89 AMYSHLPSDFTPAOVH
al10-117 872,9 8 15,96 AMOSHLPSDF
al37-141 653,7 5 11,89 TSKYR
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Le peptide correspondant au peptide o 107-141 (3787,3 Da) sur la figure 33 est observe a
court temps d'hydrolyse (5 min) et a disparu rapidement, son temps de rétention est de 40,8
min. Cette fraction est vite hydrolysée en deux peptides finaux : le peptide o 110-117 de
masse molaire 872,9 Da et le peptide o 137-141 de 653,7 Da correspondant a la
néokyotorphine, un peptide connu pour ses propriétés analgésiques isolé par Zhao et al.,
(1997), (Takagi et al., 1982), et comme facteur stimulant la croissance de cellules tumorales
(Blishchenko et al., 2001). Et en cing peptides intermédiaires : le peptide de 3151,6 Da
correspond au fragment 0107-136 défini comme antibactérien par Daoud et al., 2005 , Nedjar-
Arroume et al., 2006, le peptide al110-136 (2838,2 Da), le peptide al110-128 (2040,2 Da), le
peptide a 110-125 (1649,8 Da) potentialisant la bradykinine (Dubois et al., 2005) et le peptide
1778,5 Da correspondant au fragment a 110-122. Ces peptides ont été identifiés par
spéctrométrie de masse, leurs temps de rétention, leurs séquences en acides aminés ainsi que

leurs masses molaires sont présentés dans le tableau 12.

Les caractéristiques structurelles de ces peptides ont été étudiées a l'aide du logiciel d'analyse

de séquence protéique de réseau (http://pbil.ibcp.fr) et sont données dans le tableau 13.

Tableau 13: Caractéristiques structurales des peptides de la famille a107-141

Pourgeptage Nombre de Prédiction de
Peptide hen residus charges nettes structure
ydrophobes ositivesa pH 7 secondaire
(%) p p

al107-141 42 3 47% helix a
0107-136 50 1 54% helix a
al110-136 46 1 40% helix a
0110-128 38 1 46% helixa
al110-125 40 1 42% helix o
al10-122 33 1 66% random coil
al10-117 28 1 71% random coil
al37-141 0 2 93% random coil

Le tableau 13 montre que tous les peptides de la famille o0 107-141 sont chargés positivement
a pH 7,0. Généralement, les peptides antimicrobiens avec une structure en « Random coil » et
chargés positivement, peuvent en solution aqueuse se structurer au contact de la membrane

biologique (Powers et Hancock, 2003, Corbier et al., 2001).
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III- Détermination de I'activité antibactérienne des familles des
peptides antibactériens a 1-32 et « 107-141 issus de
I'hydrolyse pepsique de I'hémoglobine ou du cruor bovins

L’activité antibactérienne et la concentration minimale inhibitrice de la famille de peptides a
1-32 ont été testées contre quatre especes de bactéries : Salmonella Enteritidis, Escherichia
coli, Listeria innocua et Micrococcus luteus. Le tableau 14 montre la concentration minimale
inhibitrice des peptides a 1-32, o 1-29, o 1-28, a 1-27 et o 1-23 et les résultats sont identiques
a ceux trouvés pour le peptide a 1-32 synthétisé dans le premier chapitre (Hedhili et al.,
2013). Ces cingq peptides ont montré une activité antibactérienne contre les especes

bactériennes testées (tableau 14).

Tableau 14 : CMI (uM) de peptides antibactériens de la famille a 1-32 issus de
I'hnémoglobine ou du cruor bovins

Peptides Bactérie Gram (-) Bactérie Gram (+)
CMI (pnM)
S.enteritidis E.coli L.innocua M.luteus

a1-32 38 154 38 90
a1-29 27 54 27 54

a 1-28 27 54 27 54
a1-27 38 54 27 38
a1-23 27 54 54 100

Le tableau 14 confirme les résultats trouvés pour la famille de peptides antibactériens issus de
I’hydrolyse du peptide o 1-32 synthétisé. Ces peptides gardent alors leur pouvoir antibactérien

lors de I’hydrolyse pepsique du fragment a 1-32 issu de ’hémoglobine ou du cruor bovins.

La CMI des peptides de la famille o 107-141 produits a partir de la hydrolyse de la chaine o
de I'hémoglobine ou du cruor avec des quantités relativement importantes o 107-141, o 107-
136 et o 137-14, a été déterminée contre les mémes especes de bactéries: M. luteus , L.

innocua , E . coli et S. enteritidis et les résultats sont présentés dans le tableau 15.
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Tableau 15: CMI (uM) de peptides antibactériens de la famille o 107-141 issus de
I'némoglobine ou du cruor bovins

Peptides CMI (uM) Bactérie Gram (-) Bactérie Gram (+)

S.enteritidis E.coli L.innocua M.luteus

a 107-141 87 87 43 87
a 107-136 76 76 38 76
a 137-141 5 9 9 2

Le tableau 15 montre que le peptide le plus actif , de la famille a 107-141, est celui le plus
court : a 137-141, avec une CMI 4,5 fois inférieure a celui du peptide o 107-141 contre L.
innocua , 9,7 fois moins que celui du peptide a 107-141 contre E. coli, avec un CMI de 9 uM
contre les deux souches , 43,5 fois moins que o 107-141 contre M. luteus ( CMI de 2 uM ), et
17,4 fois moins que o 107-141 contre S. enteritidis (CMIde5 uM ) .

Quelle que soit la souche bactérienne testée une diminution de la viabilité cellulaire d'au
moins 97 % a été mesurée, apres 24 h d'incubation, a la concentration correspondant a la CMI
de I'ensemble des peptides étudieés.

Ainsi, selon les especes bactériennes cibles, il serait intéressant d'arréter I'hydrolyse du
peptide a 107-141 a la concentration la plus élevée du peptide présentant la meilleure activité
contre cette espece bactérienne. D’ou l'intérét de la modélisation cinétique de 1’hydrolyse afin

de prédire le moment ou I'hydrolyse doit étre arrétée.

IV- Modélisation de la cinétique enzymatique du peptide a 1-32
issu de I’hydrolyse de I'’hémoglobine ou du cruor bovins

IV-1- Détermination du schéma réactionnel de I'hydrolyse du peptide a 1-
32 a partir de I'hémoglobine et du cruor bovines

Les résultats des analyses en RP-CLHP et LC- ESI-MS nous ont permis d'identifier et de
quantifier les peptides de la famille o 1-32 générés lors de I’hydrolyse de I’hémoglobine ou du
cruor bovins par la pepsine. Ces analyses a différents temps d’hydrolyse ont permis de suivre
la disparition et 1’apparition des peptides de la famille a 1-32 lors de I'hydrolyse de
I’hémoglobine ou du cruor bovins, ce qui a permis de déterminer le schéma réactionnel des

peptides de la famille a 1-32 a partir de I’hydrolyse de I'hémoglobine bovine dans les
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conditions opératoires étudiées (pepsine comme enzyme, un rapport enzyme/substrat de 1/11,
pH 4,5, 15° C).

Le schéma réactionnel établi est décrit dans la figure 35. Dans un premier temps, la chaine a
de I’hémoglobine ou du cruor bovins génére trois fragments : o 1-32, o 33-98 et a 107-141,
puis le peptide a 1-32 s’hydrolyse en quatre peptides, a savoir a 1-29, a 1-28, o 1-27 et a 1-
23. Ensuite, les peptides a 1-29, o 1-28 et o 1-27 générent le peptide o 1-23, qui se clive en
cing peptides finaux : a 3-23, a 5-23, a 1-14, o 3-14 et a 5-14. Le méme schéma réactionnel a
été confirmé pour I'nydrolyse réalisée a 23 et 37° C et a un pH de 3,5 et 5,5 (toutes les autres
conditions étant les mémes). Par conséquent, la température et le pH n'‘ont eu aucune

influence sur le schéma réactionnel dans la gamme de 154 37° C et pH 3,54 5,5.

Le schéma réactionnel du peptide o 1-32 synthétisé a été déja mis en place dans le précédent
chapitre (Hedhili et al., 2013), notre objectif actuel est de compléter ce dispositif en tenant
compte de I'hydrolyse de tous les fragments de la chaine a de I'hémoglobine bovine . Pour
cela, nous avons considéré le schéma réactionnel du peptide synthétisé en mettant I'accent sur
les peptides d’intérét o 1-32, a 1-29, a 1-28, 1-27 et o 1-23. Pour simplifier le schéma de
réaction et la modélisation, la constante kis a été utilisé pour recueillir les fragments de la
chaine a autres que le peptide o 1-32 et la constante ks comprenant les peptides finaux du

peptide a 1-23.

Ainsi, un schéma réactionnel de 1’évolution des peptides de la famille o 1-32 au cours
d’hydrolyse pepsique de la chaine o de I’hémoglobine bovine a été proposé et est présenté par
la figure 35, en tenant compte de toutes les combinaisons possibles d’apparition et de

disparition des peptides de la famille o 1-32.
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IV-2-Modélisation de la cinétique enzymatique d’hydrolyse du peptide « 1-
32 issu de ’'hémoglobine bovine

Un modele mathematique décrivant la cinétique de I'hydrolyse du peptide synthétisé a 1-32
était déja établi dans le premier chapitre (Hedhili et al., 2013). Le but de ce chapitre est de
proposer un modeéle qui pourrait décrire avec précision la cinétique d'hydrolyse du peptide o
1-32 issu de I'némoglobine bovine, et qui ne serait pas trop complexe, pour faciliter
d’avantage son utilisation. Par conséquent, certaines hypothéses ont été formulées. Il a été
supposé que les réactions enzymatiques sont irréversibles, I'effet de la concentration de
I'enzyme a été néglige, en supposant qu'il y avait toujours une enzyme pour la réalisation de
I'nydrolyse du substrat. Enfin, les réactions sont considérées de premier ordre. L'agitation a
été considérée comme parfaite, le taux global d'apparition de peptide (disparition) a été
considéré comme dépendant uniquement des réactions enzymatiques. Comme il s'agissait

d’hypotheses, les constantes de vitesse ont été considérées comme des constantes apparentes.

Sur la base de ces hypotheses et sur le schéma réactionnel établi ci-dessous (figure 35),
I’évolution de concentrations de peptides dans le temps a été décrite selon le systéme

d'équations différentielles suivant :

W = —(kg + k1o + kig +kiz + ki3 + kig) xa

% = ko x a — (ky + kp + k3 + kg)a; 32

% = ki1 x @ + k135 — ks@y_z9

da;t_zs = ki *a +k3ay_3; — keti_z8

% =kiz* @+ koai3; — k70137

S ook @+ k@ gz + ksg9 + kel zg + kg7 — ket g3

a: la concentration de la chaine a de I’hémoglobine ou du cruor bovins
a1_3,:la concentration du peptide a;_3,
Q1_»9:la concentration du peptide a;_»q

Q1_»g:1a concentration du peptide a;_,g
a4_,7:1a concentration du peptide a;_,-
a1_»3:la concentration du peptide a;_5,3
Ce systéme d’équations différentielles a été résolu et les équations de la concentration au

cours du temps des peptides de la famille du peptide a 1-32 obtenus par I'nydrolyse pepsique

I’hemoglobine bovine sont présentées dans le tableau 16.

-113 -

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Karima Hedhili, Lille 1, 2014

Tableau 16: Equations de la concentration au cours du temps des peptides antibactériens de la famille du peptide o 1-32 issu de I'hémoglobine

bovine
Peptides Equations différentielles Equations de la concentration au cours du temps
d’hydrolyse
Chaine da 1.(t) = —at
’ - —(ko + k11 + kyz + ki3 + kyo + k1g)a alt) =g e
t ap =100% (pourcentage de la chaine a t=0) a = kq +
k10 + kll + k12 + k13 + k14-
a1-32 da_ C _ _
dlt 2 = kot — (e + ks + ks 3, I 3, (t) = ﬁ[(e aw — e7P)]
B=k1 + k2 + k3 + k4, ; C=k9a0
o 1-29 dai_z9 - _ _
Fra kiia + kaaty 35 — ksla; s Iy 29 (t) = Wg(e Bt — e™m)]
+
+_ [(e—at — e—mt )]
o m-—a
m=k5 ;S=B—2, ,L == kllao
a1-28 da _28 - _ _
dlt = k12 + k3135 — kelay_39 I 25 (1) = WL@ Bt — e )]
+
F—— (e ~ )]
o n—a
n=k6,' P=B—C31 ) D=k12a0
al1-27 da;_ - - -
dlt = kys@ + kalty 33 — kyldty_sg I 57 (6) = W}E(e Bt — e7t))]
+
e (G N}

k4C
H=k7,' R=_Bja,' F=k13a0
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a1-23

da;_z;3

dt

= Kio@ + ky@ty_3 + ks@ti_z9 + Kety_28 + k70157 — kg@1_33 J+U

I1 53 (O) = +_Ga+ w+x [(e=% — e=Kt))]
_U;(i+1;+z[(e_3t ey,
_ %[(e—mt ekt
_%[(B_m _ oKty
_%[(e_m _ oKty

Kekg; U2 Fekygag; G =ty MO,y

v o
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Les équations de la concentration au cours du temps des peptides antibactériens de la famille
du peptide a 1-32 issus de I'némoglobine bovine présentées par le tableau 16 ont permis de
prédire la concentration de chaque peptide et a chaque instant de I’hydrolyse.

Pour les données expérimentales, le pourcentage des peptides est calculé en se basant sur
I’hypothése que la somme de la surface de tous les peptides issus d’hydrolyse de la chaine a
est constante durant la cinétique de chaque hydrolyse. Cette approche permettrait de
représenter 1’évolution de chaque peptide dans 1’hydrolysat en fonction du temps.

Surface de pic peptide cible
la somme de surface de tous les peptides issus de la chaine alpha

% (peptide cible) =

La cinétique de libération du peptide a 1-32 lors de I’hydrolyse pepsique de I'hnémoglobine et
du cruor bovins a été étudiée a différentes températures et a différents pH. Les résultats
expérimentaux ont été utilisés pour proposer un modéle mathématique décrivant la cinétique
de la concentration des peptides genérés. Les valeurs des constantes apparentes de vitesse (k1
a kis) ont été determinées en minimisant 1’écart quadratique moyen normalisé entre les

données expérimentales et les prédictions du modeéle.

Les rapports entre les constantes ki, kz, ..., ks ont été précédemment établis en utilisant les
résultats pour le peptide a 1-23 synthétisé (pour les mémes conditions de pH et température).
Le tableau 17 montre ces rapports pour différentes températures et le tableau 18 pour les
différents pH. Il a été décidé de maintenir ces rapports constants dans le modele cinétique de
I'nydrolyse du peptide a 1-23 de la chaine o (pour I'hémoglobine et le cruor bovins) pour
diminuer le nombre de paramétres a estimer (en utilisant le modele et les résultats
expérimentaux). Ainsi, il reste a considérer I'un de ces huit constantes (ki, par exemple), en
plus des constantes ko-kis dans la procédure d'estimation paramétrique et a calculer les

constantes ko, ks, ... kg en utilisant les rapports établis précédemment.
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Tableau 17: Rapport entre la constante ki (constante de formation du peptide o 1-23 & partir
du peptide a 1-32) et les autres constantes apparentes a différentes températures

T (K) 288 296 310
Ka/ke 1,51 1,74 1,66
ka/ks 4,52 521 5,01
Ka/ka 3,40 5,51 3,12
Ka/Ks 2,35 2,83 2,80
Ka/Ks 473 5,28 6,87
Ka/k 5,23 6,48 6,09
Ka/ks 53,50 57,20 60,95

Tableau 18: Rapport entre la constante ki (constante de formation du peptide o 1-23 & partir
du peptide o 1-32) et les autres constantes apparentes a différents pH

pH 3,5 4,5 55
ki/kz 1,77 1,74 1,72
ki/ks 5,30 5,21 5,12
ki/Ka 5,28 5,51 5,35
ka/Ks 2,86 2,83 2,82
ki/Ke 5,38 5,28 5,29
ka/k7 5,83 6,48 6,68
ki/Ks 55,43 57,20 57,25

Sur la base des données expérimentales et du schéma réactionnel établi, un modele a été
proposé pour décrire la cinétique de la concentration des peptides de la famille o 1-32 générés

au cours de I'nydrolyse de I'némoglobine et le cruor bovins.

IV-2-1- Effet de la température sur la cinétique de I'hydrolyse du peptide a1-32 issu de
I'hémoglobine et du cruor bovins

La cinétique enzymatique de la famille du peptide o 1-32 issu de I’hydrolyse de
I'némoglobine et du cruor bovins par la pepsine a été étudiée a différentes températures :
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15°C, 23°C et 37° C (les autres conditions étant constantes : pH=4,5, E/S=1/11). Les valeurs
des constantes apparentes de vitesse pour différentes températures pour la cinétique
d’hydrolyse du peptide a1-32 issu de I’hémoglobine et du cruor bovins sont présentées dans le
tableau 19 et I’évolution de la concentration des peptides de la famille o 1-32 générés au cours
de I'hydrolyse pepsique de I'hnémoglobine bovine est représentée par la figure 36 et celle du

cruor est représentéee par la figure 37 (modele: lignes continues et expérimental: points).

L'équation de la dépendance des constantes apparentes de vitesse de la température a éeté

établie au moyen de I'équation d'Arrhenius classique :

k=F. e- Ea/RT

ou k est la constante de vitesse apparente (s * ou h 1),

F est le facteur exponentiel (s *ou h 1),

Ea est I'énergie d'activation (J.mol ),

R est la constante universelle des gaz parfaits (J.mol "1.K 1)

et T est la température (K).

La linéarisation de I'équation d'Arrhenius a été effectuée afin de déterminer la valeur de
I'énergie d'activation. Le tableau 19 présente les valeurs obtenues pour des énergies

d'activation et les coefficients de détermination (R?).
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Tableau 19: Valeurs des constantes apparentes de vitesse et parameétres de I'équation d'Arrhenius en fonction de la température du peptide a 1-32

issu de I'némoglobine et du cruor bovins (pH 4,5 et E/S=1/11)

T (K) 288 296 310 Coefficient de détermination (R?) | Energie d’activation (J.mol?)
Hémoglobine | cruor | Hémoglobine | cruor | Hémoglobine | cruor Hémoglobine cruor Hémoglobine cruor
ki (h?) 1,27 1,16 311 2,80 7,97 7,28 0,98 0,99 60 899,23 61 052,31
k2 (h1) 0,84 0,77 1,79 1,61 4,79 4,38 0,96 0,99 58 136,88 58 289,96
ks (h1) 0,28 0,26 0,60 0,54 1,59 1,45 0,99 0,99 57 942,17 58 095,25
ka (ht) 0,37 0,34 0,56 0,51 2,56 2,33 0,98 0,96 66 517,10 66 670,18
ks (ht) 0,54 0,49 1,10 0,99 2,85 2,60 0,99 0,99 55 626,97 55 780,05
ke (h1) 0,27 0,24 0,59 0,53 1,16 1,06 0,98 0,97 48 152,95 48 306,03
k7 (h1) 0,24 0,22 0,48 0,43 1,31 1,19 0,99 0,99 56 589,73 56 742,81
ks (ht) 0,02 0,02 0,05 0,05 0,13 0,12 0,98 0,99 56 589,23 56 742,31
ko (h1) 108,45 97,60 173,51 156,16 275,30 247,78 0,95 0,98 30 823,74 30 827,08
kio (h?) 17,65 15,82 24,60 22,14 55,23 49,61 0,99 0,99 39 023,87 39 084,32
ki1 (h?) 32,08 29,22 47,92 43,13 81,83 73,71 0,99 0,99 31 358,40 31 029,78
ki (h1) 66,23 59,53 71,83 64,65 77,14 69,50 0,98 0,97 5025,44 5104,70
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Compte tenu des valeurs de R2 présentées par le tableau 19, il est apparu que la variation des
constantes de vitesse apparentes en fonction de la température est respectée par le modéle
selon I'équation d'Arrhénius classique et cela pour I’hydrolyse de 1’hémoglobine et du cruor

bovins.

Comme prevu, il est apparu clairement que la cinétique a été accélérée, tout en augmentant la
température. En effet, I’augmentation de la température engendre une augmentation des taux
d’hydrolyse en méme temps que la réaction, car une température plus élevée augmente la
prise en charge du dépliement des protéines et augmente 1’activité enzymatique en réduisant
I'énergie d'activation pour la conversion du substrat en produit. Cependant, chaque protéase a
une plage de température appropriée pour le maintien de l'activité enzymatique. La pepsine
porcine libre a montré une grande stabilité & 40°C en utilisant une solution d’hémoglobine a
10 g.LY(Altun et Cetinus, 2007).

On peut également remarquer, d’apres le tableau 19, que les constantes apparentes de vitesses
de la cinétique de I’hydrolyse de 1’hémoglobine bovine sont trés proches de celles de la
cinétique de I’hydrolyse du cruor bovin.

L’évolution de la concentration des peptides de la famille o 1-32 générés au cours de
I'nydrolyse pepsique de I'némoglobine et du cruor bovins a différentes températures est

représentée dans les figures 36 et 37.
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Figure 36: Evolution de la concentration des peptides de la famille o 1-32 générés au cours

de I'nydrolyse pepsique de I'hémoglobine bovine (modeéle : lignes continues et expérimental :
points) a différentes températures (a) a 15°C, (b) a 23°C et (c) a 37°C
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Figure 37 : Evolution de la concentration des peptides de la famille o 1-32 générés au cours

de I'nydrolyse pepsique du cruor bovin (modele : lignes continues et expérimental : points) a
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différentes températures (a) a 15°C, (b) a 23°C et (¢) a 37°C
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Les données experimentales et celles du modéle pour la cinétique de concentration des
peptides de la famille o 1-32 générés au cours de I'hydrolyse pepsique de I'némoglobine et du
cruor bovins présentées dans les figures 36 et 37 montrent que les résultats expérimentaux
sont en bon accord avec et les prédictions du modele et ce pour toutes les températures avec
une moyenne de NRMSD de 1,79 %. Ainsi, le modéle proposé est apparu comme pertinent
pour décrire la cinétique de 1’évolution de concentrations des peptides de la famille a 1-32

issus de I’hémoglobine et du cruor bovins (pour les conditions d'exploitation étudiées).

1V-2-2- Effet du pH sur la cinétique de I’hydrolyse du peptide « 1-32 issu de I’'hémoglobine et du
cruor bovins

La cinétique enzymatique de la famille du peptide o 1-32 issu de I’hydrolyse de
I'hnémoglobine et du cruor bovins par la pepsine a été étudiée a différentes pH: 3,5; 4,5 et 5,5

(les autres conditions étant constantes: T=23°C, E/S=1/11).

L'évolution de la concentration des peptides de la famille o 1-32 issus de I’hydrolyse par la
pepsine de I’hémoglobine et le cruor bovins sous différents pH: 3,5; 4,5 et 5,5 est représentée

par la figure 38 et la figure 39.
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60 - ¢ 11-32exp  e=—1-32 mod A 11-29exp e==—|1-29mod X 11-23exp
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Figure 38: Evolution de la concentration des peptides de la famille a 1-32 générés au cours de
I'nydrolyse pepsique de I'hémoglobine bovine (modele : lignes continues et expérimental :
points) a différent pH (a) pH 3,5, (b) apH 4,5¢et (c) apH 5,5
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Figure 39 : Evolution de la concentration des peptides de la famille a 1-32 générés au cours
de I'nydrolyse pepsique du cruor bovin (modele : lignes continues et expérimental : points) a
différent pH (a) pH 3,5, (b) apH 4,5 et (c) apH 5,5

-125-

doc.univ-lille1.fr



Thése de Karima Hedhili, Lille 1, 2014

La figure 38 et la figure 39 montrent que les données expérimentales de la cinéetique
I’hydrolyse de I'hémoglobine et le cruor bovins et les prédictions du modéle sont en bon
accord pour les peptides de la famille o 1-32 générés lors de I’hydrolyse pepsique de
I'némoglobine et le cruor bovins pour tous les pH avec une NRMSD moyenne de 2,05%.
Les valeurs des constantes apparentes de vitesse a différents pH du peptide a 1-32 issu de

I'némoglobine sont données dans le tableau 20.
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Tableau 20:Valeurs des constantes apparentes de la vitesse et parametres de I'équation de la droite du pH en fonction des constantes du peptide a
1-32 issu de I'hémoglobine et du cruor bovins

3,5 4,5 55 Coefficient de Linéarisation
pH détermination (R?) Dente (a) b

Heémoglobine | cruor | Hémoglobine | cruor | Hémoglobine | cruor | Hémoglobine | cruor | Hémoglobine | cruor | Hémoglobine | cruor
ki (ht) 4,63 4,19 311 2,80 1,45 1,32 0,99 0,99 -1,59 -1,43 10,22 9,23
ka2 (ht) 2,62 2,30 1,79 1,61 0,84 0,72 0,98 0,99 -0,89 -0,79 5,74 5,09
ks (h1) 0,87 0,79 0,60 0,54 0,28 0,26 0,99 0,96 -0,30 -0,26 191 1,71
ka (1) 0,88 0,78 0,56 0,51 0,27 0,24 0,99 0,99 -0,30 -0,27 1,93 1,74
ks (ht) 1,62 1,45 1,10 0,99 0,51 0,46 0,99 0,99 -0,55 -0,50 3,57 3,20
ke (ht) 0,86 0,79 0,59 0,53 0,27 0,26 0,99 0,99 -0,29 -0,27 1,89 1,72
k7 (ht) 0,79 0,75 0,48 0,43 0,22 0,19 0,99 0,99 -0,29 -0,28 1,80 1,73
ks (ht) 0,08 0,08 0,05 0,05 0,03 0,02 0,99 0,99 -0,03 -0,03 0,19 0,17
ko (h1) 181,95 162,39 173,51 156,16 149,65 132,98 0,93 0,99 -1,15 14,70 241,05 216,68
k1o (h) 29,00 26,10 24,60 22,14 18,64 16,07 0,99 0,94 -5,18 -5,02 47,39 44,01
ki (h) 53,04 47,62 47,92 43,13 4497 40,99 0,98 0,99 -4,03 -3,31 66,80 58,83
ki (h1) 81,00 72,60 71,83 64,65 60,00 54,69 0,99 0,99 -10,50 -8,96 118,19 104,28
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Le tableau 20 et les figures 38 et 39 montrent que les cinétiques ont été décélérées avec
l'augmentation de la valeur du pH, et que les vitesses les plus élevées sont a pH 3,5. Ceci est
en accord avec les travaux de (Schlamowitz et Peterson, 1959) qui ont déclaré a ce sujet que
la pepsine a une activité optimale a pH d’environ 1,5-3,5 avec des protéines dénaturées. En
effet, chague enzyme a un intervalle de pH approprié qui contribue a I'entretien de sa structure
tridimensionnelle dans le site actif et fournit des groupes ionisables essentiels. Dubois et al.,
(2005) ont montré que le changement de pH lors de 1’hydrolyse pepsique de I’hémoglobine
bovine , influence la vitesse de catalyse, et que certaines liaisons devenaient plus accessibles a
la pepsine. Le pH 5,5, en présence d’urée, permet a la pepsine d’accéder plus facilement a la
liaison C-terminale de la Leucine et d’augmenter le nombre de peptides antibactériens issus
de ce clivage.

Il a été démontré dans le chapitre précédent que l'activité de la pepsine en fonction du pH est
quasi linéaire pour un pH compris entre 3,5 et 5,5.

L'équation de la dépendance des constantes des vitesses apparentes en fonction du pH a été
établie par I'équation d'une droite (tableau 20) :

k=a*x+hb

ou k est la constante de vitesse apparente (s 1), x est le pH, a est la pente de la courbe b est
I'ordonnée a l'origine.

VI-2-3- Effet du rapport enzyme/substrat sur la cinétique d’hydrolyse pepsique du peptide a 1-32
issu de ’hémoglobine et du cruor bovins

L'évolution de la concentration des peptides issus de I’hydrolyse pepsique du peptide o 1-32
issu de I’hémoglobine et du cruor bovins est étudiée avec différents rapports enzyme/substrat
(les autres conditions étant T= 23°C, pH=4,5): 1/5; 1/11 et 1/20 (mole/mole) (correspondant
respectivement aux rapports 1/50, 1/100 et 1/200 pour le peptide a 1-32 synthétisé puisque
dans I'hémoglobine, il y a environ dix fois plus de liaisons peptidiques a hydrolyser par la
pepsine). Les valeurs des constantes apparentes de vitesse a différents rapports

enzyme/substrat sont données dans le tableau 21.
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pH=4,5)
E/S 1/5 1/11 1/20

Hémoglobine | cruor | Hémoglobine | cruor | Hémoglobine | cruor
ki (h'}) 3,15 2,81 311 2,80 2,95 2,66
ka2 (h'}) 1,82 1,62 1,79 1,61 1,68 1,63
ks (hh) 0,63 0,54 0,60 0,54 0,57 0,51
ks (1) 0,58 0,52 0,56 0,51 0,50 0,47
ks (h) 1,08 0,98 1,10 0,99 1,05 0,96
ke (h'}) 0,58 0,54 0,59 0,33 0,54 0,50
k7 (h'}) 0,46 0,45 0,48 0,43 0,46 0,41
ks (h'1) 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
ke (h1) 174,48 156,14 173,51 156,16 168,83 149,35
k1o (h'%) 24,62 22,15 24,60 22,14 23,37 21,03
ki1 (h'h) 48,05 43,25 47,92 43,13 45,52 41,97
ks (hY) 72,91 64,77 71,83 64,65 69,24 61,42

© 2014 Tous droits réservés.

Les résultats présentés par le tableau 21, montrent que les cinétiques ont été légerement
accélérées avec l'augmentation de la valeur du rapport enzyme/substrat de 1/20 a 1/11. On
remarque également que la vitesse de la cinétique est restée constante pour I’intervalle du
rapport E/S entre 1/5 et 1/11. Ce qui peut étre expliqué par le fait qu’a une certaine
concentration d’enzyme, la vitesse de la cinétique reste constante puisqu’il y aura
suffisamment d’enzyme pour hydrolyser les liaisons peptidiques, ainsi 1’augmentation de sa
concentration sera sans effet sur la vitesse d’hydrolyse de ’hémoglobine et du cruor bovins.
Ces observations sont en accord avec les hypotheses posées au début de notre travail qui
suggérent que les réactions enzymatiques mises en jeu lors de 1’hydrolyse pepsique du peptide
a 1-32, sont irréversibles et que I’effet de la concentration de I'enzyme est négligeable en
considérant qu’il y avait toujours assez d’enzyme pour la réalisation de I'hydrolyse du

substrat.

IV-2-4- Validation du modele de la cinétique enzymatique d’hydrolyse du peptide a 1-32 issu de
I’hémoglobine et du cruor bovins

Le modéle proposé a permis de predire la cinétique de I'hydrolyse du peptide a 1-32 issu de

I’hydrolyse de 1'hémoglobine et du cruor bovins, les constantes apparentes de vitesse de
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réaction et les concentrations des peptides d'intérét a chacune des températures entre 15 et
37°C et a chaque pH compris entre 3,5 et 4,5.

Pour valider les prédictions du modéle, deux hydrolyses de I'hémoglobine et du cruor bovins
ont été effectuées une a 30° C (pH= 4,5 et E/S=1/11), et une a pH 5 (T=23°C et E/S=1/11).
Les résultats obtenus ont été comparés aux valeurs prédites pour la méme température et le
méme pH a l'aide du modéle mathématique. La cinétique prédite par le modeéle et les résultats

expérimentaux sont présentés par les figures 40 et 42 pour la température et les figures 41 et

43 pour le pH.
¢ [11-32exp e=1-32 mod A 11-29 exp = |1-29mod X 11-23exp
7O—I1-23m0d 11-27exp 11-27mod 11-28exp 11-28mod
60 - .
50
S
= 40
[
p
2 30
()]
a.
20
—h
10
O a8 T T T T T T |‘_;| T *‘
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45 0.5
Temps (h)

Figure 40: Comparaison des cinétiques prédites (lignes) et expérimentales (motifs) a une
température de 30°C des peptides générés a partir du peptide o 1-32 au cours de I'hydrolyse
de I'némoglobine bovine (E/S=1/11, pH=4,5)
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Figure 41: Comparaison des cinétiques prédites (lignes) et expérimentales (motifs) a un pH 5
des peptides générés a partir du peptide o 1-32 au cours de I'hydrolyse de I'némoglobine
bovine (E/S=1/11, T = 23°C)

¢ 11-32exp e=1-32 mod A 11-29 exp = |1-29mod X 11-23exp
WIl-Bmod + 11-27exp e | 1-27mMod 11-28exp = |1-28mod
60 -
_A.!/
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Figure 42: Comparaison des cinétiques prédites (lignes) et expérimentales (motifs) a une
température de 30°C des peptides générés a partir du peptide a. 1-32 au cours de I'hydrolyse
du cruor bovin (E/S=1/11, pH=4,5)
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Figure 43: Comparaison des cinétiques préedites (lignes) et expérimentales (motifs) a un pH 5
des peptides générés a partir du peptide a 1-32 au cours de I'hydrolyse du cruor bovin
(E/S=1/11, T=23°C)

Comme les montrent les figures 40-43, les résultats expérimentaux obtenus sont en tres bon
accord avec ceux prédits par le modéle (NRMSD entre 1,81 et 2,13%). Cette validation a
confirmé que le modeéle proposé est en mesure de prédire I'évolution de la concentration des
peptides étudiés au cours de I'nydrolyse a la pepsine de 1’hémoglobine et du cruor bovins a
une température donnée dans l'intervalle de 15 a 37 ° C et a un pH donné dans la plage de 3,5

a5,5.

Au cours de ce paragraphe, on a présenté les résultats de la modélisation pour 1’hémoglobine
et le cruor bovins, et une trés grande similitude était observée pour les résultats des deux
substrats. Pour le reste de ce chapitre, on présentera seulement les résultats pour

I’hémoglobine bovine.

V- Modélisation de la cinétique d’hydrolyse de la famille « 107-
141 issue de I'hydrolyse de I'hémoglobine et du cruor bovins

V-1- Détermination du schéma réactionnel de la famille ®107-141 issu de
I'hydrolyse de I'hémoglobine bovine

Les analyses de I'hydrolysat de I’hémoglobine bovine par CLHP et par spectrométrie de
masse ont permis d’identifier les peptides de la famille o 107-141 et de suivre 1’apparition et
la disparition des différents peptides de cette famille, grace a ces résultats un schéma

réactionnel de I’hydrolyse du peptide o 107-141 a pu étre établi (figure 44).
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Figure 44: Schéma réactionnel de I’hydrolyse du peptide a107-141

Le schéma réactionnel présenté par la figure 44 montre que lors de I’hydrolyse pepsique, le

fragment o 107-141 de la chaine a de I’hémoglobine bovine se clive en premier temps pour

donner un peptide final a 137-141 et un peptide intermédiaire a 107-136, ce dernier va perdre

sous ’effet de la pepsine trois acides aminés en C-terminal pour donner le peptide a 110-136

qui va s’hydrolyser rapidement en trois peptides o 110-128, a 110-125 et o 110-122 qui vont

donner finalement un peptide finale o 110-117.

V-2- Modele cinétique de I'hydrolyse de la famille des peptides dérivés du
peptide a 107-141 issu de 'hémoglobine ou du cruor bovins

Le but de cette partie de travail était de généraliser le modele mathématique trouvé pour la

famille o 1-32 sur la famille du peptide o 107-141, un modéle qui pourrait décrire avec

précision la cinétique d’hydrolyse du peptide a 107-141. Les mémes hypotheses décrites

précédemment sont prises en considérations et sur la base de ces hypothéses et grace au

schéma réactionnel établi ci-dessous (figure 44), 1’évolution des concentrations de peptides

dérivés du peptide a 107-141 issu de I’hémoglobine ou du cruor bovins dans le temps a éete

décrite selon le systeme d'équations différentielles suivant:

© 2014 Tous droits réservés.
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daq1g7—
—1(011 A = —(ky + ky)a07-141
dai37-141
—= = k97—
dt 7d107-141
dai07-136 __
—ar kia107-141 — K2®107-136

daq10—
% = kya107-136 — (k3 + ks + ks + kg)110-136

daq10-128 _
—a ksai10-136 — kg@110-128
dai10-125 _

ar = k4@110-136 — ko@110-125

day10-122 _
—ar ksai10-136 — k10®110-122

dai10-117 _
—a - kea110-136 + kg@110-128 + Ko®110-125 + K10®110-122

a : la concentration de la chaine a de I’hémoglobine ou du cruor bovins
Q107-141: 12 concentration du peptide @1p7-141
Q137-141: la concentration du peptide a;37_141

Q107-136- la concentration du peptide a;97-13¢
Q110—136: 12 concentration du peptide @;19_136
Q110-12g: la concentration du peptide a;19-128
Q110—125: la concentration du peptide @119-125
Q110-122: la concentration du peptide a;19-122
Q110-117-la concentration du peptide a;19-117

La résolution de ce systéme d’équations différentielles a permis 1’obtention des équations de
la concentration au cours du temps des peptides de la famille du peptide o 107-141 obtenus

par I'nydrolyse pepsique 1’hemoglobine ou du cruor bovins qui sont présentées par le tableau
22.

-134 -

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Karima Hedhili, Lille 1, 2014

Tableau 22 : Equations de la concentration au cours du temps des peptides de la famille du peptide o 107-141 obtenus par I'nydrolyse pepsique

I’hemoglobine ou du cruor bovins

Peptides Equations différentielles Equations de la concentration au cours du temps d’hydrolyse
o 107-141 dag7— — —(kq+k)t
—121 = = —(ky + k7)a107-141 lo7-1m(t) =l e
Avec 1o =100% (pourcentage du peptide o 107-141 a t=0)
- daisz;_ — _ ksl —(k1+k — —
« 137-141 —152 141 = k7a107_141 1137—141 (t) = ﬁ(e (ka+kr)t ) + Ka137—141 avec Ka137—141 - _1137—141 (t = 0)
0 107-136 dayo7-136 kilo _ _
TR k1@107-141 — K2Q107-136 I107-136 () = ) — U+ 1) [(e-Catknt — g=kat )]
a 110_136 da110—136 1110_136 (t) — X e—(k1+k7)t — e—(k3+k4 +k5+k6 )t — Y e—(kz)t — e—(k3+k4 +k5+k6 )t ]
= oz = (ks ka ks | kzk(llo N )kzkllo( )
+ k6)a110—136 [ky— (k1 +k)][ (ks +ka+ks+ke)— (ki+k7)] ' [kp— (kq+k)][ (kz+katks+ke)— (k2) 1}
@ 110-128 | daji9-128 A _ _
TR k3a110-136 — kKs@110-128 I110-128 (t) = ha) = et 10 ) [(e (ks )t o=kst )]

—(k3+kst+ks+keg)t _ ,—kgt
t o) - Gtk ket L el
C

[(e—(kz)t — e kst )]

S EXCS

—(kz+ky+ks+ke)t _ ,—kgt
TS e s G et )]

A=ksX;B=—-A;C=—ksY;D=—C
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0 110-125 | dai10-125 E B B
% = ka@110-136 = K9@110-125 Ii10-125 (t) = o) — (ki + kr ) [(e (ki+k7 )t _ g=kot )]
F
+ (kg ) — (k3 " k4 = ks = k6) [(e—(k3+k4+k5+k6)t _ e—kgt )]
—(k2)t _ ,—kot
N E S )]
M R ey mal G )
a 110-122 daj10-122 1 _ _
i ksa110-136 — k10@110-128 I110-122 () = )= (e k) ) [(e=Uatks )t — g=kiot )]
+ OB [(e—(k3+k4+ks+k6)t — e kot )]
K
—(kx)t _ ,—kqot
NS ERC LS el
+ (o) = (ka T ko + ke T R0 [(e—(k3+k4+ks+ks)t — e~kiot )]
I=kX;J=—-1,K=—-ksY;,L=—-K
a110-117 dai10-117 K +k e~ (Katky +ks+ke )t e~ (kitks)t
o~ @110~ ®110- I110- t) = kgX -
dt 6X110-136 8110-128 110-117 (t) 6 <(k3 Th Tk Tk ETS )

+ ko@110-125 + K10Q110-122

o~ (katkg +ks+ke )t

_kY —_
6 <(k3+k4+k5+k6)

Akg o=kt g=les+iep)t
+ —
(kg )- (k1 +k; ) I( (ksg) (ki +k7) )l
o—(ks+ky +ks+ke )t

e—(kz)t
(k2) )

Bkg e_(kB)t
+ —
(kg )— (ks + kg + ks + ko) [( (kg) (k3 +ky +ks+ke)

)
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. Ch Ke—(lca)t AT )l
(kg )- (k3) (kg) (k2)
+ DkS [(e—(kg)t B e—(k3+k4 +k5+k6 )t )l
(kg )= (k3 + ky + ks + k¢) (kg) (k3 +ky + ks +kg)
Ek, e~ (kolt e—(k1+k7)f >l
+ —_
(ko )- (ky +k; ) l( (kg) (k1 +k7)
Fkg e—(kg)t e—(k3+k4 +k5+k6 )t
+ —
(kg )= (k3 +ky+ ks +kg) I( (kg) (ks +ky + ks + k¢ ))l
Gk o)t p=lea)t
_.l_ —
(ko )- (k3) K (ko) (k) )l
N Hk, I<e—(k9)t B o—(ka+ky +ks+kg )t )l
(ko )= (k3 + kg + ks + k¢) (ko) (k3 + ky + ks + ke )
Iklo (e—(klo)f e—(k1+k7)f )
+ —
(ko )- (ky + k7 ) l (k10) (k1 + k7) l
_]klo e—(klo)t e—(k3+k4 +k5+k6 )t
+ —
(k1o )= (ks + kg + ks + k) K (k10) (ks + ky + ks + kg ))l

Kkqo e~ (k10)t e—(kz)t
+ _
(k10 )= (k2) [( (k10) (k2) )l
Lk]_o e—(klo)t e—(k3+k4, +k5+k6 )t
+ _
(k1o )- (k3 + kg + ks + k¢) l( (k10) (k3 + k4 + ks + ke ))l

+K

®110-117

avec K,

a110-117 = —T110-117 at =0
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La cinétique du peptide o 107-141issu de I’hydrolyse de I’hémoglobine par la pepsine a été

étudiée a différentes températures, a différents pH et a différents rapports E/S. Les résultats

expérimentaux obtenus ont été utilisés pour proposer un modéle mathématique décrivant la

cinétique de la concentration des peptides de la famille o 107-141 générés lors de I'nydrolyse

pepsique de I’hémoglobine bovine. Les valeurs des constantes apparentes de vitesse (k1 a Kio)

ont été déterminées grdce aux données expérimentales, en minimisant la NRMSD. Les

résultats pour les valeurs des constantes apparentes de vitesse pour différentes températures et

differents pH sont donnés dans le tableau 23 et le tableau 24.

Tableau 23: Valeurs des constantes apparentes de vitesse et paramétres de I'équation
d'Arrhenius en fonction de la température du peptide o 107-141 issu de I'hnémoglobine bovine

Coefficient de

Energie d’activation

T(K) 288 296 310 determination (R?) (J.mol?)
ki (hd) 66,18 97,90 143,23 0,99 3 071,67
k2 () 35,77 52,80 85,25 0,97 3487,11
ks () 1,38 2,13 3,23 0,98 3 368,43
ka () 7,60 10,92 17,74 0,99 3414,36
ks (1) 4,96 7,39 11,84 0,99 3489,11
ks (h) 4,89 7,20 12,45 0,96 3772,76
kz (hd) 28,71 41,97 61,39 0,99 3 026,34
ks () 0,04 0,07 0,11 0,98 4 036,70
ke () 0,0012 0,0006 0,0016 0,99 1 990,64

0,0199 0,97 2 249,30

ko () 0,0109 0,0188

© 2014 Tous droits réservés.
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Tableau 24: Valeurs des constantes apparentes de vitesse et paramétres de 1’équation de la
droite en fonction du pH du peptide a 107-141 issu de I'némoglobine bovine

pH 3,5 4,5 55 Coefficient de linéarisation
détermination (R?)

Pente (a) b
ki(h?l) 14598 9790 48,66 0,96 -48,660 316,486
ka(hY) 77,39 5280 25,80 0,92 -25,796 168,078
ks (h1) 2,92 2,13 0,97 0,93 -0,975 6,396
ks (hY) 16,09 10,92 5,36 0,99 -5,365 34,936
ks (h')) 10,67 7,39 3,56 0,95 -3,558 23,217
ke (W) 10,58 7,20 3,53 0,93 -3,527 22,977
k7 (h'Y) 63,25 41,97 21,08 0,96 -21,083 13,.976
ks (h'Y) 0,09 0,07 0,03 0,99 -0,032 0,205
ko (1) 0,008 0,0006 0,003 0,92 -0,003 0,017
ko (') 0,0271 0,0188 0,009 0,92 -0,009 0,059

L'étude de I’effet de la température et du pH sur la cinétique du peptide a 107-141issu de

I’hydrolyse de 1’hémoglobine bovine par la pepsine (tableau 23 et 24) montre que les

cinétiques ont été accélérées lorsqu’on augmente la température et ont été ralenties, avec

I’augmentation du pH. La température et le pH n'ont pas eu d’influence sur l'ordre

d’apparition des peptides et par conséquent sur le schéma réactionnel.

V-2-1- Effet de la température sur la cinétique d’hydrolyse du peptide a 107-141

La cinétique de I’hydrolyse du peptide oo 107-141 par la pepsine a été étudiée a différentes
températures : 15°C, 23°C et 37°C (les autres conditions étant constants pH=4,5 ; E/S=1/11).

Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 45 (motifs : résultats expérimentaux, lignes

continues : résultats de modélisation). Comme prévu, il est apparu clairement que la cinétique

a été accélérée par 1’augmentation la température.

© 2014 Tous droits réservés.
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Figure 45: Evolution de la concentration des peptides de la famille a 107-141 générés au
cours de I'nydrolyse pepsique de I'hémoglobine bovine (modeéle : lignes continues et
expérimental : points) a différentes températures (a) 15°C ; (b) 23°C et (c) 37°C
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Les données experimentales et celles du modéle pour la cinétique de concentration des
peptides de la famille a 107-141 présentés dans la figure 45 montrent que les résultats
expérimentaux et les prédictions du modele sont en bon accord pour toutes les températures
étudiées avec une NRMSD moyenne de 2,67 %. Par conséquent, le modéle proposé est apparu
comme pertinent pour décrire les cinétiques de concentration des peptides de la famille al107-
141 lors de I’hydrolyse pepsique de 1’hémoglobine bovine (pour les conditions opératoires

testées).

L'équation de la dépendance des constantes apparentes de vitesse en fonction de la
température a été¢ établie par l'équation d’Arrhenius comme décrit précédemment et les

valeurs d’énergie d’activation sont présentées par le tableau 23.

Les valeurs des R? présentées par le tableau 23 (0,92-0,99) montrent que la cinétique
d’hydrolyse par la pepsine des peptides de la famille €107-141 issus de I’hémoglobine bovine

suit bien I'équation d’ Arrhenius.

V-2-2- Effet du pH sur la cinétique de I’hydrolyse du peptide a 107-141 issu de I’hydrolyse par la
pepsine de ’'hémoglobine bovine

L'évolution de la concentration des peptides de la famille a107-141 issus de I’hydrolyse par la
pepsine de 1’hémoglobine bovine a différent pH : 3,5; 4,5 et 5,5 (T=23° C, E/S=1/11) est
représentée par la figure 46. Les résultats ont montré que les cinétiques ont été décélérées

avec l'augmentation de la valeur du pH, et que la vitesse d’hydrolyse est la plus élevée a un

pH de 3,5.
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Figure 46: Evolution de la concentration des peptides de la famille a 107-141 générés au
cours de I'nydrolyse pepsique de I'hémoglobine bovine (modeéle : lignes continues et
expérimental : points) a différent pH (a) pH 3,5 (b) ;apH 4,5et(c) apH 5,5
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La figure 46 montre que les données expérimentales de la cinétique d’hydrolyse des peptides
de la famille o 107-141 et les prédictions du modéle sont en bon accord pour tous les pH
étudiés avec une moyenne de NRMSD de 4,03 %. Ce modele a permis de déterminer les

équations de la dépendance des constantes apparentes de vitesse en fonction du pH.

L'équation de la dépendance des constantes apparentes de vitesse en fonction du pH a été

établie par I'équation d’une droite (tableau 24).

Sur la base des données expérimentales et du schéma réactionnel établi, un modéle a été
proposé pour décrire la cinétique de la concentration des peptides générés lors de I'nydrolyse
de peptides a 107-141. Un bon accord a été observé entre le modéle et la cinétique

expérimentale pour les trois températures et les trois pH étudiés.

V-2-3- Effet du rapport enzyme/substrat sur la cinétique d’hydrolyse pepsique du peptide a 107-
141 issu de 'hémoglobine ou du cruor bovins

L'évolution de la concentration des peptides obtenus lors de I’hydrolyse pepsique du peptide a
107-141 issu de I’hémoglobine et du cruor bovins est étudiée avec différents rapports
enzyme/substrat : 1/5; 1/11 et 1/20 (les autres conditions étant T=23° C, pH=4,5). Les valeurs
des constantes apparentes de vitesse a différents rapports enzyme/substrat sont données dans
le tableau 25.

Tableau 25 : Valeurs des constantes apparentes de vitesse a différents rapports E/S
(T=23°C, pH=4,5)

© 2014 Tous droits réservés.

E/S 1/5 1/11 1/20
ki(h') 98,39 97,90 95,94
ka(h?') 53,06 52,80 51,74
ks (h?) 2.14 2,13 2,09
ka (h1) 10,97 10,92 10,70
ks (h?) 7,43 7,39 7,24
ke () 7,24 7,20 7,06
k7 (h1) 42,18 41,97 41,13
ks (h1) 0,0704 0,0700 0,0686
ko (h) 0,0060 0,0060 0,0059
kio (h™)  0,0189 0,0188 0,0184
ki1 (h™) 98,39 97,90 95,94
ki (h1) 53,06 52,80 51,74
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Les résultats présentés par le tableau 25, montrent que, comme dans le cas du peptide o 1-32,
les cinétiques ont été trés Iégérement accélérées avec l'augmentation de la valeur du rapport
enzyme/substrat de 1/20 a 1/11 et que la vitesse de la cinétique est restée constante pour
I’intervalle du rapport E/S entre 1/5 et 1/11. Ces observations sont en accord avec les
hypothéses émises au début de notre travail qui suggerent que les réactions enzymatiques
mises en jeu lors de 1’hydrolyse pepsique du peptide a 107-141, sont irréversibles et que
I’effet de la concentration de l'enzyme est négligeable en considérant qu’il y avait toujours

assez d’enzyme pour la réalisation de I'hydrolyse du substrat.

V-2-4- Validation du modele de la cinétique enzymatique d’hydrolyse du peptide a 107-141 issu de
I’hémoglobine bovine

Le modele proposé a permis de prédire les constantes de réaction d'hydrolyse du peptide o
107-141 et les concentrations des peptides d'intérét a chacune des températures entre 15 et
37°C et a chaque pH compris entre 3,5 et 4,5. Pour valider les prédictions du modéle, des
expériences ont été effectuées a 30°C (pH=4,5 et E/S=1/11) ou a un pH de 5 (T=23°C et
E/S=1/11). Les résultats obtenus ont été comparés aux valeurs prédites en utilisant le modeéle
mathématique pour la méme température et du méme pH. Les données expérimentales et
celles proposées par le modele pour la cinétique des peptides de la famille a107-141 sont

présentés par la figure 47 ((a) la température et (b) pH).
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Figure 47: Comparaison des cinétiques prédites (lignes) et expérimentales (motifs) a une
température de 30°C (a) (E/S= 1/11, pH=4,5) et un pH 5 (b) (E/S=1/11, T=23°C) des peptides
générés a partir du peptide o 107-141 au cours de I'hydrolyse de I'hémoglobine bovine
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La figure 47 montre que les résultats expérimentaux obtenus sont en trés bon accord avec les
valeurs prédites par le modéle (NRMSD = 2,10%). Cette validation a confirmé que le modele
proposé est en mesure de prédire I'évolution de la concentration des peptides étudiés au cours
de I'nydrolyse de ’hémoglobine bovine a une température donnée dans I'intervalle de 15 a 37

° Cetaun pH donné dans la plage de pH 3,5 a 5,5.

Conclusion

Nous avons pu montrer dans ce chapitre que dans les conditions dénaturantes (urée 6M),
1’hémoglobine bovine, purifiée ou a partir du cruor bovin, s’hydrolyse selon un mécanisme

« Zipper », aboutissant ainsi a une forte population peptidique de nature variable.

Deux familles de ces peptides: o 107-141 et a 1-32, qui ont présenté une activité
antibactérienne contre quatre souches bactériennes, ont pu étre identifiées et caractérisées par
CLHP et SM. Ainsi, on a pu déterminer les schéemas réactionnels décrivant les réactions
paralléles et consécutives qui ont lieu au cours de I’hydrolyse pepsique de ces deux familles

actives a partir de I’hémoglobine et cruor bovins.

Un modéle mathématique basé sur le mécanisme proposeé, a été développé pour décrire la
cinétique de I’hydrolyse des peptides des familles o 107-141 et a 1-32 issus de ’hémoglobine

ou du cruor.

L’équation d’Arrhenius a été utilisée pour étudier 1’effet de la température sur les coefficients
cinétiques, permettant le calcul des énergies d'activation pour les différentes réactions
impliquées dans le mécanisme. L’effet du pH et du rapport E/S était également étudié et le
modele trouvé a démontré une augmentation linéaire de la vitesse d’hydrolyse en diminuant le
pH (entre 3,5 et 5,5) et une vitesse invariable avec le rapport E/S. La validation du modéle a
pu évaluer sa capacité a prévoir la cinétique de I'hydrolyse des peptides de la famille o 107-
141 et de la famille o 1-32 issus de I’hémoglobine et du cruor bovins dans la plage de
température de 15 a 37° C (un rapport enzyme/substrat 1/11 et a pH 4,5) et dans I’intervalle
de pH entre 3,5 et 5,5 (un rapport enzyme/substrat 1/11et a 23°C). Ce modele mathématique
permettra de définir les conditions optimales pour la production de divers peptides ayant une
activité antibactérienne a partir de I'hydrolyse des peptides a 107-141 et o 1-32 issus de

1’hémoglobine ou du cruor bovins.
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CHAPITRE 3 : ETUDE STRUCTURE-FONCTION DES
PEPTIDES ANTIBACTERIENS a 1-32 ET a 137-141
ISSUS DE L'HYDROLYSE PEPSIQUE DE
L’HEMOGLOBINE BOVINE ET LEUR
VALORISATION EN EMBALLAGE ACTIF
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I- Compréhension de mécanismes d’action et caractérisation de
la relation structure fonction des peptides antibactériens « 1-
32 et a 137-141 issus de I'hydrolyse pepsique de
I’hémoglobine bovine

La relation entre la structure des peptides antibactériens et leurs activités ont fait I’objet de
nombreuses etudes, mais il existe peu de données sur les bases moléculaires régissant la
spécificité propre de chaque peptide (Gennaro et Zanetti, 2000 ; Tossi et al., 2000; Powers et
Hancock, 2003). En effet, chaque peptide a un spectre d’activité distinct. La taille, la charge,
la séquence en acides aminés, 1’hydrophobicité, 1’amphiphilie ou encore le degré de
structuration sont des facteurs spécifiques a chaque peptide (Boman et al., 1987; Gennaro et
Zanetti, 2000).

Plusieurs techniques classiques sont utilisées pour mettre en évidence [’activité
antibactérienne d’un peptide, aussi bien en milieu solide qu’en milieu liquide. La plupart des
peptides antibactériens ont une action directe sur la membrane des bactéries, mais certains
agissent au niveau intra-cytoplasmique (Andres et Dimarcq, 2007). L’endommagement de la
membrane cytoplasmique peut se traduire par la fuite des molécules cytoplasmiques comme
I’ATP, une réduction voire une annulation du potentiel membranaire et du pH intracellulaire
et aussi par une sortie massive du potassium intra et extracellulaire (Chihib et al., 1999a;
Ultée et al., 2000).

L’ion potassium (K*) est un élément indispensable pour les fonctions biologiques des micro-
organismes procaryotes, et de toutes les cellules vivantes, il se trouve a des concentrations
relativement élevées pouvant atteindre des teneurs de 1 M chez de nombreuses bactéries
(Richey et al., 1987). Son transport du milieu intracellulaire au milieu extracellulaire est
énergie dépendant et se fait via des pompes a potassium qui se trouvent au niveau de la
membrane cytoplasmique. En effet, toutes les cellules vivantes rejettent dans le milieu
extracellulaire les ions Na* et accumulent les ions K* qui sont impliqués dans la régulation du
pH intracellulaire (Bakker, 1993) ; ils sont activateurs de certaines enzymes (Svelter, 1970), et
interviennent dans la régulation de la pression de turgescence chez les procaryotes (Epstein,
1986). Plusieurs fonctions vitales chez les bactéries sont assurées par la membrane plasmique
a savoir la perméabilité sélective, le maintien du gradient de concentration, la synthese du

peptidoglycane, le transport de nutriments (Hancock et Chapple, 1999 ; Yeaman et Yount,
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2003). De ce fait I’intégrité de la membrane cytoplasmique est nécessaire pour garantir a la
fois la survie et la croissance de la cellule, ainsi la fuite des ions et des métabolites est
synonyme d’une perturbation de la perméabilit¢ et d’endommagement de la membrane
cytoplasmique (Chihib et al., 1999b; Yeaman et Yount, 2003). Le caractére hydrophobe de la
bicouche lipidique rend la membrane cytoplasmique pratiguement imperméable aux ions
inorganiques comme le K* et le Na*. Le potassium représente 1’ion majoritaire dans la cellule,
toute perturbation des concentrations du K* se traduit par une perturbation de la perméabilité
de la membrane cytoplasmique et donc la mort directe ou indirecte de la bactérie. Ainsi, 1’ion
K* est considéré comme un bon marqueur d’endommagements ou de perturbations de la
perméabilité de la membrane cytoplasmique. (Matsuzaki et al., 1997; Chihib et al., 1999abc;
Hancock et al., 1999). C’est dans cette optique que I’ion potassium a été utilisé comme
marqueur des perturbations de la perméabilité membranaire pour étudier le mode d’actions
des peptides antibactériens a 1-32 (peptide avec un grand nombre d’acides aminés avec une
charge globale positive, un grand pourcentage de résidus hydrophobes et une structure
secondaire en hélice ) et o 137-141 (petit peptide chargé positivement, avec un pourcentage
éleve de structure en «Random coil») issus de I’hydrolyse pepsique de I’hémoglobine bovine.
les peptides présentant les mémes caractéristiques que les peptides antimicrobiens répertoriés
dans la littérature. Ils contiennent un grand nombre d’acides aminés avec une charge globale
positive, un grand pourcentage de résidus hydrophobes et une structure secondaire en hélice a

(Powers et Hancock, 2003 ; Nedjar-Arroume et al., 2008).

L'objectif de ce travail est d'étudier la relation structure-fonction des peptides antibactériens o
1-32 et a 137-141 de I'hydrolyse pepsique de 'hémoglobine bovine en évaluant 1’effet de ces
peptides sur la perméabilisation de la paroi bactérienne en étudiant la cinétique d’efflux d’ion
K* extracellulaires . La bactérie utilisée pour ces fins est Listeria innocua qui est une bactérie
Gram + sensible a l'action des peptides o 1-32 et o 137-141. Ajoutés a une solution
concentrée de la Listeria innocua ces peptides peuvent entrainer une perte de potassium
intracellulaire a travers la membrane bactérienne due aux pores causés a ce niveau. L'intensité
de la fuite de potassium dans le milieu extracellulaire est directement liée a 1’activité, au mode
d’action du peptide ainsi qu’au nombre d'acides aminés, et a I'état de chaines latérales (libres
ou bloguées). Un film de polyéthylene basse densite, traité avec le plasma froid, greffé avec
les deux peptides antibactérien a 1-32 et o 137-141 a ensuite été utilisé pour étudier leur

activité antibactérienne contre Listeria innocua et Salmonella enteridis, ce qui souligne
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I'intérét de leur utilisation dans un emballage bioactif pour la conservation des aliments contre

le développement de bactéries pathogenes.

I-1- Etude de la structure et des propriétés des peptides antibactériens o 1-
32 et a 137-141 issus de I’hydrolyse pepsique de I’'hémoglobine bovine

L’hémoglobine est une protéine «modéle» au sein du laboratoire ProBioGEM, de
nombreuses études ont déja été réalisées, dont notamment 1’étude de 1I’obtention des peptides
antibactériens a partir de 1’hydrolyse pepsique de 1’hémoglobine bovine. Plusieurs peptides
antibactériens ont été obtenus, identifies et classés en groupes selon leur structure. Le
premier groupe regroupe les peptides présentant les mémes caractéristiques que les peptides
antimicrobiens répertoriés dans la littérature. Ils contiennent un grand nombre d’acides
aminés avec une charge globale positive, un grand pourcentage de résidus hydrophobes et une
structure secondaire en hélice o (Powers et Hancock, 2003 ; Nedjar-Arroume et al., 2008). Le
deuxieme groupe est différent des antimicrobiens classiques. Il regroupe les petits peptides
(5 a 9 acides aminés) chargés positivement, ne présentant pas ou peu de résidus hydrophobes,
avec un pourcentage éleveé de structure en «Random coil» et pouvant se structurer en solution
aqueuse au contact de la membrane biologique (Corbier et al., 2001 ; Powers et Hancock,
2003; Nedjar-Arroume et al., 2008 ; Catiau et al., 2011a,b).

Pour ce présent chapitre, nous nous sommes intéressés a 1’é¢tude de la relation structure-
fonction de deux peptides appartenant a ces deux groupes et dont la cinétique de libération
lors de I’hydrolyse pepsique de ’hémoglobine bovine était déja modélisée pendant les deux
premiers chapitres, le peptide a 1-32 qui appartient au premier groupe et le peptide o 137-141
qui appartient au deuxieme. Afin de préciser la partie active du peptide o 137-141 des tests
ont été également effectués sur les peptides synthétisés a 138-141 (SKYR) et a139-141
(KYR).

-Le peptide a 1-32 possede 32 acides aminés (VLSAADKGNVKAAWGKVGGHA
AEYGAEALERM), 58% de structure en hélice a, 46% de résidus hydrophobe et une charge
= +1 a pH 7. La Structure tridimensionnelle du peptide a 1-32 est donnée par la figure 48

(www.acdlabs.com).
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Figure 48: Structure tridimensionnelle du peptide a 1-32 (www.acdlabs.com)

-Le peptide o 137-141 est un peptide contenant 5 acides aminés (TSKYR), 93% de structure
« Random coil», ne possédant pas de résidus hydrophobes et a une charge = +2 a pH 7.
Les Structures tridimensionnelles du peptide a 137-141 et de ses dérivés (o 138-141 (SKYR)
et a139-141 (KYR) sont données par la figure 49 (www.acdlabs.com).
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fc) o 139-141

Figure 49: Structure tridimensionnelle du peptide a 137-141 (a) et ses dérivés (b) o 138-141
(SKYR) et (c) a139-141 (KYR) (www.acdlabs.com)

I-2- Etude de I'hydrosolubilité et 1a liposolubilité des peptides
antibactériens a 1-32 et a 137-141 issus de I'hydrolyse pepsique de
I’hémoglobine bovine

Les molécules liposolubles traversent plus facilement la membrane cytoplasmique que les

molécules polaires (Shargel et al., 2004). Le coefficient de partage octanol/eau (P), qui est
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habituellement présenté apres avoir été transformé logarithmiquement (log P), est un
indicateur du caractére lipophile d’une substance. Il est calculé & partir du rapport de
concentrations du peptide soluble dans 1’octanol et dans I’eau par I’équation :

log P = log [octanol] / [eau] (Bernier, 2008).

Les coefficients de partage log P du peptide o 1-32 et du peptide o 137-141(TSKYR) et de
ses dérives a 138-141 et a 139-141 (SKYR et KYR) ont été déterminés a 1’aide d’un logiciel

de simulation informatique (www.acdlabs.com) qui permet de prédire ce coefficient de

partage correspondant en se basant sur les groupements ionisables.

Plus la valeur log P est négative, plus le peptide est hydrophile et plus sa valeur est élevée et
positive, plus le peptide est lipophile. Le tableau 26 présente les valeurs calculées de log de P
du peptide o 1-32 et du peptide a 137-141et de ses dérivés a 138-141 et a 139-141.

Tableau 26: Valeurs calculées de log P

Peptides a 1-32 a 137-141 a 138-141 a 139-141

log P -7,11+£1,16 -2,78+0,85 - 2,28+0,79 -1,36+0,69

Le tableau 26 montre que les peptides a 137-141, o 138-141 et a. 139-141sont hydrophiles et
ils se dissolvent dans 1’eau et que le peptide a 139-141 est le plus lipophile ce qui favorisera
sa diffusion & travers la membrane bactérienne par rapport aux peptides a 137-141 et o 138-
141. Par contre le peptide a 1-32 est le plus hydrophile d’entre eux sa diffusion a travers
la membrane sera beaucoup plus difficile que celle des peptides a 137-141, o 138-141 et o
139-141.

I-3- Etude de I'activité antibactérienne des peptides issus de 'hydrolyse
pepsique de I'hémoglobine bovine

L’activité antimicrobienne du peptide a 1-32 et du peptide o 137-141et de ses dérivés a 138-
141 et a 139-141 a été testée en milieu liquide sur microplaque dans du milieu Muller-Hinton
liquide contenant des concentrations décroissantes de peptides antibactériens. L’activité
antibactérienne est détectée par I’absence de croissance dans les puits contenant la souche

bactérienne et le peptide a la concentration testée.
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Les CMI des peptides antibactériens testés contre quatre souches bactériennes
Escherichia coli, Listeria innocua, Salmonella enteritidis et Micrococcus luteus sont

données par le tableau 27.

Tableau 27: CMI en UM des peptides antibactériens contre quatre souches bactériennes :
Escherichia coli, Listeria innocua, Salmonella enteritidis et Micrococcus luteus

Peptides o 1-32 o 137-141 o 138-141 o 139-141
Escherichia coli 154 9 4 1
Listeria innocua 38 4 2 1

Salmonella enteritidis 38 5 2 1
Micrococcus luteus 90 9 4 1

Les quatre peptides o 1-32, a 137-141, a 138-141 et o 139-141 ont monté une activité
antibactérienne vis-a-vis des quatre souches bactériennes testées. Plus la taille du peptide

diminue, plus CMI est petite et plus le peptide est actif.

I-4- Détermination de la partie active du peptide a 137-141

Afin de comprendre le mécanisme d’action du peptide antibactérien o, 137-141 les fonctions
chimiques présentes sur les résidus des acides aminés ont été modifiées en remplagant la
tyrosine par la phénylalanine pour comprendre le réle du groupement OH, en bloquant
I’extrémité N terminale et/ou I’extrémité C terminale du peptide : par 1’ajout d’un groupement
acétyle au niveau du N terminal de la thréonine et/ou en ajoutant un groupement amine au

niveau du C terminal de I’arginine.

La compréhension du mécanisme d’action du peptide antibactérien et la caractérisation de
leur relation structure-fonction permettra d’améliorer 1’activité antimicrobienne de ce peptide
et d’orienter d’une maniére sélective la réaction protéasique vers 1’obtention des peptides

les actifs.

L activite du peptide o 137-141 libre et modifié, a été évaluee en utilisant un milieu Mueller
Hinton gélose préalablement contaminé par : L. innocua, E. coli, S. enteridis et M. luteus.
L activité antimicrobienne est évaluée par I’apparition d’une zone d’inhibition au tour du

puis de dép6t du peptide et les résultats sont donnés par le tableau 28.

-154 -

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Karima Hedhili, Lille 1, 2014

Tableau 28: Activité du peptide o 137-141 modifié contre les quatre souches bactériennes
Escherichia coli, Listeria innocua, Salmonella enteritidis et Micrococcus luteus

L.innocua S. enteridis M. luteus E.coli
TSKYR + + + +
TSKFR - - - -
TSKYR Ct bloqué - - - -
TSKYR Nt bloqué - - - -
TSKYR Nt bloqué et Ct bloqué

Le tableau 28 montre que le peptide o 137-141 libre présente une activité antibactérienne
contre les quatre souches bactériennes. Cependant, quand la Tyrosine est substituée par la
Phénylalanine ou quand I’extrémité N-terminale et/ou I’extrémité C-terminale du peptide sont

bloquées, il perd complétement son activité antibactérienne.

II- Etude de la perméabilisation de la paroi bactérienne du
Listeria innocua

Le principe de cette étude est de suivre la concentration des ions K* dans le surnagent
d’une suspension cellulaire concentrée de L. innocua en présence de peptides antibactériens
afin de comprendre le mode d’action de ces peptides et leurs effets sur la perméabilisation de

la paroi bactérienne.

II-1- Etude du réle du glucose dans le transport intermembranaire du
potassium

L’évolution de la concentration du potassium extracellulaire dans une suspension
bactérienne de Listeria innocua incubée & 30°C avec et sans glucose (59.L™) a été étudié afin
de déterminer le rdle du glucose dans le transport intermembranaire de cet ion.

La figure 50 montre 1I’évolution de la concentration de K* extracellulaire dans une
suspension cellulaire concentrée de Listeria innocua en présence et en absence du glucose
(5g.L) a 30°C.
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Figure 50: Evolution de la concentration extracellulaire de I’ion K* dans une suspension
cellulaire concentrée de Listeria innocua avec et sans glucose (5g.L™), les cellules sont
incubées a 30°C

Les résultats de la figure 50 montrent que I’addition du glucose aux cellules a 5 min
d’incubation, induit un appauvrissement du milieu en ion K*. La consommation du glucose
permet aux cellules la synthese de I’ATP ce qui provoque I’activation des systéemes de
transport des ions K*. Dans le milieu extracellulaire, la concentration de cet ion passe ainsi
de 62 a 25 ppm en 25 min de la cinétique. Cependant, en absence de glucose la bactérie était
incapable de pomper le K™ extracellulaire. Ceci montre que le transport du potassium est
énergie dépendant comme été montré pour d’autres bactéries comme Petinatus frisingensis
(Chihib et al., 1999a).

II-2- Etude de I'effet des peptides antibactériens a 1-32 et @ 137-141 issus
de I'hydrolyse pepsique de I'hémoglobine bovine sur le transport
intermembranaire du potassium chez Listéria innocua

Pour étudier ’effet des peptides antibactériens a 1-32 et a 137-141 issus de 1’hydrolyse
pepsique de I’hémoglobine bovine sur le transport intermembranaire du potassium chez
Listéria innocua, les peptides antibactériens sont injectés a 20 min dans la suspension
bactérienne de Listeria innocua incubée a 30°C avec glucose (5g.L%). La cinétique des

mouvements de K* a travers la membrane cellulaire de L. innocua été suivie pendant 65 min.
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Ceci permet de mettre en évidence le pouvoir perméabilisant ou non des peptides testés
(figure 51).

Glucose
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Figure 51: Evolution de la concentration extracellulaire des ions potassium dans une
suspension cellulaire de Listeria innocua
T=5min : glucose (5g.L1) & T=20 min : peptides antibactériens
Les résultats de la figure 51 montrent que 1’addition des peptides engendre une sortie massive
et rapide des ions potassium intracellulaires pour tous les peptides testés sauf pour le peptide
a 1-32.

Les résultats obtenus montrent que le peptide o 1-32 qui appartient au premier groupe de
peptides (grand nombre d’acides aminés, charge globale positive, un grand pourcentage de
résidus hydrophobes et une structure secondaire en hélice a) est moins actif que les peptides
du deuxieme groupe de peptides (petits peptides, chargés positivement, ne présentant pas ou
peu de résidus hydrophobes et ayant un pourcentage élevé de structure en «Random coil») :
le peptide a 137-141 et ses derivés. Ces derniers ont une activite antibactérienne vis-a-vis des
quatre souches bactériennes testées mais avec une différence d’intensité d’action : le peptide
qui a 3 acides aminés est plus actif que celui de 4 acides aminés qui plus actif que le

peptide qui a 5 acides aminés. Ces résultats sont en accord avec ceux présentés par Catiau et
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al., 2011a qui montrent que le peptide o 137-141 et ses dérivés sont capables d'endommager
la membrane bactérienne et que l'activité de ces peptides sur les liposomes (vesicules
artificielles formée par des bicouches lipidiques jouant le role de la membrane bactérienne)
était dépendante de valeurs de CMI. Ainsi, les valeurs de la CMI les plus basses ont conduit a
la plus grande activité sur les liposomes. Ceci confirme la capacité de ces peptides a interagir
avec la membrane bactérienne. La spécificité d’action propre de chaque peptide est en
relation directe avec la taille, la charge, la séquence en acides aminés, 1’hydrophobicité,
I’amphiphilie ou encore le degré de structuration (Powers et Hancock, 2003). La modification
de I’'un de ces paramétres entraine des changements plus ou moins significatifs de I’activité

antimicrobienne (Dathe et al., 2001).

Les peptides KYS, SKYR et TSKYR ont un effet immeédiat sur la concentration
extracellulaire de K*. Le peptide KYR semble étre le peptide qui perméabilise le plus la
membrane cellulaire de L. innocua. La concentration extracellulaire en ion K™ augmente

de 16 mg.L? lorsque le peptide est ajouté. Cependant, la concentration en ions

K+n’augmente que de 12 mg.Lt et 10 mg.L? lorsque les peptides SKYR et TSKYR sont

ajoutés aux suspensions cellulaires.

II-3- Role des fonctions N-terminale et C-terminale dans I’activité
antibactérienne du peptide a 137-141 issu de I'hydrolyse pepsique de
I’hémoglobine bovine

La caractérisation de la relation structure-fonction du peptide a 137-141 avec la fonction C
et/ou N-terminale bloguée(s) était également étudiée et I’évolution de la concentration des
ions K" extracellulaires en présence de ce peptide modifié est présentée par la figure 52.

-158 -

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Karima Hedhili, Lille 1, 2014

Glucose

== 137-141
== 137-141 Ct bloquée

~a 137-141 Nt blogquée
=t 137-141 Nt et Ct bloquées
=#e=temoin sans peptide

E = > *
o
c
@
X  — = »

20

10 -

0 - :

0 10 20 50 60 70

Temps

Figure 52: Evolution de la concentration des ions K* extracellulaires en présence du peptide
a137-141 avec la fonction C-terminale ou N-terminale bloquée et N et C-terminale bloquées
La figure 52 montre que le blocage du c6té C ou N terminal du peptide a 137-141
affecte la quantité des ions K* libérée aprés 1’ajout du peptide antibactérien. En effet, une trés
légére augmentation de la concentration (1-2 mg.mL™) a été mesurée. Cependant, quand les
cotés C et N terminaux sont bloqués aucune augmentation dans la concentration en ions
potassium extracellulaires. Ces résultats montrent 1’importance de la structure native du

peptide dans I’activité antibactérienne.

Les modes d’action des peptides antibactériens sont tres divers, ils sont capables soit de
s’adsorber sur la cellule bactérienne et traverser I’enveloppe, plusieurs mécanismes de
perméabilisation sont déja étudiés (He et al., 1996; Matsuzaki et al., 1996; Bechinger et
Lohner, 2006), soit de pénétrer dans la cellule et perturber son fonctionnement par action sur

des cibles intracellulaires ( Hale et Hancock, 2007).

Le mécanisme d’action du peptide al137-141 est probablement celui d’une perméabilisation
de la membrane entrainant une inhibition de la souche bactérienne L. innocua, par la fuite

du contenu cellulaire notamment les ions potassium a travers la formation des pores.

L attraction se fait par des interactions électrostatiques entre le peptide et les phospholipides
chargés négativement de la bactérie (Jenssen et al., 2006). Lopez et al., (2006) ont montré

que le peptide oo 137-141 (TSKYR) pouvait interagir avec les membranes biologiques. Cette
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interaction induit un changement de conformation du groupement phénolique de la tyrosine,
permettant a la néokyotorphine de se fixer sur un récepteur membranaire. Ce qui explique la
perte de I’activité antimicrobienne quand la Tyrosine était remplacée par la Phénylalanine
dans le peptide. L’interaction se fait par 1’intermédiaire de deux acides amines, la Lysine et
I’Arginine qui apportent les charges positives par leur groupement latérale hydrophile
nécessaire pour interagir avec les charges négatives des phospholipides des acides
lipoteichoiques présents a la surface de L. innocua. Ce qui explique la perte partielle ou totale
de I’activité antimicrobienne quand on bloque les extrémités N-terminale et/ou C-terminale
du peptide a 137-141. Catiau et al., (2011a) ont étudié 1’activité antibactérienne des deux
peptides KYR et SKYR synthétisés et ont montré que le peptide possédant la plus courte
séquence (KYR) a la CMI la plus faible. Ainsi, la séquence KYR est le déterminant
antibactérien minimal de la chaine a de I'hnémoglobine bovine. Cette étude a montré
également que la présence de la Tyrosine et de deux acides aminés chargés positivement sont
importants pour l'activité antibactérienne et que tous les peptides testés ayant cette séquence

minimale (KYR) pourraient avoir un effet antimicrobien.

La pénétration au cceur hydrophobe de la membrane se fait par le caractére amphiphile du
peptide qui perfore la bicouche lipidique (Teixeira et al., 2012). Il a été démontré que les
peptides ont la capacité de se lier entre eux, en orientant leur domaine hydrophobe et
hydrophile de fagon a s’assembler. Cette aptitude a se lier est a 1’origine de la formation des
pores dans les membranes des bactéries (Yeaman et Yount.,, 2003). La croissance de
I’activité antibactérienne est due principalement a la taille et au caractere lipophile de chaque
peptide. Teixeira et al., (2012) ont rapporté que I’interaction d’une molécule avec la
membrane est en relation directe avec ses propriétés lipophiles et leur masse moléculaire. Plus
le peptide est lipophile et de petite taille, plus il diffuse a travers la membrane (Teixeira et al.,
2012). Le blocage de 1'une ou des deux fonctions latérales empéche le peptide de s’intégrer
avec la membrane suite a la perte de son caractere amphiphile et de sa structuration en
hélice a. En effet, il existe un état de surface, nommé «état S» et un «état I», lors de la
formation de pores (Huang, 2000). L’«état S» correspond a un état inactif, ou les peptides
sont en petit ratio et ils sont a plat sur la membrane de la bactérie (Chen et al., 2003). Lorsque
ce ratio augmente, les peptides vont s’orienter perpendiculairement a la membrane, et s’y
insérer : ils vont ainsi former des pores transmembranaires, et sont alors dans un «état I».

Pour créer un pore, il faut I’action simultanée de plusieurs peptides (Brogden, 2005).
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Pour le peptide a 1-32, le phénomene observé n’est pas le méme que pour le peptide a 137-
141 et ses dérives. La quantité du potassium qui sort augmente graduellement au cours du
temps. Il n’y a pas un effet direct sur la membrane. Le mécanisme d’action est probablement
celui d’une perturbation d’une fonction intracellulaire, le peptide passe donc la membrane
plasmique, puis interagit avec I’ADN, I’ARN et/ou des enzymes, et il peut inhiber différentes

voies de syntheses.

III- Valorisation des peptides antibactériens en emballage actif

Les emballages antibactériens représentent actuellement une technique tres intéressante pour
maitriser le risque microbiologique liée a certains produits alimentaires qui ont subi des
traitements modérés de conservation. Cette alternative permettra aussi d’augmenter la durée
de vie des aliments en réduisant ou en remplacant les conservateurs chimiques utilisés a cet
effet (sulfites, nitrites, acides organiques...). L’objectif de ce chapitre est d’évaluer l'activité
antibactérienne d’un film polyéthyléne basse densité trait¢é par le plasma froid et
fonctionnalisé par les peptides antibactériens a 1-32 et a 137-141 afin de I’utiliser en

emballage antibactérien.

I1I-1- Evaluation qualitative de l'activité antibactérienne du film
polyéthyléne basse densité fonctionnalisé par les peptides antibactériens a
1-32 ouax 137-141

Les essais préliminaires réalisés lors de cette étude ont pour objectif d’étudier la possibilité de
I’utilisation des peptides antibactériens a 1-32 et o 137-141, issus de 1’hydrolyse pepsique de
I’hémoglobine bovine, pour fonctionnaliser des surfaces modéles utilisant comme matériau
d’emballage le polyéthyléne basse densité (PEBD) traité avec du plasma a froid avec le gaz
Ar/O2 comme décrit dans la partie Matériels et Méthodes.

Les emballages actifs, en particulier les films d’emballages antimicrobiens est un concept
innovant en emballage alimentaire, le développement des micro-organismes nuisibles a la
surface des aliments est controlé grace a I’application par enduction, a la surface d’un film a
base de polyéthyléne, d’une solution de peptides antibactériens o 1-32 et o 137-141 & une

concentration de 19 mg.mL™.

La bio-activité de ces films requiert le relargage des molécules antimicrobiennes dans le

milieu contenant les germes nuisible testés : Listeria innocua et Salmonella enteridis.
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La détermination de [I’activité antimicrobienne des films traités avec les peptides
antibactériens a 1-32 et a 137-141 a été effectuée sur boite de Petri sur milieu Mueller-Hinton

glucosé inondée avec la suspension bactérienne : Listeria innocua ou Salmonella enteridis.

L’activité antimicrobienne est détectée par I’absence de croissance bactérienne sous le carré

occupé par le film et ses contours comme le montre la photo 2.

(b)

Photo 2: Activité des films fonctionnés par les peptides a1-32 (a) et a 137-141 (b) sur

L.innocua ( a gauche) et S. enteridis (a droite)

Les essais antibactériens qualitatifs (photo 2) réalisés apres adsorption des peptides
antibactériens a 1-32 et o 137-141 sur PEBD contre L. innocua et S. enteridis montrent que
ces films présentent une zone d’inhibition autour et sous les films fonctionnalisés par les

peptides antibactériens étudiés. Ces résultats montrent que les peptides testés ont gardé leur
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activité antimicrobienne vis-a-vis Listeria innocua et Salmonella enteridis aprés leur

adsorption sur les films de PEBD.

I1I-2- Evaluation quantitative de I'activité antibactérienne du film
polyéthyléne basse densité fonctionnalisé par les peptides antibactériens a
1-32 ou @ 137-141

Ce test a permis d’étudier I’évolution de la charge bactérienne au cours du temps en présence
du film fonctionnalisé par un peptide antibactérien, mit en contact avec 50 mL du milieu MH
contenant 250 pL d’une suspension bactérienne de Listeria innocua a 10° UFC.mL* le tout
incubé sous agitation a température ambiante. Des prélevements de 1 mL sont effectués dans
chaque flacon dans un intervalle de temps de 5 et 30 min. Le dénombrement a été réalisé sur
du milieu LB gélosé aprés des dilutions de 107 et 10 pour chaque prélévement. Les résultats

obtenus sont illustrés dans le tableau 29.

Tableau 29: Cinétique de l'activité antibactérienne du film polyéthylene basse densité
fonctionnalisé par les peptides antibactériens a 1-32 et a 137-141 en milieu liquide sur
L.innocua

témoins (sans film) | Avec film a137-141 | Avec film al-32

Dilution 10 -3 104 10 -8 104 10 -3 10 4
Nombre de colonies
) 127 33 127 33 127 33
T=0min
Nombre de colonies
) 134 36 72 9 100 15
T=5min
Nombre de colonies
139 40 68 7 89 12

T =30 min

Le tableau 29 montre que le nombre de colonies diminue rapidement dans les boites contenant
le prélévement effectué dans le flacon contenant le film traité avec le peptide o 137-141, il
passe de 33 colonies a t=0min a 9 colonies a t=5min, puis il se stabilise a t=30 min ou il passe
a 7 colonies. Le méme effet est observé pour les boites ensemencées avec la suspension
prélevée dans le flacon contenant le film traité avec le peptide a 1-32, le nombre de colonies

passe de 33 a t=0 min al15 a t=5 min, puis 12 colonies a t=30 min.
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Le témoin sans peptide manifeste une Iégére augmentation de la charge microbienne au cours
de 30 min d’incubation, par contre le peptide o 137-141 montre une activité d’inhibition trés
importante vis-a-vis de Listeria innocua, avec un taux d’inhibition a t =5 min égale & 72 %, et
de 78 % a t = 30 min, alors que celui de a 1-32 estde 54 % at=5minetde 36 % at= 30

min.

Cela montre que I’application par enduction des peptides antibactériens a 1-32 et o 137-141 a
la surface d’un film a base de polyéthyléne traité par le plasma froid n’affecte pas son pouvoir

antimicrobien vis-a-vis de Listeria innocua.

La fonctionnalisation des emballages par des agents antimicrobiens a fait I'objet de plusieurs
publications (Vojdani et Torres, 1990 ; Han et Floros, 1998). Des composés actifs ont été
incorporés aux polyméres comme, les enzymes antimicrobiennes telles que la
lactoperoxydase, les peptides antimicrobiens, les phénols comme les hydroquinones et la
catéchine, les esters d'acide gras, les composés phénoliques antioxydants, les antibiotiques et
les métaux comme le cuivre (Hotchkiss, 1997). Les bactériocines ont été également
incorporées comme agents antimicrobiens dans les polymeres. La plupart des études
rapportées dans la littérature ont fait appel a la nisine pour sa disponibilité sur le marché (Cha
et al., 2003; Sanjurjo et al., 2006; Karam et al., 2013).

Conclusion

Nous avons montré au cours de ce chapitre la relation structure fonction des peptides de deux
familles antibactériennes issus de I’hydrolyse pepsique de 1I’hémoglobine bovine et la

possibilité de les valoriser en emballage actif.

Cette étude a consisté a une mise en evidence du mode d'action du peptide o 1-32 et du
peptide o 137-141 et ses dérivés (a 138-141 a 139-141) contre Listeria innocua par la
détermination de la cinétique de potassium extracellulaire, qui est considéré comme un bon
marqueur de la perméabilité de la membrane. On a pu ainsi démontrer que I’intensité de la
fuite du potassium vers le milieu extracellulaire est en relation directe avec le type du peptide,
son nombre d’acides aminés, et 1’état des fonctions latérales (libres ou bloquées). En effet,
I’action antibactérienne du peptide a 137-141 a augmenté en diminuant le nombre d’acides
aminés jusqu’a atteindre le déterminant antibactérien minimal (o 139-141: KYR). Pour

obtenir une image plus claire de cette relation et l'importance de I1’hydrophobie et
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amphiphilicité du peptide sur le pouvoir antibactérien, nous avons choisi de travailler avec le
peptide o 137-141 peptide dont les deux fonctions latérales libres et avec le N et / ou C -
terminal bloqué. Le blocage de I’'une ou des deux fonctions induit une perte partielle ou totale
de son activité antimicrobienne. La néokyotorphine et ses deux peptides dérivés a 138-141 a
139-141 agissent au niveau de la membrane des bactéries ce qui provoque sa perméabilité au
potassium par conséquent son inhibition. La néokyotorphine pour qu’elle soit active, il faut la

présence de la tyrosine et que ses fonctions latérales N et C terminales soient libres.

Le mode d’action du peptide a 1-32 est différent de celui de la o 137-141, il n’agit

probablement pas sur la membrane mais sur des cibles intracellulaires.

Les tests qualitatif et quantitatif de I'activité antibactérienne du film polyéthyléne basse
densité fonctionnalisé par les peptides antibactériens a 1-32 ou o 137-141 montrent que les
deux peptides gardent leur activité contre Listeria innocua et Staphylococcus aureus apres
leurs adsorption sur des films en polyéthyléne basse densité d’ou I’intérét de les utiliser
comme emballages bioactifs pour la préservation des aliments contre le développement des

bactéries pathogénes.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES
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Conclusion générale

Dans ces travaux, la cinétique de 1’hydrolyse pepsique du peptide a 1-32 synthétisé a été
étudiée a différentes températures (15°C, 23°C et 37°C), a différents pH (3,5; 4,5et 5,5) et a
différents rapports enzyme/substrat (1/50, 1/100 et 1/200). Les peptides intermédiaires et
finaux ont été identifiés et leurs activités antibactériennes ont été évaluées contre quatre
souches bactériennes : Escherichia coli, Listeria innocua, Salmonella enteritidis et Micrococcus
luteus. L’évolution de la concentration des peptides générés a permis de proposer un schéma
réactionnel décrivant les réactions consécutives et paralleles qui ont lieu au cours de
I’hydrolyse pepsique de ce peptide. Un modéle mathématique, par rapport au dispositif
proposé, a été développé pour décrire la cinétique des peptides générés pendant 1’hydrolyse
du peptide a 1-32. Les constantes apparentes de vitesse des principales réactions ont été
identifiées sur la base des données expérimentales, leur dépendance a la température été
établie a l'aide des équations de type Arrhenius et leur dépendance au pH été établie a l'aide

d’équation d’une droite.

La validation du modele proposé a été effectuée par la comparaison des résultats prédits par
modele de la cinétique d’hydrolyse du peptide al-32 a une température donnée ou a pH donné
avec les résultats expérimentaux, deux hydrolyses du peptide a 1-32, ont été effectuées une a
30°C (pH= 4,5 et E/S=1/100), et une a pH 5 (T=23°C et E/S=1/100). Les résultats trouves ont
pu confirmer la capacité du modéle propose de prévoir la cinétique de I'nydrolyse du peptide
a 1-32 synthétisé dans la plage de température de 15 a 37°C (un rapport enzyme/substrat
1/100 et a pH 4,5) et dans I’intervalle de pH entre 3,5 et 5,5 (un rapport enzyme/substrat
1/100 et a 23°C). Ce modele mathématique peut permettre de définir les conditions optimales
pour la production de divers peptides intermédiaires et finaux ayant une activité

antibactérienne a partir de I'hydrolyse pepsique du peptide o 1-32 synthétisé.

Ce modele a été ensuite généralisé sur deux familles de peptides antibactériens issus de
I’hydrolyse pepsique de 1’hémoglobine purifiée ou & partir du cruor bovin: o 1-32 et o 107-
141 apreés une étude de leurs schémas réactionnels et de leurs activités antibactériennes, un
modéle mathématique décrivant la cinétique d’hydrolyse de chaque peptide a été établi et une
trés bonne corrélation entre les résultats expérimentaux et les prédictions du modeéle a été

observée.

-167 -

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Karima Hedhili, Lille 1, 2014

Nous avons pu montrer dans ce travail que dans les conditions dénaturantes (urée 6M),
I’hémoglobine bovine, purifiée ou a partir du cruor bovin, s’hydrolyse selon un mécanisme

« Zipper », aboutissant ainsi a une forte population peptidique de nature variable.

Deux familles de ces peptides: o 107-141 et o 1-32, qui ont présenté une activité
antibactérienne contre quatre souches bactériennes, ont pu étre identifiées et caractérisées par
CLHP et SM. Ainsi, on a pu déterminer les schémas réactionnels décrivant les réactions qui
ont lieu au cours de I’hydrolyse pepsique de ces deux familles bactériennes a partir de

I’hémoglobine bovine.

Un modele mathématique basé sur le mécanisme proposé, a été développé pour decrire la
cinétique de I’hydrolyse des peptides des familles o 107-141 et o 1-32 issus de ’hémoglobine

ou du cruor.

Le calcul des énergies d'activation pour les différentes réactions impliquées dans le
mécanisme était effectué grace a 1’équation d’Arrhenius qui a permis d’étudier 1’effet de la
température sur les différents coefficients cinétiques. L’effet du pH et du rapport E/S était
également étudié et le modele trouvé a démontré une augmentation linéaire de la vitesse
d’hydrolyse en diminuant le pH (entre 3,5 et 5,5) et une vitesse invariable avec le rapport E/S.
La validation du modele a pu évaluer sa capacité a prévoir la cinétique de I'nydrolyse des
peptides de la famille a 107-141 et de la famille a 1-32 issus de I’hémoglobine et du cruor
bovins dans la plage de température de 15 a 37° C (un rapport enzyme/substrat 1/11 et a pH
4,5) et dans I’intervalle de pH entre 3,5 et 5,5 (un rapport enzyme/substrat 1/11et a 23°C). Ce
modeéle mathématique permettra de définir les conditions optimales pour la production de
divers peptides ayant une activité antibactérienne a partir de I'hydrolyse des peptides o 107-

141 et a 1-32 issus de ’hémoglobine ou du cruor bovins.

Le modele pourrait étre généralisé a l'ensemble de peptides actifs issus de [’hydrolyse de
I'hémoglobine et du cruor bovins, et de plus larges gammes de conditions expérimentales
(température, pH et rapport enzyme/substrat), permettant d'estimer la production de peptides
actifs sur la base de la quantité d'hémoglobine ou du cruor bovins utilisés, la prédiction de
l'obtention d’un peptide ayant une activité biologique et des procédés établis pour la

production de n'importe quel peptide actif.
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L’étude structure-fonction des peptides antibactériens a 1-32 et o 107-141 a permis la
compréhension du mode d’action de ces deux peptides au contact d’une bactérie de type

Listeria innocua en étudiant la cinétique d’ion K* extracellulaire.

On a pu ainsi démontrer que ’intensité de la fuite du potassium vers le milieu extracellulaire
est en relation directe avec le type du peptide, son nombre d’acides aminés, et 1’état des
fonctions latérales (libres ou bloquées). En effet, 1’activité antibactérienne du peptide o 137-
141 a augmenté en diminuant le nombre d’acides aminés jusqu’a atteindre le déterminant
antibactérien minimal (a0 139-141 : KYR). La néokyotorphine et ses deux peptides dérivés a
138-141 o 139-141 agissent au niveau de la membrane des bactéries ce qui provoque sa
perméabilité au potassium par conséquent son inhibition. La néokyotorphine pour qu’elle soit
active, il faut la présence de la tyrosine et que ses fonctions latérales N et C terminales soient
libres. Le mode d’action du peptide o 1-32 est différent de celui de la o 137-141, il n’agit

probablement pas sur la membrane mais sur des cibles intracellulaires.

Le procéde de fonctionnalisation d’un film polyéthyléne basse densité, traité par le plasma
froid, par des peptides antibactériens issus de I’hydrolyse pepsique de I’hémoglobine bovine a

permis d’évaluer la possibilité de produire un emballage actif en utilisant ces peptides.
Perspectives

Les principales perspectives de recherche qui apparaissent a l'issue de cette thése concernent
la généralisation du modéle mathématique trouveé lors de ce travail sur I’ensemble des
peptides actifs issus de I’hydrolyse pepsique de la chaine a et B de I’hémoglobine bovine
purifiée ou a partir d’un coproduit de 1’abattoir : le cruor bovin ou sur d’autres sources
protéiques. A cet effet, la réalisation d’une modélisation tenant compte des différents
parameétres cinétiques (température, pH et ratio enzyme/substrat) dans une méme équation
pourrait étre envisagée afin de mieux maitriser ce modéle mathématique. On peut également
envisager I’étude de I’effet d’autres facteurs sur 1’hydrolyse comme la concentration en sel,

les solvants...

En ce qui concerne I'activité antimicrobienne des films fonctionnalisés elle devra étre vérifiée
sur d’autres souches pathogenes telle que Listeria monocytogenes et validee sur des aliments

réels, ainsi que dans les vraies conditions de stockage de I’industrie agro-alimentaire.
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Il sera également intéressant d’étudier la possibilité de fonctionnaliser des films polyéthyléne
basse densité par des peptides antibactériens issus de I’hydrolyse de coproduit de I’abattoir (le
cruor) afin de les utiliser en emballage actif pour les produits carnés et augmenter ainsi leur

résistance aux attaques bactériennes et leur DLC (Date limite de consommation).
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Abstract Several antibacterial peptides can be obtained
by enzymatic hydrolysis of the o chain of bovine hemo-
globin. The Kinetics of «1-32 peptide hydrolysis by pepsin
was studied at several temperatures (15, 23 and 37 °C).
Intermediate and final peptides were identified, and their
antibacterial activity was assessed against four bacterial
species. Evolution of generated peptides concentration
enabled to propose a reaction pathway describing the par-
allel and consecutive reactions taking place during the
hydrolysis. A mathematical model, based on the proposed
mechanism, was developed to describe the kinetics of
generated peptides during «1-32 hydrolysis. The constants
of the main reactions were identified based on the experi-
mental data, and their dependence on temperature was
established using Arrhenius-type equations. Validation of
the proposed model was performed by predicting kinetics
of #1-32 peptide hydrolysis at 30 °C (all other experi-
mental conditions being unchanged) with a good accuracy.
This mathematical model could allow defining the optimal
conditions for the production of various intermediate
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Introduction

Peptides with biological activities, such as analgesic [1],
opioid [2], growth-stimulating [3], or antimicrobial [4] can
be obtained by peptic hydrolysis from many proteins.
Bovine hemoglobin is a protein of interest, as various active
peptides can be obtained from it, such as opioids [5-7],
bradykinin potentiator [8], coronaro-constructor [5]. heme
solubilizator [9]. hematopoietic [10]. hypolipidemia effect
[11], bacteria growth stimulator [3], antihypertensive
activity [12] and antimicrobial activity [13-16]. Bovine
hemoglobin hydrolysis has extensively been studied [10, 13,
14, 16, 17). Thirty antibacterial peptides derived from the
hydrolysis of hemoglobin were identified including 24
peptides derived from the o chains and six peptides derived
from the [} chains. These active peptides are classified into
three families in the « chains, and into two families in the
chains: family «1 derived from peptide «1-32, family «2
derived from peptide %33-98, family 23 derived from pep-
tide 2107-141, and families B1 and B2 derived from peptides
[1-30 and $114-145 respectively. Particularly, the family
derived from o1 to 32 peptide consists of antibacterial and
non-toxic peptides that could be used to preserve meat pro-
ducts during their storage and distribution [16].

During the hydrolysis of hemoglobin, several parallel
and consecutive reactions take place and the hydrolysis
kinetics is very complex [17]. Several studies have led to
the modeling of the hydrolysis of various substrates such as
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potato [18], cellulose [19], maltose [20] or comcob [21],
and the proposed models provided an interpretation of the
experimental data, allowing the selection of optimized
operational conditions. Mathematical models describing
the enzymatic Kinetics to find the optimal conditions to get
peptides from proteins such as whey proteins [22] and egg
white [23] have been proposed. Kinetics modeling of the
enzymatic hydrolysis of bovine hemoglobin was proposed
by Marquez et al. [24], who modeled the evolution of
hydrolysis degree in time. To our knowledge, a model
enabling to describe the evolution of concentrations of
peptides during bovine hemoglobin hydrolysis was not
proposed yet.

So. the general purpose of this work was to propose a
model enabling to describe the evolution of concentrations
of several peptides of interest during peptic hydrolysis of
bovine hemoglobin, taking into account experimental
conditions (temperature, pH, enzyme to substrate ratio).
The present article corresponds to the first step of this
global approach, by working on a less complex substrate
than bovine hemoglobin. Hence, the objective of the
present work was to propose a first simple model with
«1-32 peptide as substrate, and taking into account varia-
tion of temperature. Such a model could be used to define
optimal conditions to favor the production of a specific
intermediate peptide exhibiting an interesting biological
activity. Finally. the aims of this work were (1) to study the
kinetics of the enzymatic hydrolysis of «1-32 peptide and
the influence of temperature, and to establish the hydrolysis
pathway, (2) to study the antibacterial activity of the o1-32
family peptides, and (3) to develop a mathematical model
describing the kinetics of the «l1-32 peptide hydrolysis,
taking account temperature influence,

Materials and methods
Materials

All common chemicals and solvents were of analytical
grade from commercial sources. «1-32 synthetic peptide
and pig pepsin (3,200 units mg ™" protein) were purchased
from Sigma Chemicals Co (St Louis, MO, USA). Aceto-
nitrile was of HPLC grade. Water was obtained from a
Millipore MilliQ system. All aqueous HPLC eluents were
bubbled with Waters in line Degasser.

Peptic hydrolysis of #1-32 peptide
All enzymatic hydrolysis experiments were carried out in a
closed and perfectly agitated double-walled reactor and the

lemperature  was stabilized by circulating water bath
(cryothermostat Thermo Fisher).

@ Springer

Alphal-32 peptide solution (2 mL) was digested by pig
pepsin (EC 3.4.23.1) with an enzyme substrate ratio of
/100, in 0.1 M sodium acetate buffer to maintain pH at
4.5. and at temperatures of 15, 23, 30 or 37 °C. 100 uL.
samples were taken at different hydrolysis times (r = 0,
I min, 2.5 min, 5 min, 10 min, 15 min, 30 min, 1 h, 2 h,
3h, 10h, 24 h, 28 h and 32 h) and the reaction was
stopped by addition of 40 pL of disodium tetra borate
(0.32 M. pH 12.7) to reach a pH of 10. as described pre-
viously [25. 26]. Samples were stored at —20 °C before
further analysis.

Reverse-phase high-pressure liquid chromatography
(RP-HPLC)

Reverse-phase high-pressure liquid chromatography anal-
yses were used to determine the chromatographic profile of
samples (21-32 peptide hydrolysates) and quantify pep-
tides in samples.

The liguid chromatographic system consisted of a
Waters 600E automated gradient controller pump module,
a Waters Wisp 717 auwtomatic sampling device, and a
Waters 996 photodiode array detector. Spectral and chro-
matographic data were stored on a NEC Image 466 com-
puter. Millennium software was used to plot, acquire, and
analyze chromatographic data [6].

All of the chromatographic processes were performed on
a Vydac C4 column (250 x 3.2 mm 1.d.). The mobile phase
was water/trifluoroacetic acid (1.000:0.1, v/v) as eluent A
and acetonitrile/water/trifluoroacetic  acid (600:400:0.1,
v/v) as eluent B. The flow rate was 0.6 mL min~'. Samples
were filtered through 0.22 pm filters and then injected. The
gradient applied was 0-67 % (v/v) B over 30 min, then
67-87 % (v/v) B over 35 min. Online UV absorbance scans
were performed between 210 and 400 nm at a rate of one
spectrum per second with a resolution of 1.2 nm [6].

Concentrations of peptides were expressed as percent-
ages of the initial concentration of «1-32 peptide (at
t = ()). These concentrations have been calculated on the
basis of the area of each peptide peak on chromatograms,
assuming that concentration of each peptide is directly
linked to its peak area and that the sum of all peaks areas is
constant in time and equals to «1-32 peptide peak area at
t=0

% peptide = (area of the peptide peak) x 100/(area of
o1-32 peak at 1 = 0).

Peptide analysis by on-line LC-ESI-MS

LC-ESI-MS analyses were performed to identify peptides

generated during «1-32 peptide hydrolysis by pepsin.
The analysis were performed on a Accela UHPLC sys-

tem acquired from Fisher Scientific (Thermo Fisher
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Scientific, Bremen, Germany) that consisted of an auto-
sampler equipped with a column oven, a tray compartment
cooler and a quaternary pump with a built-in solvent deg-
asser, all piloted by Xcalibur software. The Accela UHPLC
system was coupled with an Orbitrap mass spectrometry
system (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany)
equipped to ESI ion source. Analyses were performed with
the same analytical C4 column and with the same gradient
as previously described for RP-HPLC (“Reverse-phase
high-pressure  liquid chromatography (RP-HPLC)"). A
split was applied at 300 pL. min~". The following ESI inlet
conditions were used: nitrogen was used both as a sheath
and auxiliary at arbitrary flow rates of 20 and 10 L min~'
respectively: the capillary temperature was set at 275 °C:
in the positive mode, the capillary voltage was set to
93.4 V, the source voltage to 3.3 kV and the source current
to 0-8 pA; spectra were recorded over the mass/charge
range 400-2,000 m/z [6].

Biological activities: antimicrobial assay

The antibacterial activity of peptides was determined
according to the method of Parish [28].

Antimicrobial assays were conducted for «1-32 syn-
thetic peptide (provided by Sigma), and for «1-32, 21-29,
o1-28, 21-27 and 21-23 peptides recovered thanks to
isolation by RP-HPLC. Isolation of %3-23, a5-23, al-14,
a3-14 and 95-14 peptides being too complex and enabling
no sufficient amount of peptides recovery, antimicrobial
assays were not carried out for those peptides.

Antibacterial activity was tested against four bacteria:
two gram negatives (Escherichia coli and Salmonella
enteritidis) and two gram positives (Micrococcus luteus
and Listeria innocua). The four bacterial species were
stored at —80 °C in glycerol-containing nutrient broth and
were subcultured twice in Mueller-Hinton (Biokar Diag-
nostics) at 37 °C under agitation (60 rpm).

The minimum inhibitory concentration (MIC) of all
peptides was determined in triplicate in a microtiter plate
assay system [15-17]. Each well of the microtiter plate
contained 50 pl. of onefold concentrated Mueller-Hinton
broth inoculated with 2.10° CFU mL ™" and 50 L of the
peptide solution (from 1.5 pg mL~" to 1.5 mg mL™") at
serial twofold dilutions in 50 mM phosphate buffer (pH 7.5).
As a control, bacterial strains were incubated as described
above without peptide. The MIC was determined as the
lowest concentration of the peptide that completely inhibited
growth of bacterial species after 24 h of incubation at 37 °C.

Numerical tools for modeling

Model equations were fitted 1o experimental data to
determine apparent rate constants values, with the

objective to minimize deviation between experimental and
model kinetics. To characterize the deviation between
experimental and model data, normalized root mean
squared deviation (NRMSD) criteria was used:

n

NS \/f'l' : {,z::l (exp, —nmd,,)2
NRMSD = s = (1)

e‘pmux expmn
where 11 is the number of experimental points composing a
Kinetics curve, i.e. 14 in the present study. exp, is the
experimental value at point p [p = L}, mod,, is the model
value at point p and expy., 18 the maximum within the
n experimental values,

Hence, values of apparent rate constants were deter-
mined using multi parameter estimation method with
Newton algorithm, so as to minimize the mean NRMSD of
all the five Kinetics of the studied peptides (for a fixed
temperature) at the same time,

Results and discussion

Kinetics of appearance of peptides derived from «1-32
peptide

The first aim of this work was to study enzymatic hydro-
lysis kinetics of #1-32 peptide in order to identify gener-
ated peptides and their kinetics of appearance. and finally
to establish the reaction pathway. 21-32 synthetic peptide
hydrolysis by pepsin were performed for three different
temperatures, namely at 15, 23 and 37 °C, in 0.1 M sodium
acetate buffer, with an enzyme to substrate ratio of 1/100,
at pH 4.5, and for 32 h in order to generate a maximum of
intermediate peptides of medium size. Samples of the
hydrolysate were taken regularly and analyzed by RP-
HPLC and LC-ESI-MS in order to identify and quantify
the generated peptides.

Reverse-phase high-pressure liquid chromatography and
LC-ESI-MS analysis were coupled so as to identify peaks
corresponding to generated peptides during 21-32 peptide
hydrolysis. thanks to their molecular mass and retention
time, and to be able to follow evolution in time of each of
those peptides quantity.

Figure 1 shows an example of RP-HPLC chromatogram
for one sample of hydrolysate, and an example of mass
spectra for the peak corresponding to 21-23 peptide. Rel-
ative molecular mass and retention time of each peptide are
listed in Table |.

Concentration of each peplide was calculated on the
basis of the area of its peak on RP-HPLC chromatograms.
According to Beer-Lambert law. molar absorptivity () had
1o be taken into account in concentration calculation. Molar
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Fig. 1 Example of RP-HPLC

chromatogram for one
hydrolysate sumple and
example of mass spectra
corresponding o 21-23 peptide
peak (215 nm)
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Table 1 Relative molecular mass and time of cach peptide derived from «1-32
Peptide  Mass Number of Retention Molar extinction Amino acids sequence

M + HI* amino acids  time (min)  coefficient (M~ em™ ")

(Da)
21-32 3257 32 29.82 279,900 VLSAADKGNV "KAAWGKVGGHAAEYGAEALERM
21-29 2,840 29 27.78 258,900 VLSAADKGNV'"KAAWGKVGGHAAEYGAEAL
21-28 2,727 28 2538 251,900 VLSAADKGNV'"KAAWGKVGGH AAEYGAEA
al-27 2,656 27 25.85 244,900 VLSAADKGNV'"KAAWGKVGGH AAEYGAE
al-23 2,236 23 24.43 206,900 VLSAADKGNV'"KAAWGKVGGH AAE
23-23 2,023 21 22.76 192,900 SAADKGNV'"KAAWGKVGGHAAE
25-23 1,865 19 22.64 178,900 ADKGNV'""KAAWGKVGGH™AAE
al-14 1,429 14 21.22 138,000 VLSAADKGNV''KAAW
A3-14 1217 12 20,48 124,000 SAADKGNV'"KAAW
25-14 1,059 10 20,23 110,000 ADKGNV'"KAAW

absorptivity was estimated for each peptide according to
Karnoup et al. [27]. Their values were specified in Table 1.
It should be mentioned that molar absorptivity coefficient
can normally be applied in the case pure solutions. In the
present case. several peptides were present in samples, so
that absorbance interferences might occur, This could
induce some errors in concentration calculations. In fact,
concentrations results were submitted to the whole analysis
procedure variability (samples, chromatograms analysis,
calculation of molar absorptivity etc.). Then. in order to
homogenize their presentation and limit errors, it was
chosen to normalize concentrations values. Hence, con-
centrations were expressed as percentages of the initial
concentration of «1-32 peptide (at r = ()), and normaliza-
tion was applied so that the sum of all peptides

a Springer

concentrations percentage was always equal to 100 %.
Finally, peptide concentrations were calculated as follows:
100 - A

ean ion (%) =
peptide concentration (%) Ageerl

(2)

where A is the considered peptide peak area, A, is 21-32
peptide peak area at t = (), ¢ is the molar absorptivity of the
considered peptide at 215 nm (M~" em™") and / is the path
length (1 cm in the present case).

Analysis of chromatograms at different times enabled to
identify peptides disappearing and appearing during the
hydrolysis of o.1-32 peptide. It was chosen to describe it below
for hydrolysis carried out at 15 °C, as Kinetics was slower in
this case. The concentration of o1-32 peptide in hydrolysate
(29.82 min retention time) decreased before disappearing
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Fig. 2 Reaction pathway of o132 peptide hydrolysis by pepsin (for
the studied experimental conditions)

after 5 min of hydrolysis. which corresponded to the cleavage
of this peptide by pepsin. In the meantime the concentration of
21-29, o1-28, x1-27 and o1-23 peptides increased in the
hydrolysate up to 2.5 min for the three first peptides and
15 min for the last one, before decreasing, This suggested that
o129, w128, «1-27 and «1-23 are intermediate peptides.
The concentrations of o3-23, 5-23, «l-14, #3-14 and
5-14 peptides increased in the hydrolysate during 32 h of
hydrolysis. These peptides seemed to be final peptides.

All these results allowed determining the reaction path-
way for o1-32 peptide hydrolysis in the studied operating
conditions (pepsin as enzyme, 1/100 enzyme to substrate
ratio, pH 4.5, 15 °C). The established reaction pathway is
described in Fig. 2. At first, hydrolysis of «1-32 peptide
generates four peptides, namely «1-29, «1-28, %1-27 and
o1-23. Then, «1-29, o1-28 and «1-27 peptides are cleaved
1o generate %1-23 peptide, which himself generates 2323,
5-23, al-14, 23-14 and 25-14 peptides.

It has to be specified that the analyses obtained by RP-
HPLC and LC-ESI-MS for hydrolysis carried out at 23
and 37 °C (all other conditions being the same) confirmed
the same reaction pathway as for 15 °C. Hence in the
present case, temperature had no influence on the reaction
pathway in the range [5-37 °C. Similar results were
observed for Kinetics of corncob autohydrolysis [8].

Antibacterial activity of peptides derived from ol to 32
peptide

According to a bioinformatics database [29] peptides
derived from o1 to 32 present similarity of structures and

Table 2 Structural charucteristics of the pure antibacterial peptides

Peptides Percentage of Charge Prediction of
hydrophobic at pH 7 secondary
residues (%) structure

ol-32 46 +1 58 % helix «

2129 48 +1 58 % helix o

ol-28 46 +1 50 % helix o

al-27 44 +1 S0 % helix x

al-23 47 +2 47 % helix

Table 3 MIC values (pM) of antibacterial peptides from o1-32
family (MIC was determined as the lowest concentration of the
peptide that completely inhibited growth of bucterial species after
24 h of incubation at 37 °C)

MIC (uM)

Gram (—) bactena Gram (+) bacteria
Peptides 8. enteritidis E. coli L. innocua M. luteus
al-32 38 154 38 o
21-29 27 54 27 54
21-28 27 54 27 54
al-27 38 54 27 38
al-23 27 54 54 100

activities with peptides isolated from the frog skin [30].
Different mathematical models from another bioinformat-
ics database [31] were used to study these pure antibacte-
rial peptides structural characteristics. Table 2 presents the
structural properties of the five studied antibacterial pep-
tides. All active peptides have a positive charge at pH 7.
These peptides have some characteristics of the reported
antibacterial peptides [22, 32]. They contain over a score of
amino acid residues with an overall positive charge, a
substantial portion of hydrophobic residues and a high
percentage of a-helical structure.

The antibacterial activities of 21-32 peptide and of four
other peptides obtained after its hydrolysis were tested
against four bacterial species: S. enteritidis, E. coli, L. in-
nocua and M. luteus. Table 3 shows the minimum inhibi-
tory concentration of «l-32, «1-29. «1-28, «1-27 and
a1-23 peptides against these bacterial species. These five
peptides showed antibacterial activity against bacterial
species tested. For each peplide tested at a concentration
corresponding to the MIC, and whatever the bacterial
species, cell population decreased by at least 97 % after
24 h incubation. Values of MIC obtained for the different
peptides derived from synthetic peptide «1-32 are in
agreement with those obtained for the same peptides
derived from bovine hemoglobin [16].
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Fig. 3 Evolution of experimental and model concentration of gen-
erated peptides during o1-32 peptic hydrolysis a at 15 °C, b at 23 °C
and ¢ at 37 °C

The four peptides derived from the hydrolysis of «1-32
presented the same MIC against E. coli (54 uM), which
was about three times lower than for the native peptide
21-32 (154 pM) (Table 3). Peptides «1-29, o1-28 and
particularly «1-27 appeared more active against M. lureus
(MIC of 54, 54 and 38 uM respectively) than the native

seemed to be a little more active against S. enteritidis (MIC
of 27 uM) than peptides «1-32 and «l1-27 (MIC of
38 pM). Similar results were obtained against L. innocua,
except for peptide 21-23, which appeared as the less active
within tested peptides (MIC of 54 uM).

So according to the targeted bacterial species, it would
be interesting to stop the hydrolysis of peptide 21-32 with
the largest concentration of the peptide presenting the best
activity against this bacterial specie. Then, the interest of
modeling hydrolysis kinetics stands in predicting the time
when hydrolysis should be stopped.

Modeling peptides concentration Kinetics
during the enzymatic hydrolysis of o1-32 peptide

The kinetics of o1-32 peptide hydrolysis by pepsin at
different temperatures, namely 15, 23 and 37 °C, are pre-
sented in Fig. 3, with a focus on the first 6 min to better see
the evolution of peptides concentrations. As expected, it
clearly appeared that Kinetics was accelerated while
increasing temperature. As an example, x1-32 peptide
almost completely disappeared in about 5 min at 15 °C,
3 min at 23 °C and <2 min at 37 °C.

These experimental results were used to build a
mathematical model describing concentration kinetics of
peptides generated during the hydrolysis of «l-32
peptides.

Protein hydrolysis being a complex phenomenon, for-
malization can lead to very complex models if simplifying
assumptions are not made, The purpose of this work was to
propose a model which could accurately describe «l-32
peptide hydrolysis Kinetics, and which would not be too
complex, so as to facilitate its further utilization. Hence,
some assumptions were made. It was assumed that the
enzymatic reactions were irreversible. The effect of
enzyme concentration was neglected, assuming that there
was always available enzyme for carrying out hydrolysis of
the substrate. Finally, first order reactions with apparent
rate constants were assumed. The agitation was considered
as perfect, the global rate of peptide appearance (disap-
pearance) was considered as dependent of the enzymatic
reactions only, neglecting mass transfer resistance. Since
this was a hypothesis only, the rate constants were con-
sidered as apparent constants.

Based on these assumptions and on the reaction pathway
established below (Fig. 2). the evolution of peptides con-
centrations in time was described according to the fol-
lowing system of differential equations:

peptide 21-32 (MIC of 90 uM). whereas peptide «1-23 m =—(k; +hy+ky + k) -2y (3)
was less efficient than the latter (MIC of 100 pM). The dr
results obtained with tests against S. enteritidis and L. in- da;_sg - - (4)
nocua were less striking. Peptides o1-29, 21-28 and o1-23 di R e i
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Table 4 Values of apparent rale constants and Arrhenius equation
parameters in function of temperature

T(K) Coefficient of  Activation
o e .. determination  energy
M 206 30 g 0 mol™")
KI(h™') 2873 4589 7537 0.986 32,015
K2(h") 1905 2639 4532 099 29,253
k3 (h") 6.36 .80 15.04  0.999 29,058
k4 (h™') 845 832 2416 0849 37,633
kS (h™") 12,21 1622 2690 099 26,743
k6 (h')y 607 869 1097 0935 19,269
kK7T(h™") 549 708 1237 09% 27,705
k8 (h') 054 0.80 1.24 0987 27,705
doy
d,'x="3'“1-32_k6'1a-23 (5)
da,
—‘(I’le =kt ko gy (6}
doy oy

=ky oty g+ Ks oy g+ hg o ag 7

kgt _ar — Ky oy

Values of apparent rate constants (k,—ky) were
determined thanks to experimental data, by minimizing the
average normalized root mean square deviation between
experimental and model data (see details in “Numerical tools
for modeling™). The results for apparent rate constants
values are given in Table 4, Both experimental and model
data for «1-32 peptides family concentration kinetics are
presented in Fig. 3. for the three different temperatures
tested. Experimental results and model predictions were in
good agreement, for all temperatures, with an average

Fig. 4 Lineanzation of okt ok2
Arrhenius equation 5

NRMSD of 4.1 % (4.4, 3.9 and 4.0 % for 15, 23 and 37 °C
respectively). Hence. the proposed model appeared as
relevant to describe %1-32 peptides family concentration
kinetics (for the tested operating conditions). It seemed that,
at these conditions, the hypothesis for first order Kinetics
(assuming that the enzyme was always available) was
validated.

The dependence of apparent rate constants on temper-
ature has been established by means of the classical
Arrhenius equation:

k=Fion (8)

where k is the apparent rate constant (s 'orh™'), Fis the
exponential factor (s ' or h™'), E, is the activation energy
(J mol™"), R is the universal gas constant (J mol~' K1),
and T is the temperature (K).

Lincarization of Arrhenius equation was performed so as 1o
determine exponential factor and activation energy values.
Figure 4 shows the linear interrelationships found between the
logarithm of apparent rate constants (In (k) and the inverse of
temperature (1/7). Values obtained for activation energies and
coefficients of determination (Rz) are given in Table 4. Con-
sidering R® values, it appeared that values of apparent rate
constants obtained from the model respected temperature
dependence according to the classical Arrhenius equation.

To perform validation of the model and verify its pre-
diction ability, it would have been interesting o use ref-
erence experimental data from the literature. But the model
being defined for specific conditions, i.e. for hydrolysis
carried out on 21-32 peptide with pepsin, at pH 4.5, with
an enzyme to substrate ratio of 1/100 and for temperatures
in the range 15-37 °C. this would meant finding in the

ak3 xXk4 ) Oks +k7 kB

1T (K1)
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literature data corresponding to these conditions. To our
knowledge, only Marquez et al. [24] have published data
on kinetics of bovine hemoglobin hydrolysis by pepsin.
However, their data presented only the evolution of degree
of hydrolysis (no data for the Kinetics of each peptide).
That's why validation of the proposed model was con-
ducted using data generated at a different temperature. i.c.
30 °C.

As shown in Fig. 5. model predictions and experi-
mental data were in good agreement (NRMSD =
3.2 %). This validation confirmed that the proposed
model is able to predict the evolution of the concen-
trations of the studied peptides during «1-32 hydrolysis
at a given temperature in the range 15-37 °C (for the
studied experimental conditions, i.e. 17100 enzyme to
substrate ratio and pH 4.5).

Conclusion

Peptic hydrolysis of a1-32 peptide allowed obtaining
intermediate peptides, which presented antibacterial activ-
ity against four bacterial species. Identification of the
intermediate and final peptides allowed to propose a reac-
tion pathway describing the parallel and consecutive reac-
tions taking place during the hydrolysis. A mathematical
model based on the proposed mechanism, was developed to
describe the kinetics of peptides hydrolysis of the a1-32
family. The influence of temperature on the kinetic coeffi-
cients was interpreted by means of the Arrhenius equation,
allowing the calculation of activation energies for the sev-
eral reactions involved in the mechanism. Validation of the

@ Springer

time (min)

model assessed the proposed model ability to predict
kinetics of «1-32 hydrolysis in the temperature range
15-37 °C (for the studied experimental conditions, i.e.
1/100 enzyme to substrate ration and pH 4.5).

This mathematical model could allow defining the
optimal conditions for the production of various interme-
diate peptides with antibacterial activity from peptic
hydrolysis of synthetic peptide 21-32. The model could be
generalized to the entire assets of bovine hemoglobin and
cruor peptides, and to wider ranges of experimental con-
ditions (pH and enzyme to substrate ratio), allowing esti-
mation of the production of active peptides based on the
amount of hemoglobin, the prediction of obtaining peptide
having biological activity and of established methods for
the production of any active peptide.
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Peptides obtained by enzymatic hydrolysis of fish proteins exhibit not only nutritional but also biological
properties of dietary uses, or even therapeutic potential. The objective of the present study was to isolate
and characterize peptides from the protein hydrolysates of barbel muscle with antibacterial activity
against Gram-positive (Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Micracoccus
luteus and Bacillus cereus) and Gram-negative {Escherichia coli, Sals lla enterica, Pseud aer-
ginosa, Klebsiella pneurnoniae and Enterobacter sp.) bacteria. Barbel muscle protein hydrolysates (BMPHs),
obtained by treatment with Alcalase® (DH — 6.6%), was fractionated by size exclusion chromatography
on a Sephadex G-25 and purified by reversed-phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC).
The molecular masses and amino acid seq es of these peptides were determined using ESI-MS and
ESI-MS/MS, respectively. Eleven peptides in Fyy, Fy.a, Fy.3 and Fis sub-fractions separated by RP-HPLC
were identified. The most active peptide fraction (Fy.1) contained three peptides: Ala—Ala—Ala—Leu; Ala
—Ala—Gly—Gly—Val and Ala—Ala—Val—Lys—Met.

These peptides don't show hemolytic activity towards bovine erythrocytes. These results suggest that

some peptides from barbel could be a beneficial ingredient for nutraceuticals.

@ 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved,

1. Introduction

Antimicrobial peptides (AMPs) are important components of
the innate immune systems of countless animal species, where
they act as an effective, largely non-discriminatory first line of
defense against invading pathogens (Brogden, 2005; Jenssen,
Hamill, & Hancock, 2006; Yeaman & Yount, 2003). Spurred by the
proliferation of bacterial strains that exhibit resistance to conven-
tional antibiotics, the last two decades have seen a flurry of
research activities aimed at developing novel therapeutic antibi-
otics based on AMPs,

The natural AMPs have been isolated and characterized from
practically all-living organisms, ranging from prokaryotes to
humans. The AMPs produced by bacteria are also termed ‘bacte-
riocins’ (Boulanger, Bulet, & Lowenberger, 2006; Brogden, 2005).

* Corresponding author, Unité Enzymes et Bloconversion, Ecole nationale d’ln-
génicurs, PB 1173, Sfax 3038, Tunisia. Tel: +216 97 013 118; Fax: +216 74 275 595,
E-mail address; assaadsilairgmall.com (A. Sila).

0023-6438/$ — see front matter © 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
hitp:f/dx.doi.org10.1016/)1v1.2013,07.021

AMPs usually work against bacteria that are closely related to the
producer strains in prokaryotes, while they play a key role in innate
immunity in eukaryotes. These peptides are produced by several
species including bacteria, insects, plants, vertebrates and they
have been recognized as ancient evolutionary molecules that have
been effectively preserved in mammals (Altincicek, Linder, Linder,
Preissner, & Vilcinskas, 2007; Konno et al., 2007). The significant
advantage of AMPs resides in the global mechanism of their action,
which is remarkably different from that of conventional antibiotics.
Usage of AMPs will gain widespread increase since more and more
bacteria may develop the ability to resist conventional antibiotics
due to the abuse of these drugs worldwide, Since the first AMP
Cecropin was discovered from Hyalophora cecropia in the 1980s by
Boman's research group, a large number of antimicrobial peptides,
which share common features such as relatively low molecular
weight, positive charge and inducibility by injury and microor-
ganism infection, have been identified (Steiner, Hultmark,
Engstrom, Bennich, & Boman, 1981).

Since the ninety, several peptides with antibacterial activities
against Gram-positive and Gram-negative bacteria were identified
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and isolated in protein hydrolysates. The nature of these proteins is
very diverse and includes casein (Zucht, Raida, Adermann, Magert,
& Forssmann, 1995), ovotransferrin (Ibrahim, lwamori, Sugimoto, &
Aoki, 1998), lactoferrin (Bellamy et al., 1992), and f-lactoglobulin
(Pellegrini, Dettling, Thomas, & Hunziker, 2001 ). While the majority
of antibacterial peptides, produced by enzymatic hydrolysis of
proteins, were isolated from milk proteins (Pellegrini, 2003),
Several studies have reported the obtaining of antibacterial pep-
tides by enzymatic hydrolysis of hemogiobin (Yaba Adje et al,
2011). Antibacterial peptides derived from marine organisms by
enzymatic treatment have been isolated (Abidi et al, 2013:
Beaulieua, Thibodeaua, Bonnet, Bryl, & Carbonneauc, in press;
Doyena, Saucier, Beaulieua, Pouliot, & Bazinet, 2012).

The barbel, Barbus callensis, is a group of small carp-like fish of
the genus Barbus that has a wide distribution in northern and
central Tunisia.

As far as we know, no studies have analysed the antibacterial
activity of barbel protein hydrolysates in vitro and in vivo. In this
study, we investigated the antibacterial activity of barbel muscle
protein hydrolysates obtained by treatment with Alcalase”, The
amino acid sequences of peptides in most active sub-fractions were
determined.

2. Materials and methods
2.1. Reagents

Common chemicals and solvents of analytical grade were ob-
tained from different commercial sources. Alcalase™ 2.4 L serine-
protease from Bacillus licheniformis was supplied by Novozymes®
(Bagsvaerd, Denmark). Sephadex G-25 was purchased from Phar-
macia (Uppsala, Sweden). Water was obtained from a Culligan
system; the resistivity was approximately 18 M. All other chem-
icals and reagents used were of analytical grade.

2.2. Enzyme

The serine protease from B. licheniformis (Novozymes”) was
used for the production of hydrolysates. Protease activity was
determined according to the method of Kembhavi, Kulkarni, and
Pant (1993) using casein as a substrate. One unit of protease ac-
tivity was defined as the amount of enzyme required to liberate
1 pg of tyrosine per minute under the experimental conditions
used,

2.3. Sample preparation

The barbel (B. callensis) samples used in the present work were
obtained from Barrage SIDI SAAD, Kairouan, Tunisia. The samples
were packed in polyethylene bags, placed in ice (samplefice ratio of
about 1:3 (w/w)), and transported to the laboratory within 2 h after
collection. The internal organs were separated and then stored in
sealed plastic bags at 20 "C.

2.4, Preparation of barbel muscle protein hydrolysates (BMPHs)

Barbel muscle (500 g), in 500 ml distilled water, was first
minced using a grinder (Moulinex Charlotte HV3, France) then
cooked at 90 °C for 5 min to inactivate endogenous enzymes The
cooked muscle sample was then homogenised in a Moulinex®
blender for about 2 min. The sample was adjusted to optimal pH
and temperature for Alcalase® (pH 8.0; 50 °C). The hydrolysis re-
action was started by the addition of the enzyme at a 1:1 (U/mg)
enzyme/protein ratio, The reaction was conducted at 50 “C and pH
8.0 for 2 h. During the reaction, the pH of the mixture was

maintained at the desired value by continuous addition of 4 N
NaOH. After the required digestion time, the enzymatic hydrolysis
was stopped by addition of disodium tetraborate (0.32 M, pH 12.7)
up to a final pH of 12, Protein hydrolysates were then centrifuged at
5000 g for 20 min to separate soluble and insoluble fractions.
Finally, the soluble fractions, referred to as protein hydrolysates,
were freeze-dried at —50 °C and 121 mbar {Modulyod-230,
Thermo-Fisher Scientific, Waltham, MA) and then stored at —20 °C
for further use.

2.5. Determination of the degree of hydrolysis

The degree of hydrolysis (DH), defined as the percent ratio of the
number of peptide bonds cleaved () to the total number of peptide
bonds in the substrate studied (hyy), was calculated from the
amount of base (NaOH) added to keep the pH constant during the
hydrolysis (Adler-Nissen, 1986) according to the following
equation.

DHX = %100 = SXHP, 1, 1

[ ="MP & %100

hreor
where B is the amount of NaOH consumed (ml) to keep the pH
constant during the proteolysis of the substrate. Nb is the normality
of the base, MP is the mass (g) of the protein (N x 6.25), and «
represents the average degree of dissociation of the #-NH; groups
in the protein substrate expressed as:

]Opll- pK
R T T T

Where pH and pK are the values at which the proteolysis was
conducted. The total number of peptide bonds (hy) in the protein
substrate was assumed to be 8.6 meq/g (Adler-Nissen, 1986).

2.6. Purification of the antibacterial fractions by HPLC

The lyophilized hydrolysate (1 g). with a DH of 6.6%, obtained by
treatment with Alcalase® for 15 min, was suspended in 5 ml of
distilled water, then separated onto a Sephadex G-25 gel filtration
column (5.2 = 56 cm) pre-equilibrated and eluted with distilled
water. Fractions (4 ml) were collected at a linear flow rate of 30 ml/
h. Fractions (4 ml each) were collected and elution curves were
obtained by measuring absorbance at 226 nm using an online
spectrophatometer, Fractions that showed antibacterial activity
were pooled and Iyophilized.

The most active fraction was dissolved in Milli Q water,
filtered through 0.22 pm filters, and then separated by Reverse-
phase high-pressure liquid chromatography (RP-HPLC) on a
Waters Cjg column (4.6 mm x 250 mm) (XBrideg™, Ireland).
Sample was injected at a volume of 60 pl (50 mg/ml). Peptides
were eluted with eluent A (water containing 0.1% trifluoroacetic
acid (TFA)) for 5 min, then with a linear gradient of acetonitrile
(40—100% for 60 min) containing 0.1% TFA at a flow rate of 1 ml/
min. On-line UV absorbance scans were performed between 200
and 300 nm at a rate of one spectrum per second with a reso-
lution of 1.2 nm. Chromatographic analyses were completed
with Millennium software. The antibacterial activities of the
eluted peaks were determined. The liquid chromatographic sys-
tem consisted of a Waters 600E automated gradient controller
pump module, a Waters Wisp 717 automatic sampling device
and a Waters 996 photodiode array detector. Spectral and chro-
matographic data were stored on a NEC Image 466 computer,
Millennium software was used to plot, acquire and analyse
chromatographic data.
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2.7. Identification of antibacterial peptides

The molecular mass and peptide sequencing were done in
positive ion mode using Electrospray ionisation—mass spectrom-
etry (ESI-MS) and the tandem mass spectrometry (MS/MS),
respectively. ESI mass spectrometry was performed using a triple
quadrupole instrument Applied Biosystems API 3000 (PE Sciex,
Toronto, Canada} equipped with an electrospray ion source. The
system is controlled by the Analyst Software 14, allowing the
control of the spectrometer, the analysis and the processing data,
Interpretations of spectra MS~MS were made with the Bioanalyst
software. The freeze-dried samples from RP-HPLC were dissolved
in acetonitrile/water (20/80; v/v) containing 0.1% formic acid for
the positive mode. The solution was injected (nebulised) uninter-
rupted, by a pump (Model 22, Harward Apparatus, South Natick,
USA) with a flow rate of 5 pl/min. The potential of ionisation was of
5000 V in positive mode. At the time of the recording of the
spectrum, 30 scans on average were added (MCA mode) for each
spectrum. The gases used (nitrogen and air) were pure (up to 99%)
and produced by a compressor jun-Air 4000-40M and a nitrogen
generator Whatman model 75-72 (Whatman Inc., Haverhill, MA the
USA). The polypropylene glycol (PPG) was used for the calibration
and the optimisation of the machine, The peptide sequence was
determined from the CID spectrum of the protonated analyse
[M + H]" by MS/MS experiments, Peptide sequences were done
using the bioanalyst software (Applied Biosystems, USA).

2.8. Bacteria and antibacterial assays

The antibacterial activity was determined by the method of
Parish et al, {2001). Ten bacterial species were used as test micro-
organisms for determination of antibacterial activity: Bacillus ce-
reus (isolated from food products in our laboratory), Listeria
monocytogenes (ATCC 43251}, Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Micrococcus luteus (ATCC 4698),
Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella enterica (ATCC 43972),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Klebsiella pneumoniae
(ATCC 13883) and Enterobacter sp. These bacterial species were
conserved at - 24 "Cin glycerol containing nutrient broth and were
sub cultured twice in Muller-Hinton (Biokar Diagnostics) at 30 °C
under agitation (60 rpm) for M. luteus and at 37 "C for other bac-
terial species,

After 18 h of incubation to 30 °C in nutrient broth, for M. luteus,
and 37 °C for the other bacterial strains, the bacterial cultures were
centrifuged at 10,000 rpm during 5 min. The cells of the these
bacterial species were washed twice in 10 mM Sodium Phosphate
buffer pH 7.5 and were then added at a concentration of 107 CFU/
plate in 10 ml of the layer containing: Agarose 1%, Triton X100
0.02%, and BSA 0.02%. For M. luteus the layer contained: Agar 1%,
and Muller Hinton 21 g/l

After a short vortex homogenization, the 10 ml containing the
107 UFC were quickly cast in a Petri plate. After solidification, the
wells (5 mm diameter) were made and the peptide (1 mg/ml}
prepared in 10 mM Sodium Phosphate buffer, pH 7.5 and was added
(20 ul) to wells punched in the agarose layer allowed to diffuse in
the layer and incubated in a humidified close container during 3 h
at 4 °C for M. luteus and at 37 °C for other strains. Following this
diffusion period, 10 ml of 1% Agar and 42 g/l Muller Hinton were
added as a top layer and plates were incubated 24 H at 37 "C. With
M. luteus, no top layer was used and plates were incubated 24 h at
30°C

The antibacterial activity was measured as the diameter of the
clear zone of growth inhibition compared with a positive control,
chloramphenicol, and a negative control, sodium phasphate buffer
in Petri plates.

2.9. Hemolytic activity

The hemolytic activity of the active peptide fractions was
determined by methods of Dathe et al. {1996) and Strub et al.
(1996), slightly modified. Five millilitres of bovine blood was
centrifuged at 3500 rpm for 10 min to isolate erythrocytes, which
were then washed three times with 10 mM sodium phosphate, pH
7.5, containing NaCl 9 g/l (NaCl/Pi). The cell concentration stock
suspension was adjusted to 107 cells/ml, The cell suspension (12 pl)
along with varying amounts of sub-fractions stock solution and the
buffer were pipetted into Eppendorf tubes to l§ive a final volume of
50 pl. The Eppendorf tubes with 2.5 x 10° cells/ml were then
incubated at 37 “C during 40 min. After centrifugation (5000 rpm,
5 min), 30 ul of supernatant was diluted in 500 ul water. The
absorbance of the diluted solution was measured at 420 nm. The
absorbance obtained after treating erythrocytes with only NaCl/Pi
and SDS (0.2%) was taken as 0 and 100%, respectively.

2.10. Statistical analysis

All data were submitted to Analysis of Variance (ANOVA) and
differences between means were evaluated by Duncan's Multiple
Range Test. The data were analysed using the Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS) version 10.0 (Chicago, Illinois, USA).
Differences were considered significant at p < 0.05.

3. Results and discussion
3.1. Production of barbel muscle protein hydrolysates (BMPHs)

Bioactive peptides can be produced by one of four methods:
solvent extraction, chemical treatment, enzymatic hydrolysis and
microbial fermentation of food proteins (Alasalvar, Shahidi,
Miyashita, & Wanasundara, 2010, chap. 42, pp. 518). The enzy-
matic hydrolysis is method is preferred in the food and pharma-
ceutical industries because the other methods can leave residual
organic solvents or toxic chemicals in the products. Bioactive
peptides are inactive within the sequences of the parent proteins.
They are released by enzymatic hydrolysis and then they may exert
various physiological functions (Lahl & Braun, 1994; Vercruysse,
Van Camp, & Smagghie, 2005). The biological activities of protein
hydrolysates depend on the protein substrate, the specificity of the
enzyme used for the proteolysis, the conditions used during hy-
drolysis and the degree of hydrolysis (Kristinsson & Rasco, 2000},
Kinetics studies of hydrolysis of barbel muscle using Alcalase™ were
followed at different degrees of hydrolysis (H,~Hz7) (2.8%, 5.1%,
6.6%, 10.45, 13%, 14.58% and 16.2%) in order to generate a maximum
of intermediate peptides of medium size (Fig. 1).

The hydrolysis curve of barbel proteins with Alcalase” after 2 h
of incubation is shown in Fig. 1. The hydrolysis of barbel proteins
was characterized by a high rate of hydrolysis for the first 1 h. The
rate of enzymatic hydrolysis was subsequently decreased, and then
the enzymatic reaction reached the steady-state phase when no
apparent hydrolysis took place. The shape of the hydrolysis curve is
typical of those previously published for muscle proteins of capelin
(Shahidi, Han, & Synowiecki, 1995), Pacific whiting solid wastes
(Benjakul & Morrissey, 1997), yellow stripe trevally (Klompong,
Benjakul, Kantachote, & Shahidi, 2007), silver carp (Dong et al.,
2008) and smooth-hound {Bougatef et al., 2009).

3.2. Antibacterial activity of BMPHs
It is well known that biological properties of peptides are to a

larger extent influenced by their molecular structure (amino acid
composition andfor sequence) and length, which in turn greatly
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Fig. 1. Hydrolysis curve of barbel muscle treated with Alcalase™. Hydrolysis was
conducted at the following conditi enzyme (U)/protein {mg) ratio of 1:1, pH 8.0

and at 50 °Cfor 2 h,

affected by hydrolysis degree. The hydrolysis of proteins, which is
measured in terms of degree of hydrolysis, is an important
parameter for obtaining hydrolysate with a reproducible biological
activity, Therefore, it is imperative to control and optimize the
hydrolysis of proteins to obtain reproducible and highly biologically
active hydrolysates.

The antibacterial activity of the barbel muscle protein hydroly-
sates was tested on ten strains: five Gram-negative (E coli,
S. enterica, P. aerugi) Kp and E. sp.) and five Gram-
positive (L. monocytogenes, S. aureus, E. faecalis, M. luteus and B.
cereus). The antibacterial activity was measured as the diameter of
the clear zone of growth inhibition.

At the tested concentration (1 mg/of dry weight/ml), as shown
in Table 1, five protein hydrolysates (H;—Hs) showed antibacterial
activity towards several strains. However, no antibacterial activity
was detected with the undigested barbel muscle protein, Hg and Hy.
Interestingly, only barbel muscle protein hydrolysate with a DH of
6.6% (Hy) showed a strong antibacterial activity towards eight
strains. Therefore, this hydrolysate was selected for further study.

3.3. Isolation and purification of antibacterial peptides

The barbel muscle protein hydrolysate (H3), obtained with a DH
of 6.6%, was fractionated on a Sephadex G-25 gel filtration chro-
matography. As reported in Fig. 2a, there are six major absorbance
peaks (F;—Fy) at 226 nm. Fractions associated with each peak were
collected, concentrated by lyophilisation and then evaluated for
antibacterial activity.

Table 1
Antibacterial activity of barbel (8. caflensis} muscle protein hydrolysates obtained by
treatment with Alcalase®.

Absorbasce a1 226 am
ooo
o=

0 10 20 30 40 50 60 70 &0 90 100 110 120 130 140 150 160 170
Fractions Number

L O )

M ]
Retention time (min)

Fig. 2. a Gel ch hy of hy H; obtained by with
Alcalase™ an a Sephadex G-25. b, Elution profile of fraction Fy separated by reversed-
phase high performance liquid chromatography. Peptides were eluted with eluent A
(water containing 0.1% trifluoroacetic acwd (TFA)) for 5 min, then with a linear gradient
of acetonitrile (40 100% for 60 min) containing 0.1% TFA at a flow rate of 1 mi/min.

As shown in Table 2, antibacterial activity at 1 mg/of dry weight/
ml was widely observed only in three fractions (F;, Fy and Fy;) and
was absent in fraction Fy, Fy and Fy. Among the three actives
fractions, fraction Fy was the most active against tested bacterial
species. Its yield was 20.84%, Yields of the five fractions are shown
in Table 3.

Fraction Fy; was further separated by RP-HPLC on a Waters Cyg
column and fractionated into thirteen major sub-fractions (Fy.;—Fy.
13). The elution profile of the peptides is shown in Fig. 2b. Fractions
were collected separately through repeated chromatography using
reversed-phase HPLC column and concentrated in vacuo prior to
testing the antibacterial activities. As reported in Table 4 and Fig, 3,
only, four peptide sub-fractions showing antibacterial activity (at a
concentration of 360 ug of dry weight/ml) were obtained and
designated Fy.q, Fir.2, Fis and Fy4. These sub-fractions Fyy—Fp-q

Table 2
Antibacterial activity of fractions of the separated fractions (Fi~Fy) from hydrolysate
Hy

Bacteria strains Undigested Barbel muscle protein hydrolysates Bacteria strains Sephadex G-25 fractions
muscle Hy Ha Hs He Hs He Hy F Fu ;™ Fv Fy 1Y)
Escherichia coli - -+ b - - - - Eschenichia coli bp b + - - -
Salmonella enterica = — = = — = =i = Salmonetla enterica - = - = = -
Pseudomonas aeruginosa - - . + ++ - - Pseudomonas aeruginesa + bt - - - -
Klebsiella pneumontae - ot ot ' - - - Klebsiella pneumoniae ot bt - - - -
Enterobacter sp. b Enterobocter sp. 4
Listeria monocytogenes — — - - + - - - - Listeria monocytogenes - + - - - -
Staphylococcus aureus - - 4+ +++ + + - - Staphylococcus aureus ++ +++ - - - -
Enterococcus foecalis - - - - - - - - Enterococcus faecalis - - - - - -
Micrococcus luteus - . bt At A = = = Micrococcus luteus b [ - - - -
Bacilius cereus - - - ‘e Bacillus cereus - ‘e - -
Inhibition zones: 44 +: =15 cm; +4: 0.5-1.5 cm, +: <05 cm, and —: no activity. Inhibition zones: 4+ 4: =15 em; 44 05-1.5cm, ;<05 cm, and —: no activity,
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Table 3
Yields of fractions separated by gel filtration on a Sephadex G-25 column.

Fractions Total peptides (mg) Recovery yield (%)
K 3427 3427

Fu 2084 2084

Fay 2171 217

Fv 109.0 108

Fy 682 6.82

Fu 545 545

Table 4

Antibacterial activity of fractions of sub-fractions Fiyy, Fiy.2, Fya and Fys.

RP-HPLC fractions
Fuy Fy.z Fi.s Foy

Bacteria strains

Escherichio coll - +4 nart
Salmonella enterica -
Pseudomonas aeruginosa - ] [ bt
Klebsiclla pneumoniae ++ 3
Enterobacrer sp. - s 4+ +4
Listeria manocytogencs - - +
Staphylococcus aureus - + 4+ -
Enterococcus foecalis - - -

Micrococcus luteus i

Bacillus cereus + - +

4 ++

Inhibition zones: +++: =15 cm; «+: 0.5-1.5 cm, +: <0.5 cm, and ~: no activity.

were further analysed for peptide identification, The antimicrobial
activity of the peptide fraction Fj.3 with different molecular
weights for several bacteria is shown in Table 4. For the 10 strains,
the bacteria manifesting the most sensitivity to the fractions were
E. coli, P. aerugii K. Pne E. sp., S. aureus and M. Luteus.
This fraction was strongly protective against pathogenic bacteria. It

is generally agreed that peptides need to interact with cell mem-
branes as part of their action against microbes (Hancock &
Patrzykat, 2002). Some of these interacting antimicrobial peptide
mechanisms have already been reviewed {Gobbetti, Minervini, &
Rizzello, 2004; Hancock & Patrzykat, 2002; Patrzykat & Douglas,
2005), and describe the tendency to form discrete channels in
lipid bilayers, disturbance of the lipid bilayer because of carpet-like
peptide binding, specific peptide-lipid interaction that results in
phase separation, detergent-like solubilization of the membrane
and even peptides that enter the cell leaving the membrane intact.

3.4. Identification of antibacterial peptides

Peptides in sub-fractions Fy.;~Fyq were analysed by ESI--MS for
molecular mass determination and ESI-MS/MS for the identifica-
tion of peptides (Table 5).

Fraction Fy.z was composed of three peptides {Ala—Ala—Ala—
Leu, Ala—Ala—Cly—Cly—Val and Ala—Ala—Val—Lys—Met). Peptides
in fraction Fll.; had the highest hydrophobic ratio (>80%) among
peptides in other fractions. Ala—Ala—Ala—Leu, Ala—Ala—Cly—Gly—
Val and Ala—Ala—Val—-Lys—Met had hydrophobic ratio of 100%,
100% and 80% respectively. The antibacterial activity of cationic
peptides can be modulated through modification of net charge or
the ratio of hydrophobicity (Kustanovich, Shalev, Mikhlin,
Gaidukov, & Mor, 2002; Zelezetsky, Pag, Sahl, & Tossi, 2005).
Nevertheless, the exposed basic residues of anionic peptides are not
essential for their antibacterial activities. Results in Table 5 indicate
that the antibacterial activity of Fy.3 fraction may be due to its
hydrophobic characteristics.

The amino acid analysis showed that sub-fractions Fy.y. Fp.2
and Fy4 mainly contained three, three and two peptides, respec-
tively. The amino acid sequences of theses antibacterial peptides
were identified as Gly—Val-—-His, Trp—His—Arg, Trp—~His—Phe; Leu—

Escherichia coli

Staphylococcus aurens

Psendomonas aeruginosa

Micrococcus futeus

T+ posttive control; T-: negative control

Listeria monocytogenes

Fig. 3. Antibacterial activity of sub-fractions Fyy.y, Fez, Fii.y and Fsq against Escherichio cofi, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Micrococous huteus and Listeria

monocytogenes.
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Table 5 Benjakul, S, & Morrissey, M. T. (1997). Protein hydrolysates from Pacific whiting
Peptides identified by MS/MS in Fy, —Fy sub-fractions separated by RP-HPLC, solid wastes. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 45, 3423-3430.

- - - 5 Bougatef, A. Hajji. M., Balti, R., Lassoued. |. Triki-Ellouz, Y. & Nasri. M. {2009),
Peptide Molecular Amino acid sequences Hy ioxidant and free mdlcahstavengmg acuvmes of smooth hound {Mustefus
fractions masses (Da) ratio” (X) mustelus) muscle protein hydroly d by ga! p

o Food Chemistry, 114, 1198—1205,

Fus 275 Gly~Val-His 33 Boulanger, N., Bulet, P, & Lowenberger, C. (2006). Antimicrobial peptides in the
433 Trp—His—Arg 33 interactions between insects and flagellate parasites, Trends in Parasitology, 22,
452 Trp—His—-Phe 66 262-268,

Fuz 327 Leu—Thr-Met 66 Brogden, K. A {2005). Antimicrobial peptides: pore formers or metabolic inhibitors
333 Hle—Thr—His 33 in bacteria, Nature Reviews Microbiology, 3. 238-250.
350 Pro-Pro-Ser-Ser 1] Dathe, M., Schumann, M., Wieprecht, T. Winkler, A., Beyermann, M., Krause, E., et al.

Fiyy 308 Ala—-Ala-Ala—Leu 100 (1996). Peptide helicity and membrane surface charge modulate the balance of
137 Ala—Ala-Gly-Gly-Val 100 electrostatic and hydrophobic interactions with lipid bilayers and biological
482 Ala-Ala-Val-Lys—Met 80 membranes. Biochemistry, 35, 12612-12620.

Fia 275 Gly—Val—His 33 Dong. S. Zeng, M. Wang. D, Liw, Z, Zhao, Y., & Yang, H. (2008). Antioxidant and
314 Al3-Ser-Ser~Ser 25 mochemlcal properties of protein hydrolysates prepared from silver carp

(Hyp Imichthys molitrix). Food Chemistry, 107, 14851493,

* Calculated on the pel ge of
Met, Ala, Trp) in the peptide sequence.

d (lle, Val, Lew, Phe, Cys,

Thr—Met, lle—Thr—His, Pro—Pro—Ser—Ser and Gly—Val-His, Ala—
Ser~Ser-Ser.

3.5. Hemolytic activity of antibacterial peptides

The hemolytic activity of all sub-fractions (Fy.—Fy.4) was tested
on bovine erythrocytes. Several concentrations for each peptide
were tested. For each peptide, the highest concentration tested
corresponded 1 mg/ml. For all peptides, no hemolysis was
observed. These results show that these peptides would be non-
toxic even if used at high concentrations.

4. Conclusion

In conclusion, the current research has demonstrated that
enzymatic protein hydrolysates from barbel muscle have a poten-
tial antibacterial activity. The antibacterial peptides from barbel
hydrolysates were purified using gel filtration chromatography and
RP-HPLC, and sequences were identified using ESI-MS/MS. Eleven
peptides in Fy.y, Fiy.2, Fii.3 and Fyy4 sub-fractions were separated and
the amino acid sequences were determined.

Given the current context of food safety and food protection by
means of natural products, such a high number of antibacterial
peptides derived from barbel protein hydrolysates could prove
useful as preservatives for storage and distribution of meat based
products,
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Mécanisme et modélisation de I'hydrolyse enzymatique d'un peptide antibactérien
issus de I'hémoglobine bovine :a 1-32
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Mots-clés : cinétiques, hydrolyse enzymatique, I'hémoglobine bovine, peptides actifs, modélisation.

L’hydrolysat pepsique de I'hémoglobine bovine présente une importante source de
peptides qui ont des propriétés biologiques prononcées. Les réactions protéasiques sont des
réactions composites avec de nombreuses réactions paralléles et séquentielles qui se traduisent
par des cinétiques et des mélanges peptidiques complexes. Les peptides actifs se trouvent
généralement parmi les populations de peptides transitoires dont la séquence et la concentration
sont sous controle cinétique [1-4]. L’objectif général du travail est de favoriser I'obtention des
peptides d’intérét, présentant une activité biologique prononcée. Ces études cinétiques et leurs
mod¢lisations permettront d’optimiser I"obtention d’un peptide actif particulier.

Dans le cadre de ce travaille, les peptides d’intérét ont été identifiés : tous les peptides
présents dans I"hydrolysat ont d’abord été isolés a I'aide de purifications par HPLC, puis leurs
activités ont été testées vis-a-vis de quatre souches bactériennes. Ainsi, trente peptides
antibactériens ont été obtenus et identifiés. La plupart sont des peptides intermédiaires, issus des
chaines alpha ou béta de I"hémoglobine et classés en plusieurs familles. En particulier, la famille
dérivée du peptide «l-32 donne des peptides antibactériens et non toxiques pouvant étre
employés comme préservatifs pour le stockage et la distribution des produits camnés [1].

La cinétique de I'hydrolyse enzymatique a été étudiée et suivie dans un réacteur fermé
et parfaitement agité pour I'hémoglobine bovine compléte, puis plus spécifiquement pour le
peptide al1-32. Les résultats obtenus ont permis d'identifier les peptides intermédiaires et finaux
et de proposer un schéma réactionnel décrivant les réactions paralléles et consécutives ayant lieu
au cours de I’hydrolyse. Un modéle mathématique, basé sur le mécanisme proposé, a été
développé pour décrire la cinétique de I'hydrolyse des peptides de la famille «l-32. Les
constantes cinétiques des différentes réactions ont pu étre identifices a partir des données
expérimentales. Les résultats obtenus et le modele proposé offrent la possibilité de controler le
procédé d hydrolyse pepsique de I'hémoglobine.

[1] Estelle Yaba Adje, Rafik Baiti, Mostafa Kouach, Pascal Dhulster, Didier Guillochon Naima Nedjar-Arroume. Int.
J. Biol. Macromol, 49 (2011) 143-153.

{2] Daoud R, Dubois V. Bors-Dodita L, Nedfar-Arroume N, Krier F, Chihib N, et al. Peptides. 26 (2005) 713-9.

[3] Piot JM, Zhao QY. Guillochon D, Ricart G, Thomas D. Biochem Biophys Res Commun, 189 (1992) 101-10.

[4] Sazonova OV, Blishchenko EY, Kalinina OA, Egorova NS, Suruvoy AY, Philippova MM, et al. Protein Pept Lett,
10 (2003) 386-395,

" Auteur a qui la correspondance devra étre adressée : hedhilikarima@yahoo.fr
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Valorization of bovine hemoglobin: a study of the kinetics of
enzymatic hydrolysis production of antibacterial peptides
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Abstract

Several bioactive peptides (analgesic, bacterial growth-stimulating, antimicrobial, ...) can be oblained by peptic’
hydrolysis of bovine hemoglobin. During the hydrolysis, several parallel and consecutive reactions take place and the
hydrolysis kinetics is very complex. The obtained hydrolyzate is a complex mixture, containing a large number of
peptides. The general objective of this work is to allow obtaining the peptides of interest with a8 marked biological
activity. The obtained peptides can be classified into many families in the a chains or in the B chains of hemoglobin.
Among these families, the family derived from peptide a1-32 gives five other peptides by the enzymatic splitting. A
mathematical model based on the proposed mechanism, was developed to describe the kinetics of peptides

hydrolysis of the a1-32 family,
Antimicrobial peptides of bovine
hemoglobin

Peptic digestion of bovine hemoglobin yields a fragmem Mechanism reaction

with antibacterial activity. This peptide was purified to
homogeneity. Mass determination and fragmentation
indicated that this peptide coresponded to the1-32
fragment of the a chain of hemoglobin. The minimum
inhibitory concentration and mode of action of the family |

derived from peptide a1-32 towards Salmonella )

enteritidis, Escherichia coll, Listeria innocua and
Micrococcus Luteus were determined.

Masm-—uim Poin ghws avh avean f rebeony
Listovn Moncee
MIC (M)
Peptides Mass Solmoretn  Escherchio Listera Micrococcus
ententiis coli inmocug Liteus
a1-32 3287 38 154 T %0
a1-29 T 7T R 7 | 54 -7 S I | g
al-28 2727 27 54 27 54 -
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ai-23 2236 b3) 54 54 100 r
;u <
MIC valuos (UM) 0f the artbaciens paptides dertved from 01-32 :
peptide which comas $om boving hamogiobe
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Modeling of hydrolysis of bovine

hemoglobin
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Mathematical model
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‘A mathematical model, based on the proposed mechanism, was developed' to describe the kinetics of a 1-32 family'
peplides hydrolysis. This mathematical model could allow defining the optimal conditions for the production of various

intermediate peptides with antibacterial activity from peptic hydrolysis of bovine hemoglobin,

9th European Congrus of Chemical Englmﬁng / 2nd European Ccmgrm of Applied Biotechnolog

oril 21-25, 2013 e
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Voie de valorisation de I'hémoglobine bovine : modélisation de la cinétique
enzymatique des peptides antimicrobiens

[ 7%= Hednili K<, Vauchel P, Dimitrov K.», Kriaa K., Chihib N-E.%, Chataigne G.* , Nikov 1%, Hani K= Dhuister P2, ¢ 11
Bofiniiu N A o
o) oprrees * Universitd Lile1, PolytachLilla, Av, Paut Langevin, 59655, Vilsneive d'Ascq, France @ L
U Ecole Natonale d'ingénieurs de Sfax, BP'W'3038, Stax, Tunisie
* Faculté da Médecine de Sousse, Rus Mohamed Karoul, 4002, Souese, Tunise

Le sang Issu des abatloirs représente une source importante de "
pollution et pose un réal probléme sur le plan écologique et
environnemental,

Le but de notre fravail est de traiter et valoriser ces déchets par vaiorisation de Fhémog
une étude sur le composant principal du sang : 'hémoglobine,

Plusieurs peptides bioactifs peuvent étre obtenus par hydrolyse ﬁ
pepsique de 'hémoglobine bovine, d'ol l'intérét de maitriser la # “

cinetique enzymatique de cefte hydrolysa.
Lafanﬂbdéméedupepﬁdem-&donmdupaphdu = 3

antibactériens et non toxigues pouvant &tre employés comme »’; _.@@,a“ﬁmﬁcm_bag =

L M W" l.m" la m d“ M‘ Maitriser I3 cinétique enzymatique de !'hydrolyse de I'hémoglobine

; Produlre ces peptides a I'échelle industrielie 2
Activité ant bactérienne des peptides
d’hydrolyse de hémoglobine bovine

Modeélisation de la cinétique d'hydrolyse
L'hydrolyse pepsique de I'hémoglobine bovine produit

pepsique du pepti

Schéma réactionnel de Mydrolyse pepsique du pepride a (1-32)
une famille de peptides ayant une activité
antibactérienne. La détermination de la masse el de la

Clasiiie a

fragmentation a indigué que ce peptide correspond au [' =y

fragment 1-32 de la chaine a de I'hémoglobine. La r._I q r;_ aBl luﬁ u'
concentration minimale inhibitrice et le mode d'action de iz i

la famille dérivé de peptide a1-32 vis-a-vis Salmonelia &) I] I] )

e
l SRS ah g A e S I

enteritidis, Escherichia coli, Listeria innocua and CI I e
Micrococcus Luteus ont été déterminées. jltq— e | | l )EH
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Conclusion
Le modéle numérigue de la cinétique d'hydrolyse pepsique du peptide antimicroblen a1-32 permet de définir les conditions
oplimales pour favoriser la production des peptides intermédiaires ayant des activités biologiques intéressantes et d'estimer la.
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Mechanism and modeling of the enzymatic hydrolysis of
alpha 1-32 peptide derived from bovine hemoglobin

Hedhlll K*<, Vauchel P.?, Dimitrov K.?, Kriaa K.?, Chihib N-E.?, Chataigne G.* Nikov 1.2,
P — Dhulster P.', Nedjar-Arroumo N.2 W
M'Unwersné Lille1, Polytech'Lille, Av, Paul Langevin, 59655, Villeneuve d'Ascq, France Illt
o e b Ecole Nationale d'Ingénieurs de Sfax, BP'W'3038, Sfax, Tunisie ) Universie
: © Faculté de Médecine de Sousse, Rue Mohamed Karoui, 4002, Sousse, Tunisie ‘ Liliey

Several bioactive peptides (analgesic, bacterial growth-stimulating, antimicrobial, ...) can be obtained by peptic
hydrolysis of bovine hemoglobin. During the hydrolysis, several parallel and consecutive reactions take place and the
hydrolysis kinetics is very complex. The obtained hydrolyzate is a complex mixture, containing a large number of
peptides. The general objective of this work is to allow cbtaining the peptides of interest with a marked biological
activity. The obtained peptides can be classified into many families in the a chains or in the B chains of hemoglobin.
Among these families, the family derived from peptide a1-32 gives five other peptides by the enzymatic splitting. A
mathematical model based on the proposed mechanism, was developed to describe the kinetics of peptides
hydrolysis of the a1-32 family.

' Antimicrobial peptides of bovine ]l Modeling of hydrolysis of bovine l

Peptic digestion of bovine hemoglobin yields a fragment Mechanism reaction :
with antibacterial activity. This peptide was purified to {

homogeneity. Mass determination and fragmentation
indicated that this peptide corresponded to the1-32
fragment of the a chain of hemoglobin, The minimum
inhibitory concentration and mode of action of the family &
derived from peptide 01-32 towards Salmonella
enteritidis, Escherichia coli, Listeria innocua and
Micrococcus Luteus were determined.,

———
Mathematical model :
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This mathamatlcal model could allow deﬁnlng the opumal condluons for the productlon of various inlermedlate
peptides with antibacterial activity from pentic hvdrolvsis of bovine hemoalobin.
THIRD INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON ANTIMICROBIAL PEPTIDES - "Today knowledge and future

applications"
June, 13-15, 2012, Lille (Villeneuve d'Ascq), France
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Le sang bovin issu des abattoirs représente une source importante de pollution au niveau
environnemental. L’hydrolyse enzymatique intervient dans ce contexte comme une
réponse intéressante et exploitable au niveau industriel.

L’hydrolyse pepsique de I’hémoglobine bovine devient alors une véritable source de
peptides qui ont des propriétés biologiques (analgésique. opioides, antimicrobiens,...)
[1-4]. Au cours de I'hydrolyse, plusieurs réactions paralléles et consécutives ont lieu et
la cinétique de I'hydrolyse est trés complexe. L'hydrolysat obtenu est un mélange
complexe, contenant un trés grand nombre de peptides. L’ objectif général du travail est
de favoriser I'obtention des peptides d’intérét, présentant une activité biologique
prononcée.

Dans un premier temps, les peptides d'intérét ont été identifiés : tous les peptides
présents dans 1’hydrolysat ont d’abord été isolés a I'aide de purifications par HPLC,
puis leurs activités ont été testées vis-a-vis de quatre souches bactériennes. Ainsi, trente
peptides antibactériens ont ¢été obtenus et identifiés. La plupart sont des peptides
intermédiaires, issus des chaines o ou f de I’hémoglobine et classés en plusieurs
familles. En particulier, la famille dérivée du peptide «1-32 donne des peptides
antibactériens et non toxiques pouvant étre employés comme préservatifs pour le
stockage et la distribution des produits a base de viande [1].

La cinétique de I’hydrolyse enzymatique a été étudiée et suivie dans un réacteur fermé
et parfaitement agité¢ pour I’hémoglobine bovine compléte, puis plus spécifiquement
pour le peptide al-32. Les résultats obtenus ont permis d’identifier les peptides
intermédiaires et finaux et de proposer un schéma réactionnel décrivant les réactions
paralléles et consécutives ayant lieu au cours de ["hydrolyse. Un modéle mathématique,
basé sur le mécanisme proposé, a été développé pour décrire la cinétique de I'hydrolyse
des peptides de la famille a.1-32. Les constantes cinétiques des différentes réactions ont
pu étre identifiées a partir des données expérimentales.

[1] Estelle Yaba Adje, Rafik Balti, Mostafa Kouach, Pascal Dhulster, Didier Guillochon,Naima
Nedjar-Arroume. Int. J. Biol. Macromol, 49 (2011) 143—-153.

[2] Daoud R, Dubois V, Bors-Dodita L, Nedjar-Arroume N, Krier F, Chihib N, et al. Peptides,
26 (2005) 713-9.

[3] Piot JM, Zhao QY, Guillochon D, Ricart G, Thomas D. Biochem Biophys Res Commun,
189 (1992) 101-10.

[4] Sazonova OV, Blishchenko EY. Kalinina OA, Egorova NS, Suruvoy AY, Philippova MM,
et al. Protein Pept Lett, 10 (2003) 386-395.
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HYDROLYSE PEPSIQUE DE L’HEMOGLOBINE BOVINE :
MODELISATION DE CINETIQUE ENZYMATIQUE DES PEPTIDES
ANTIMICRIBIENS

Hedhili K**, Kriaa K.%, Vauchel P.*, Dimitrov K, Nikov L., Dhulster P.*, Nedjar-Arroume N.*

a. Laboratoire ProBioGEM, USTL, Polvtech Lille, avenue Paul Langevin, 59635 Villeneuve d'Ascq
b.Unité de Recherche Mycotoxicologie-maladies métaboligues héréditaire, Faculté de Médecine de Sousse,
Tunisie,
c¢. Unité de Recherche en Mécanique des Fluides Appliquée et Modélisation, Ecole Nationale d’Ingénieurs
de Sfax, Tunisie.

L’hydrolyse pepsique de I'hémoglobine bovine présente une importante source de
peptides qui ont des propriétés biologiques (analgésique, opioides, antimicrobiens. Les réactions
protéasiques sont des réactions composites avec de nombreuses réactions paralléles et séquentielles
qui se traduisent par des cinétiques et des mélanges peptidiques complexes. Les peptides actifs se
trouvent généralement parmi les populations de peptides transitoires dont la séquence et la
concentration sont sous controle cinétique [1-4]. L objectif général du travail est de favoriser
I'obtention des peptides d’intérét, présentant une activité biologique prononcée. Ces études
cinétiques et leurs modélisations permettront d’optimiser I"obtention d’un peptide actif particulier.

Dans le cadre de ce travaille, les peptides d’intérét ont été identifiés : tous les peptides
présents dans I’hydrolysat ont d’abord été isolés a I’aide de purifications par HPLC, puis leurs
activités ont été testées vis-a-vis de quatre souches bactériennes. Ainsi, trente peptides
antibactériens ont été obtenus et identifiés. La plupart sont des peptides intermédiaires, issus des
chaines alpha ou béta de I'hémoglobine et classés en plusieurs familles. En particulier, la famille
dérivée du peptide 0.1-32 donne des peptides antibactériens et non toxiques pouvant étre employés
comme préservatifs pour le stockage et la distribution des produits carnés [1].

La cinétique de I’hydrolyse enzymatique a été étudiée et suivie dans un réacteur fermé et
parfaitement agité pour I"hémoglobine bovine compléte, puis plus spécifiquement pour le peptide
a1-32. Les résultats obtenus ont permis d’identifier les peptides intermédiaires et finaux et de
proposer un schéma réactionnel décrivant les réactions paralleles et consécutives ayant lieu au cours
de I'hydrolyse. Un modéle mathématique, basé sur le mécanisme proposé, a été développé pour
décrire la cinétique de I'hydrolyse des peptides de la famille «l-32. Les constantes cinétiques des
différentes réactions ont pu étre identifiées a partir des données expérimentales. Les résultats
obtenus et le modéle proposé offrent la possibilité de contrdler le procédé d hydrolyse pepsique de
I"hémoglobine.

[1] Estelle Yaba Adje, Rafik Balti, Mostafa Kouach, Pascal Dhulster, Didier Guillochon,Naima
Nedjar-Arroume. Int. J. Biol. Macromol, 49 (2011) 143—153.

[2] Daoud R, Dubois V, Bors-Dodita L, Nedjar-Arroume N, Krier F, Chihib N, et al. Peptides, 26
(2005) 713-9.

[3] Piot JM, Zhao QY. Guillochon D, Ricart G, Thomas D. Biochem Biophys Res Commun, 189
(1992) 101-10.

[4] Sazonova OV, Blishchenko EY, Kalinina OA, Egorova NS, Suruvoy AY, Philippova MM, et al.
Protein Pept Lett, 10 (2003) 386-395.
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