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Les abattoirs sont une source importante de pollution en raison des rejets fortement chargés 

qu'elles génèrent, posant ainsi un réel problème 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.F.C.O : Syndicat des Industries Françaises des 

Coproduits Animaux).  

Parmi ces rejets, certains éléments tels que le sang bovin peuvent faire l’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 à activité biologique qui 

peuvent être utilisées comme des ingrédients fonctionnels et/ou biologiques à diverses fins : 

dans l’agro-alimentaire, dans l’alimentation pour bétail, dans l’industrie pharmaceutique…  

Contrairement à la plupart des co-produits animaux, le sang a connu un grand succès 

commercial à la fois par rapport à sa collecte et sa transformation (Gómez-Juárez et al., 

1999). Du fait de sa richesse en protéines, on considère parfois le sang comme une « viande 

liquide ». En effet, le sang peut être déshydraté par un procédé d’atomisation et utilisé 

directement comme ingrédient, ou peut être concentré par coagulation. Le plasma est en 

général séparé des hématies par centrifugation. Les protéines peuvent être 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, l’hydrolyse de l’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 à activité opioïde (Glämsta et al., 1991; Lantz et al., 1991; Piot et al.,1992; Zhao et 

al., 1994), les peptides à activité inhibitrice de l’ECA (enzymes de conversion de 

l’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 l’activité antibactérienne de ces peptides a été déterminé pour la 

chaîne α (KYR) et la chaîne β (RYH) de l’hémoglobine bovine par Catiau et al. 2011a,b. 

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

avec de nombreuses réactions parallèles et séquentielles qui se traduisent par des cinétiques et 
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des mélanges peptidiques complexes. Les peptides actifs se trouvent généralement parmi les 

populations de peptides transitoires dont la séquence et la concentration sont sous contrôle 

cinétique. Ceci justifie l’importance des études cinétiques et de leurs modélisations pour 

optimiser et favoriser l’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 sécurité 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 l’hydrolysat de l’hémoglobine 

bovine en emballage actif. 

L’objectif principal de cette thèse est de maîtriser l’hydrolyse pepsique de deux familles de 

peptides antibactériens issus de l’hémoglobine et du cruor bovins en étudiant leurs cinétiques 

et de déterminer un modèle mathématique capable de prédire la concentration de chaque 

peptide d’intérêt 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’intérêt étant 

antibactériens, cette thèse 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.  

Après un rappel bibliographique sur l’hémoglobine, les peptides antibactériens, la 

modélisation de la cinétique enzymatique et sur l’emballage actif ; les résultats de cette étude 

seront présentés en trois chapitres. 

Dans le premier chapitre, nous proposons d’étudier l’activité antibactérienne et la cinétique 

enzymatique de la famille de peptides antibactériens issus de l’hydrolyse enzymatique d’un 

peptide synthétisé, correspondant au fragment α 1-32 de l’hémoglobine bovine, et de 

déterminer un premier modèle 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 modèle ainsi déterminé sur l’hydrolyse de l’hémoglobine bovine sera 

abordée dans le deuxième chapitre, en l’appliquant sur deux familles de peptides 
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antibactériens α 1-32 et α 107-141 issus directement de l’hydrolyse pepsique de 

l’hémoglobine ou du cruor bovins. 

Dans le troisième chapitre, nous tenterons de comprendre la relation structure-fonction des 

peptides antibactériens, dont la cinétique était maitrisée et modélisée, en mettant en évidence 

l’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. 
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Les peptides antibactériens isolés dans notre travail ont été obtenus par hydrolyse pepsique 

d’une protéine modèle : L’hémoglobine bovine. 

I- Structure de l’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 monomère comporte une partie 

protéique : la globine et un groupement prosthétique non protéique : l’hème.  

C’est le constituant spécifique de l’hématie dont la fonction est de transporter l'oxygène des 

poumons vers les tissus du corps et le gaz carbonique des tissus vers les poumons. La figure 1 

représente la structure quaternaire de l’hémoglobine et la disposition spatiale de ses 

différentes sous unités. 

 

Figure 1: Structure quaternaire de l’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 à deux (2 protomères α et 2 protomères β). Chaque protomère a une structure globulaire 

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

 Structure primaire de la globine  

La chaîne de la globine, formée selon le modèle protéique, est constituée de la succession 

d’acides aminés dans un ordre déterminé génétiquement. Les 4 chaînes de globine sont 
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différentes par la nature et la séquence d’acides aminés. La chaîne 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 chaîne de bêta-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 aminés, liées entre celles par des liaisons covalentes, des deux 

chaînes polypeptidiques α (a) et β (b) sont représentées par la figure 2.  

(a) 

(b) 

Figure 2: Structure primaire de la chaîne α (a) et la chaîne β (b) de l’hémoglobine 

 Structure secondaire de la globine 

La structure secondaire de la globine est due à la spiralisation de la chaîne et la formation de 

ponts hydrogènes, chaque chaîne comprend des segments hélicoïdaux séparés de segments 

rectilignes. La structure secondaire de la chaîne α (a) en hélice (b) spatiale est présentée par la 

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

Figure 3: Structure secondaire de la chaîne α (a) en hélice (b) spatiale 

(a) (b) 
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Figure 4: Structure secondaire de la chaîne β (a) en hélice (b) spatiale 

 Structure tertiaire de la globine 

Des liaisons physicochimiques entrainent un pelotonnement de la molécule, l’ensemble 

réalise dans l’espace une structure globulaire ; ménageant une cavité où se loge l’hème ; et 

une autre pour recevoir la tyrosine. Bien que les chaînes alpha et bêta aient des séquences 

différentes, elles présentent des structures tertiaires assez similaires, comme le montre la 

figure 5. 

 

Figure 5: Structure tertiaire de la chaîne α (a) et la chaîne β (b) de l’hémoglobine  

(http://acces.ens-lyon.fr/biotic/gpe/dossiers/drepanocytose/html/hbstr.htm) 

 Structure quaternaire de la globine 

Les 4 monomères identiques 2 à 2 se réunissent pour former la globine. Les 2 dimères 

constitués de chaînes différentes sont unis par des liaisons faibles et non rigides, les chaînes 

d’un même dimère ont des liaisons plus fortes, au centre de la molécule existe une cavité où 

se loge l’acide 2,3-diphosphoglycérique (DPG), un phosphate organique très anionique qui se 

lie à la déoxyhémoglobine, mais non à sa forme oxygénée, en diminuant donc l'affinité pour 

(a) (b) 

(b) 
(a) 
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l'oxygène d'hémoglobine. Il est essentiel pour permettre à l'hémoglobine de décharger son 

oxygène dans les tissus capillaires.  

La globine selon son affinité pour l’O2 existe sous 2 formes : 

- «Tendue» réduite : Les dimères sont alors réunis par 8 ponts salins renforcés par le 2,3 

DPG ayant une faible affinité pour l’O2. 

- «Relaxe» : par rupture des ponts salins et éjection du 2,3 DPG permettant une affinité 

maximale pour l’O2. 

I-2- Structure de l’hème  

L’hème une protoporphyrine avec quatre noyaux pyrroles, reliés les uns aux autres par des 

ponts méthènes (-CH≡) et substitués par des groupements méthyles (4), propionates (2), et 

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

 

Figure 6: Représentation schématique d’un hème composé d’une porphyrine contenant un 

atome de fer ainsi que ces cinq liaisons de coordination 

Il comporte, au milieu, un atome de fer divalent Fe2+ (fer ferreux). Le fer a cinq coordinations 

stables : quatre avec les atomes d’azote des noyaux pyrrole de l’hème et une avec l’atome 

d’azote d’un résidu histidine de la globine. La sixième valence fixe l'oxygène de façon 

réversible : c’est la forme oxygénée (oxyhémoglobine). 
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Après oxygénation, le fer se trouve coordonné au centre d'un octaèdre. L'oxygénation modifie 

l'état électronique du complexe Fe (II)-hème, comme l'indique le changement de couleur du 

sang sur la figure 7. 

 

                 État T (désoxy)          (a)                                                État R (oxy)            (b) 

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

Il existe deux formes d’hémoglobine : l’oxyhémoglobine, qui est saturée avec des molécules 

d'oxygène et la désoxyhémoglobine, qui est désaturée avec les molécules d’oxygène. 

L’oxyhémoglobine a une plus grande affinité pour l'oxygène et la désoxyhémoglobine a une 

plus grande affinité pour le CO2. Par conséquent, l'oxygène se lie à l'oxyhémoglobine dans les 

poumons et est ensuite transporté par le courant sanguin jusqu'à ce qu'il atteigne les tissus. Là, 

l'oxygène est libéré de l’hémoglobine, qui transporte ensuite à la mitochondrie où il est utilisé 

pour la respiration aérobie. En échange, la désoxyhémoglobine, se lie à 2 protons et 2 

molécules de CO2 et les transporte vers les poumons, où le CO2 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’oxygène grâce à son caractère allostérique : la fixation d’une molécule 

d’oxygène 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 

caractère coopératif de la fonction oxyphorique. L’affinité pour l’oxygène varie en fonction 

du pH, de la température, de la teneur en CO2 et d’anions comme le 2,3 diphosphoglycérate 

  



 
- 17 - 

 

dont la fixation au centre de la molécule d’hémoglobine diminue considérablement l’affinité 

de celle-ci pour l’oxygène. 

L'hème est responsable de la coloration en rouge de ces deux molécules, justifiant leur nom de 

chromoprotéines. Le fer contenu dans l'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 à aspartate sécrétée par les cellules gastriques de l’estomac 

des mammifères sous forme d’un précurseur inactif, le pepsinogène. Une fois qu'il est sécrété 

dans les conditions acides de la lumière de l'estomac, le pepsinogène 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 β et de deux courtes hélices α. Le résidu peptidique 1 à 175 forme le lobe N-

terminal, et le résidu 176 à 326 constitue le lobe C-terminal. Les deux lobes sont reliés par un 

feuillet béta à six brins antiparallèles. La pepsine comporte également trois ponts disulfures 

répartis comme ci-suit  (Sepulveda et al., 

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 pepsinogène 

(proenzyme inactive) puis stockée dans les vésicules enzymatiques des cellules principales, 

d’où elle est excrétée au moment de la digestion. L’activation du pepsinogène en pepsine est 

le résultat d’une hydrolyse acide dans le milieu acide de l’estomac. Le pepsinogène subit 

l’hydrolyse provoquant l’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 à pH neutre. La pepsine est irréversiblement 

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

Dubois et al. (2005) ont montré que le changement de pH lors de l’hydrolyse pepsique de 

l’hémoglobine bovine, influence la vitesse de catalyse, et que certaines liaisons devenaient 

plus accessibles à la pepsine. Le pH 5,5, en présence d’urée, permet à la pepsine d’accéder 

plus facilement à 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 l’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 l’enzyme S1 et 

S1’.  
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Figure 9: Nomenclature de Schechter et Berger (1967) 

Le lien peptidique hydrolysé est en position P1-P1’ et les sites d’interactions sur l’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 à 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 l’un des éléments majeurs de la réponse 

immunitaire innée non seulement dans le règne 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 mammifères 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 à 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 l’immunité innée de l’organisme hôte 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 l’heure actuelle, plus de 2200 peptides à 

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’Août 2013) http://aps.unmc.edu/AP/main.php. 

Cela inclut les peptides antimicrobiens produits dans des tissus et cellules très 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 (Bachère et 

al., 2004). Une des caractéristiques générales des peptides antimicrobiens est leur capacité à 

augmenter la perméabilité 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 à 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 l’être vivant dont ils sont issus (Jenssen et 

al., 2006; Diamant et al., 2009). Cette classification n’a pas été retenue à 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 α amphiphile, les peptides en 

feuillet β stabilisé par un ou plusieurs ponts disulfures, les peptides linéaires riches en acides 

aminés particuliers et les petits peptides à 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 α amphiphiles  

Cette famille est très diversifiée et issue d'une grande variété d'organismes tels que l’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 très amphiphiles et chargés. Ces peptides sont généralement cationiques 

et possèdent 40% à 60% de résidus hydrophobes (Tossi et al., 2000). Ils sont de petite taille (< 

40 acides aminés) et ne possèdent pas de résidu cystéine. Ils ne sont généralement pas 
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structurés en milieu aqueux, adoptent une structure secondaire caractérisée par la présence 

d’une ou plusieurs hélices α amphiphiles au contact de la membrane bactérienne (Brogden, 

2005). 

Les peptides antimicrobiens isolés d’amphibiens et d’insectes tels que les magainines, les 

cécropines, 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 

oxydés 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 β avec trois 

ponts disulfures (les défensines de vertébrés), ceux qui possèdent une conformation en épingle 

à cheveux (les brévinines des amphibiens et l’androctonine du scorpion) ou encore des 

structures mixtes contenant à la fois des hélices α et des feuillets β (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 α ou en feuillet β 

(Powers et Hancock, 2003) et dont les séquences primaires sont particulières avec un 

pourcentage élevé en certains acides aminés tels que l'histidine, l'arginine, la proline et la 

glycine. Contrairement aux peptides en hélice α qui procèdent par attaque de la membrane 

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

 Les petits peptides à structure « Random coil » 

Cette famille est différente de celle des peptides antimicrobiens classiques. Ce sont des petits 

peptides (5 à 9 acides aminés) chargés positivement, ne possèdent 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 (α 137-141 : TSKYR), peptide isolé de la chaine alpha de l’hémoglobine 

bovine, est le peptide le plus représentatif de cette famille. Ce peptide est capable d’interagir 

avec la membrane biologique par l’intermédiaire de deux acides aminés, la lysine et l’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 l’activité antibactérienne de la néokyotorphine de la 

chaîne α de l’hémoglobine bovine a été déterminé (KYR) par Catiau et al., 2011a. 

III-2- Caractéristiques des peptides antimicrobiens  

La structure des peptides leur confère 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 à sa charge, sa conformation, mais également 

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

 La charge  

La majorité des peptides antimicrobiens décris dans la littérature sont des peptides cationiques 

qui se caractérisent par une charge nette positive allant de +2 à +9 à pH neutre (Hancock, 

2006). Ce caractère 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 

l’activité antibactérienne et la sélectivité augmentent, jusqu’à une valeur optimale. Une étude 

menée sur 2 analogues des magainines, peptides antimicrobiens isolés à partir de la peau de 

Xenopus laevis, démontre ce phénomène. L’augmentation de la charge cationique de +3 à +5 

conduit à une augmentation de l’activité contre les bactéries à Gram positif et négatif. 

Cependant, il existe une limite au-delà de laquelle l’augmentation de la charge positive (de +5 

à +7) n’induit plus d’augmentation d’activité. Cela induit au contraire, une diminution de 

cette activité antibactérienne et une augmentation de l’activité hémolytique (Dathe et al., 

2001). Cette diminution peut être expliquée par le blocage de la translocation du peptide à 

l’intérieur de la membrane due à une très forte interaction du peptide avec les têtes 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 α sont les plus fréquemment rencontrées. La 

forme en hélice α n’est pas stable dans le milieu et de nombreux travaux ont démontré le 

changement de conformation, de linéaire à hélicoïdale au contact d’une membrane biologique 

(Matsuzaki et al., 1991; Bechinger et al., 1993). Cependant les peptides en feuillets β, 

possédant des ponts disulfures, amènent à des conformations très diverses, beaucoup plus 

stables au contact des phospholipides membranaires, qui ont toujours un caractère 

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 l’interaction avec 

la membrane, leur activité pourrait être liée à une modification de leur structure quaternaire ou 

à 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 à la paroi bactérienne ; mais à concentration équivalente, 

elles présentent la même efficacité de perméabilisation membranaire. Ces conformations 

rigides cycliques n’étant pas affectées par l’interaction avec la membrane, leur activité peut 

être liée à 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 à l’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 intrinsèque du peptide à se mouvoir depuis une phase aqueuse vers 

une phase hydrophobe (Dathe et Wieprecht, 1999). 

La plupart des peptides antimicrobiens possèdent 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 têtes 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 l’agent, la déstabilisant et entraînant la lyse par 

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

Les interactions hydrophobes jouent un rôle majeur dans la partition des peptides au sein des 

bicouches lipidiques membranaires. Il s’agit donc d’un paramètre clef modulant l’activité des 

peptides antimicrobiens (Dathe et Wieprecht, 1999 ; Yeaman et Yount, 2003). Pour être actif 

un peptide antimicrobien doit posséder deux particularités par rapport à 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 excès d’hydrophobicité conduisent respectivement à une 

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

Les études analysant l’impact de l’hydrophobicité sur les activités d’analogues de la 

magainine 2 tout en fixant les autres paramètres structuraux (Dathe et al., 1997; Wieprecht et 

al., 1997), montrent que l’augmentation de l’hydrophobicité est fortement corrélée à une 

augmentation de l’hémolyse et, dans une moindre mesure, à une augmentation de l’activité 

antimicrobienne. De plus, les auteurs ont mis en évidence que l’augmentation de 

l’hydrophobicité réduisait la spécificité de l’activité antimicrobienne. Les effets de 

l’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 l’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 l’abondance et la polarisation 

relative des domaines hydrophobes et hydrophiles. Difficile à mesurer, ce paramètre 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 à un idéal d’hélicité (Eisenberg, 1984). Il 

existe des valeurs optimales de ces différents caractères pour avoir un effet antibactérien 

maximal sans augmenter la toxicité sur la cellule de l’hôte. 

L’augmentation de l’amphiphilie, qui peut se faire par l’augmentation du nombre d’hélices, 

entraine l’augmentation de l’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 possède un mode d’action qui lui est propre et dépendant de ses 

caractéristiques intrinsèques, mais il existe certains points communs permettant de mettre en 

avant certaines généralités. Les modes d’actions des peptides antimicrobiens peuvent être 

ainsi regroupés, en deux catégories :  

- une privilégiant une action directement à la surface de la bactérie : modèles 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 : modèle 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 entraînant ainsi la mort de la cellule par des phénomènes osmotiques 

rapides entrainant la perturbation des membranes cellulaires, leur structure amphiphile joue 

un rôle 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 

synthèse d’ADN, la synthèse 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 à Gram négatif 

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

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

engendre l’osmolyse de la cellule (Yang et al., 2000), 

- Soit par rupture de la membrane par excès 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 à s'autostructurer), 

l'intégration dans la membrane (dépendante de la conformation et de la capacité 

d'autoassemblage des peptides) puis l’aboutissement à la mort cellulaire (par un phénomène 

de perméabilisation membranaire) (Daffre et al., 2008). Pour comprendre et expliquer la 

perméabilisation de la membrane par les peptides antimicrobiens, plusieurs modèles 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, l’action 

des peptides antimicrobiens nécessite une première étape d’interaction avec l’enveloppe 

bactérienne. L’interaction des peptides avec la membrane implique principalement deux 

caractéristiques de liaison : les interactions hydrophobes entre les chaînes acyles lipidiques et 

les chaînes hydrophobes des peptides et les interactions électrostatiques entres les chaînes 

hydrophiles des peptides et les têtes polaires des phospholipides.  

Chez les bactéries à Gram-négatif, l’attraction initiale se fait par l’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 grâce aux 

groupements phosphates situés au niveau du lipopolysaccharide (LPS). En effet, le peptide 

entre en compétition avec les cations divalents (Mg2+) présents à la surface du LPS. Grâce à 
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son affinité pour le LPS, le peptide va déplacer les cations divalents et conduire à sa propre 

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

Chez les bactéries à Gram positif, l’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 l’attachement à la membrane (Bessalle et al., 1992; Vaz Gomes et al., 

1993; Dathe et al., 2001).  

Certains peptides interagissent préférentiellement avec des molécules spécifiques de 

l’enveloppe. Ainsi, la nisine qui se lie spécifiquement au précurseur de la biosynthèse 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 à la surface de la bactérie 

Une fois à proximité de la membrane, les peptides antimicrobiens vont se fixer à la membrane 

externe pour les bactéries à Gram négatif ou au peptidoglycane pour les bactéries à Gram 

positif. Cette fixation se fait grâce aux groupements phosphates qui sont situés au niveau du 

LPS pour les bactéries à Gram négatif et des acides lipoteichoïques présents à la surface des 

bactéries à Gram positif. Il 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 l’effet hydrophobe, les peptides s’adsorbent à la 

membrane en s’enfouissant entre les têtes polaires des lipides. Il s’agit d’état inactif «état S» 

configuration dans laquelle les peptides sont orientés parallèlement à 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 lié à la concentration en peptide et à la valeur de la constante 

élastique de la membrane (Huang, 1986 ; Huang, 1995). Lorsque ce ratio augmente, les 

peptides vont s’orienter perpendiculairement à 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 

Après fixation, les peptides vont entraîner la déstabilisation de la membrane externe ou 

plasmique ; cela aboutit à une modification de la perméabilité membranaire. La déstabilisation 

de la membrane peut se faire selon trois modèles distincts, présentés par la figure 10 «barrel 

stave» (a), «Pores toroïdaux» (b) et «Capet»(c) (Yeaman et Yount, 2003). 

 

(a)                                        (b)                                          (c) 

Figure 10: Modèles d’interaction peptide/membrane «Barrel stave» (a), «Pores toroïdaux» (b) 

et «Capet»(c) (Brogden, 2005) 

 Le modèle en douves de tonneaux «barrel stave» 

Le modèle «Barrel-stave» est le modèle 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 hélicoïdaux (He et al., 1996). Ce modèle est appelé également modèle du tonneau ou 

modèle de l’amas hélicoïdal (Baumann et Mueller, 1974 ; Bechinger et al., 1999). Dans ce 

modèle, les peptides se fixent ensemble et s’insèrent 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 α 

amphipathiques sont réunis à la surface de la membrane, leurs domaines hydrophobes sont en 
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interaction avec la partie non polaire des chaînes acyles de la membrane, alors que les 

surfaces hydrophiles se tournent et pénètrent vers l’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: Modèle en "douves de tonneaux" (Etienne, 2004) 

Les canaux transmembranaires ainsi formés vont conduire à la fuite du contenu 

cytoplasmique et à la lyse de la bactérie par un déséquilibre osmotique. Plusieurs études 

révèlent que la paradaxine de certains poissons (Rapaport et Shai, 1991) et l’alaméthicine 

d’origine fongique (Sansom, 1993 ; Chen et al., 2003) détruisent les bactéries selon ce modèle 

«barrel stave». 

 Le modèle en pores toroïdaux «toroïdal-pore» 

Le modèle «Pore toroïdal», également connu sous le nom de modèle wormhole, les peptides 

antimicrobiens, sous forme d’hélices α, forment des structures amphiphiles au contact de la 

membrane puis y enfouissent leur partie hydrophobe. Cette insertion déplace les têtes 

hydrophiles des phospholipides induisant ainsi une courbure de la membrane (Hirsh et al., 

1996). À partir d’un certain seuil, les peptides s’orientent perpendiculairement à la membrane, 

jusqu'à 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: Modèle des "pores toroïdaux"(Etienne, 2004) 

Ce modèle diffère du modèle précédent par le fait que les lipides font partie intégrante du pore 

(Brogden, 2005). Ainsi, l’intercalation dynamique entre peptide et lipide entraîne la jonction 

des deux feuillets lipidiques, formant un trou toroïdal. Ce type de pores transmembranaires a 

été étudié et décrit notamment pour certains peptides hélicoïdaux 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 modèle en tapis « carpet »  

Le modèle de «carpet» suggère que les peptides s’orientent de façon strictement parallèle vis-

à-vis de la membrane (Pouny et al., 1992). Par ailleurs, la présence de lipides chargés 

négativement aide à la formation d’un tapis qui s’insinue plus ou moins entre les têtes 

hydrophiles des phospholipides, provoquant des déplacements et des perturbations dans la 

fluidité de la membrane aboutissant à sa rupture (Oren et Shai, 1998). Contrairement au 

modèle de barrel-stave, les peptides sont en contact avec les têtes polaires des lipides durant 

tout le processus de perméabilisation, mais ils ne sont pas insérés dans le cœur hydrophobe de 

la membrane comme le montre la figure 13.  
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Figure 13: Modèle en tapis (Etienne, 2004) 

En effet, les peptides vont se fixer à haute concentration à la surface de la membrane par des 

interactions électrostatiques de façon similaire à celle d’un détergent, entraînant 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 modèle diffère des deux précédents de faite que les 

peptides ne s’insèrent pas dans la membrane lipidique et qu’il n’est pas nécessaire qu’ils 

adoptent une structure en hélice α dans ce mode d’action. Ce modèle fut envisagé pour dans le 

cas de la cécropine P1 de l’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 hypothèses émises jusqu’à 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 modèles distincts, mais 

qu’ils évoluent les uns après les autres comme le montre la figure 14 (Matsuzaki, 1999 ; Shai, 

1999 ; Yang et al., 2000). 

Après 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 α et 

la formation de pores conduisant soit à des désordres osmotiques mortels pour la cellule, soit 

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

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

décrites par la figure14 : 

Étape 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,  

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

membrane. 

Étape c. Formation de pores, ayant pour conséquence la fuite des composants intracellulaires. 

Si cette déstabilisation ne suffit pas à entraîner la rupture de la membrane, le mécanisme peut 

alors se poursuivre par : 

Étape d. Déplacement des peptides et des lipides au niveau de la bicouche lipidique, 

provoquant l’une ou l’autre des réactions suivantes : 

Étape e. Diffusion du peptide jusqu’à des cibles intracellulaires ; 

Étape f. Désorganisation générale de la membrane, conduisant à sa désintégration par l’action 

du peptide antimicrobien (Zasloff, 2002). 
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 Un nouveau modèle (Coarse grain molecular dynamics) 

Un modèle a été proposé plus récemment à partir de courts polymères 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 l’épaisseur de la membrane en restant liés aux 

têtes 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 à un autre (figure 15 b). Ce 

qui entraîne, finalement, une dilution des éléments cytoplasmiques et l’augmentation de la 

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

 

Figure 15: Mécanisme hypothétique d'apprêtement et de pénétration d'un peptide 

antimicrobien : Coarse grain molecular dynamics (Lopez et al., 2006) 

Ce mécanisme est modélisé pour de petites molécules amphipatiques synthétiques et pourrait 

s’appliquer à 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 dégâts provoqués par les peptides au niveau de la 

membrane. Ainsi, les perturbations locales de l’organisation des phospholipides de la 

membrane induisent la fuite des métabolites cytoplasmiques, puis la dépolarisation 
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membranaire, l’arrêt de l’activité synthétique (du peptidoglycane et d’autres polymères), et 

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

On peut donc attribuer la mort de la bactérie à la modification de la perméabilité de la 

membrane, à la perte en ions et en métabolites, et à l’arrêt de fonctions essentielles comme la 

respiration (Blondelle et al., 1999; Hancock et Chapple, 1999).Toutefois, il apparaît que la 

perméabilisation de la membrane ne suffit pas à tuer la cellule et qu’un effet synergique de 

plusieurs peptides antimicrobiens soit nécessaire. Ces mécanismes ne sont pas encore bien 

élucidés, et un même peptide semble pouvoir agir à plusieurs niveaux, ou faciliter l’action 

d’autres protéines impliquées dans les phénomènes 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 à la fois être transportés à travers la membrane externe 

des bactéries à Gram négatif, mais également à travers la membrane plasmique, que ce soit 

pour les bactéries à Gram négatif ou à Gram positif. Ces peptides passent la membrane 

plasmique, puis interagissent avec l’ADN, l’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 l’activité enzymatique indispensable à la survie de la cellule 

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

IV- Obtention de peptides antibactériens par hydrolyse pepsique 

de l’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 chaînes α et β de l’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 l'hydrolyse en milieu aqueux de 

l'hémoglobine bovine native ou dénaturée ont été identifiés, dont 24 peptides dérivés de la 

chaîne α et 6 peptides dérivés de la chaîne β. Ces peptides actifs sont classés en trois familles 

pour la chaîne α et en deux familles pour la chaînes β : la famille α1 dérivée du peptide α1-32, 

la famille α2 dérivée du peptide α33-98, la famille α3 dérivée du peptide α107-141, et les 

familles β1 et β2 dérivées respectivement des peptides β1-30 et β114-145 (Nedjar-Arroume et 

al., 2008). L'hydrolyse en milieu hydroalcolique de l'hémoglobine bovine native ou dénaturée 

a permis l’identification de nouvelles séries peptidiques dont la famille α 67-106 constituée 

des peptides α 67-106, α 73-105, α 86-109, α 96-106, α 99-105 et α 99-106 est spécifique à 

ces hydrolysats hydroalcoliques. La figure 17 présente les peptides antibactériens obtenus par 

hydrolyse pepsique en milieu aqueux de l’hémoglobine bovine native ou dénaturée 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 l’hémoglobine bovine, les peptides spécifiques aux 

hydrolysats hydroalcoliques en rouge et les peptides communs avec les hydrolysats pepsiques 

de l’hémoglobine bovine en absence d’alcool en violet (Yaba Adje et al., 2011b). Le tableau 1 

présente un résumé de l’ensemble de ces peptides antibactériens.  
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Chaîne α 

V1LSAADKGNV10KAAWGKVGGH20AAEYGAEALE30RMFLSFPTTK40TYFPHFDLSH50GSAQVKGHGA60KVAAALTKAV70EHLDDLPG 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AL80SELSDLHAHK90LRVDPVNFKL100LSHSLLVTLA110SHLPSDFTPA120VHASLDKFLA130NVSTVLTSKY140R 

 

 

 

 

α 1-32 
α 1-29 

α 1-28 

α 1-27 

α 1-23 

α 33-98 
α 33-97 

α 34-98 

α 36-97 
α 37-98 

α 33-83 

α 34-83 
α 33-66 

α 34-66 

α 33-46 

α 34-46 

α 34-45 

α 34-46 

α 36-45 

α 37-46 

α 107-141 

α 107-136 

α 107-133 

α 137-141 

α 134-141 
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Chaîne β 

MLTAEEKAAV10TAFWGKVKVD20EVGGEALGRL30LVVYPWTQRF40FESFGDLSTA50DAVMNNPKVK60AHGKKVLDSF70SNGMKHLD 

 

 

DL80KGTFAALSEL90HCDKLHVDPE100NFKLLGNVLV110VVLARNFGKE120FTPVLQADFQ130KVVAGVANAL140AHRYH 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17: Cartographie peptidique des peptides antibactériens de l'hydrolysat pepsique de l'hémoglobine bovine en milieu aqueux (Nedjar-

Arroume et al., 2006; Nedjar-Arroume et al., 2008) 

 

 

 

β 1-30 

 
β 1-13 

 

β114-145 

β 121-145  

 
β 126-145  

 
β 140-145  
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Chaîne α 

V1LSAADKGNV10KAAWGKVGGH20AAEYGAEALE30RMFLSFPTTK40TYFPHFDLSH50GSAQVKGHGA60KVAAALTKAV70EHLDDLPG 

 

 

 

 

AL80SELSDLHAHK90LRVDPVNFKL100LSHSLLVTLA110SHLPSDFTPA120VHASLDKFLA130NVSTVLTSKY140R 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

α 1-33 

α 1-46 

α 3-36 

α 34-65 

α 62-91 

α 67-106 

α 73-105 

α 99-106 

α 100-105 
α 106-141 

α 86-109 
α 96-106 

α 107-128 

α 107-133 

α 107-136 

α 110-141 

α 137-141 

α 1-32 



 
- 40 - 

 

Chaîne β 

MLTAEEKAAV10TAFWGKVKVD20EVGGEALGRL30LVVYPWTQRF40FESFGDLSTA50DAVMNNPKVK60AHGKKVLDSF70SNGMKHLD 

 

DL80KGTFAALSEL90HCDKLHVDPE100NFKLLGNVLV110VVLARNFGKE120FTPVLQADFQ130KVVAGVANAL140AHRYH 

 

 

 

 

 

                 : Les peptides communs avec l’hydrolysat pepsique de l’hémoglobine bovine en absence d’alcool  

 

   

Figure 18: Cartographie peptidique des peptides antibactériens de l'hydrolysat pepsique de l'hémoglobine bovine en milieu hydroalcoolique 

(Yaba Adje et al., 2011b) 

 

β 79-104  

 
β 85-105 

 

β 114-124 

 
β 114-145  

 
β 126-145  

 

β 1-30 

 

β 79-125 
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Tableau 1 : Peptides antibactériens issus de l'hydrolyse pepsique de l'hémoglobine bovine 

Fragments Milieu d’hydrolyse Souches Références 

Chaîne α Chaîne β  

 

Milieu aqueux 

 

 

Salmonella 

enteritidis 

Escherichia coli 

Listeria innocua 

Micrococcus luteus 

 

 

Nedjar-Arroume et 

al., 2008 

α 1-32 

α 1-29 

α 1-28 

α 1-27 

α 1-23 

 

α 33-98 

α 33-97 

α 34-98 

α 36-97 

α 37-98 

α 33-83 

α 34-83 

α 33-66 

α 34-66 

α33-46           

α 33-45 

α 34-46 

α 36-45 

α 37-46 

 

α 107-141 

α 107-136 

α 107-133 

α 133-141 

α 137-141 

β 1-30 

β 1-13 

 

β 114-145 

β 121-145 

β 126-145 

β 140-145 

α 1–32 

α 1–33  

α 1–46  

α 100–105  

α 106–141  

α 107–128  

α 107–133  

α 107–136  

α 107–141  

α 110–141  

α 137–141  

α 3–36  

α 34–65  

α 62–91  

α 67–106  

α 73–105  

α 86–109  

α 96–106  

α 99–105  

α 99–106 

β 1–30  

β 77–125  

β 79–104  

β 85–105  

β 114–124  

β 114–145  

β 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 l’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 l’aliment et dans certains cas répond à des changements du milieu environnant 

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

Le rôle de l’emballage a longtemps été limité à une simple protection physique en limitant 

l’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 à changer les conditions du produit emballé 

pour améliorer la durée de vie et la sûreté tout en maintenant la qualité (exemples : absorbeur 

O2, humidité, système antimicrobien). Ils génèrent 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 rôle que celui de barrière 

inerte puisqu’ils permettent l’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 l’utilisation d’additifs et allonger ainsi leur durée de conservation à 

qualité constante. Beaucoup de ces systèmes sont incorporés directement au contact 

alimentaire sous forme de sachets (Rooney, 1995). 

La première utilisation du terme emballage actif a été proposée par Labuza et Breene (1989). 

Depuis, les travaux portant sur la conservation des denrées par l’intermédiaire d’un système 

d'emballage conduisant à 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 l’activité antimicrobienne, les absorbeurs d’oxygène ou d’humidité, ou 

la biodégradabilité de tels emballages. 

Un emballage peut être actif dès le moment où il a la faculté de modifier l'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 systèmes actifs sont ajoutés aux emballages sous forme de sachets ou capsules disposés 

directement dans le milieu clos de l’emballage, ou incorporés dans un opercule, ou bien 

encore directement répartis dans l’intégralité du matériau d’emballage. Ils empêchent la 

formation des gaz qui endommagent le produit, ou bien libèrent 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’oxygène ou d’odeurs, ou les régulateurs d’humidité). 

- les relargueurs ou émetteurs d’additifs qui introduisent des éléments bénéfiques à l’ensemble 

produit-emballage comme, par exemple, les agents antimicrobiens, dont le rôle est de ralentir 

le développement des micro-organismes, les émetteurs d’éthanol, de gaz carbonique, d’agents 

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

V-2- Cas d’utilisation des emballages antimicrobiens  

Les emballages actifs antimicrobiens peuvent être 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, l'irradiation, les 

conservateurs chimiques ou la protection des aliments sous atmosphère modifiée) ne sont pas 

applicables. Ces emballages peuvent être classés en deux types. Certains sont efficaces contre 

la croissance des micro-organismes de surface sans migration, comme les absorbeurs 

d'oxygène 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 à activité antimicrobienne propre comme le chitosane, un polymère 

naturel dérivé de la chitine. 

- Adsorption à 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 à la surface des produits pour une période suffisamment 

longue permet l’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 à la base du développement du concept d'emballage 

antimicrobien qui consiste à 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 première stratégie consiste à une incorporation des agents antimicrobiens directement 

dans l'aliment. L'ajout direct a donné des résultats très satisfaisants dans plusieurs types de 

matrices alimentaires. Parmi les agents antimicrobiens utilisés, la nisine, un bactériocine 

produite par fermentation à l'aide de bactérie Lactococcus lactis sur des substrats naturels 

comme le lait ou du dextrose, et la pédiocine produite par une souche de l'espèce Pediococcus 

acidilactici, sont ceux qui ont suscité le plus d'intérêt dans le secteur bioalimentaire. En effet, 

ils agissent à de faibles concentrations sur des bactéries pathogènes ou d'altération. 

L'incorporation directe des agents antimicrobiens dans la matrice alimentaire peut être limitée 

par certains facteurs tels que leur interaction avec certains constituants de l'aliment, le pH et 

l'activité protéolytique intrinsèque du produit (Katla et al., 2001; Roller et al., 2002; Aasen et 

al., 2003). Ainsi, l'application de la nisine est limitée par sa faible solubilité à 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 deuxième approche consiste en l’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 l'activité antimicrobienne de ces derniers peut être perdue 

rapidement par les composants de l'aliment ou par la dilution des agents antimicrobiens à une 

concentration au-dessous de la concentration minimale inhibitrice à 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 l’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 troisième approche consiste à incorporer des bactériocines dans une matrice de polymère 

pour former des films antimicrobiens qui peuvent être appliqués sur la surface de l'aliment. 

Cette méthode permettrait une libération progressive de la bactériocine à travers le film vers 

la surface de l'aliment et d'exploiter l'effet combiné des bactériocines et de certains polymères 

présentant une activité antimicrobienne naturelle. On parle alors d'emballages antimicrobiens. 

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

La diffusion des agents antimicrobiens à travers les emballages a fait l'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 où 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 être 

incorporés aux polymères 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 (flavonoïdes que l’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 l’emballage actif 

L'un des polymères le plus couramment utilisés comme support à l'incorporation de composés 

antimicrobiens est le polyéthylène basse densité. Weng et Hotchkiss (1992, 1993) ont 

incorporé dans ce type de matériau des agents anti-fongiques dans le but de contrôler la 

croissance de levures et de moisissures sur la surface des fromages. De même, 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 polymères possèdent une activité 

antimicrobienne intrinsèque et peuvent donc être utilisés dans des films et des enrobages 

alimentaires. Les polymères cationiques tels que le chitosane et le poly-L-lysine adhèrent 

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 

polymères 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 dû à l'augmentation 

de la concentration en amines à la surface du film (Hagelstein et al., 1995). Parmi les 

molécules antimicrobiennes pouvant potentiellement être utilisées pour obtenir des films 

bioactifs, on peut citer : la nisine, la pédiocine, les acides organiques dont l’acide citrique, 

phosphorique ou propionique et les agents chélatants, séquestrants et surfactants dont l’acide 

éthylène 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. Parallèlement, une activité 

antimicrobienne contre les souches pathogènes permet de diminuer le risque d’apparition d’un 

problème de santé publique. Enfin, l’introduction de particules antimicrobiennes peut 

modifier la résistance mécanique, les propriétés barrières ou encore le comportement optique, 

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

VI- Modélisation cinétique de l'hydrolyse enzymatique des 

protéines agroalimentaires  

VI-1- Généralités sur les modèles cinétiques  

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

comportement et de prédire son évolution. 

La modélisation de protéolyse permet le contrôle des conditions d’hydrolyse protéique afin 

d’obtenir, de manière reproductible, des hydrolysats ou des peptides possédant les propriétés 

d’intérêt. Les modèles simulant les cinétiques d’hydrolyse présentent des outils intéressants 



 
- 47 - 

 

pour ce contrôle (Hardwick et Glatz, 1989) et permettent de prédire l’influence des 

paramètres opératoires sur l’hydrolyse (Adler-Nissen, 1978). Toutefois, ces réactions 

d’hydrolyse sont très complexes par l’interaction de plusieurs phénomènes comme 

l’inhibition de l’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 à 

multiples substrats puisqu’elle implique l’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 parallèle (Adler-Nissen, 1987).  

Il existe différents types de modèles classés selon leur structure ou leurs objectifs. Pour ces 

modèles, il est supposé que, dans un réacteur discontinu agité et thermostaté, le mélange 

réactionnel est homogène, 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 : 

 

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

modèles les plus rencontrés.  

Le modèle comportemental, aussi appelé empirique est basé sur des corrélations. 

Cependant, l'utilisation de ce type de modèle ne permet pas d'expliquer les mécanismes 

impliqués dans l'hydrolyse et se limite aux conditions qui ont permis de le développer. Il 

apporte peu de renseignements sur les principaux phénomènes accompagnant le processus. Le 

modèle empirique utilise, en général, des séries de fonctions simples ou des polynômes du 

second degré. Enfin, sa capacité de prédiction est limitée et restreinte au domaine 

d’identification des paramètres.  

A l’inverse, le modèle phénoménologique, basé sur la connaissance, reproduit un 

comportement après une analyse rigoureuse des phénomènes et facteurs accompagnant le 

     tf 
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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 modèle est basé sur la prise 

en compte des processus limitant après identification de la valeur physique des différents 

coefficients.  

De par la complexité de son mécanisme réactionnel, la protéolyse est plus souvent modélisée 

à partir de modèles empiriques (Margot et al., 1997). Une relation linéaire entre le DHt (DH à 

un temps donné) et le logarithme de la concentration initiale en enzyme a été mise en 

évidence lors de l’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 systèmes protéines d’écrevisses papaïne ou bromélaïne a 

également été établie par Baek et Cadwallader (1995).  

Ces modèles, établis pour différentes protéases sur un même substrat, permettent de comparer 

les enzymes selon leur efficacité catalytique et selon leur coût. En effet, de tels modèles 

permettent de calculer la quantité d’enzyme nécessaire pour atteindre un DHt donné 

(Kristinsson et Rasco, 2000).  

VI-2- Modèles 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 l’hydrolyse (variables indépendantes correspondant aux paramètres 

réactionnels). Cette méthode génère des modèles mathématiques qui permettent d’optimiser 

ces paramètres pour atteindre un DH donné en simulant l’influence des paramètres opératoires 

sur le DH. Cette méthode a été utilisée pour contrôler le processus de l’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 modèles comportent généralement entre deux et quatre paramètres à identifier. Certains 

modèles empiriques expriment la vitesse d’hydrolyse en fonction du temps tandis que d’autres 

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

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

réactionnelles et les phénomènes susceptibles d’être impliqués ; les modèles type inverse 
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simulent convenablement les hydrolyses où l’enzyme est inhibée par les produits d’hydrolyse 

alors que le modèle 4 simule avec précision les hydrolyses où l’enzyme est inactivée par 

dénaturation thermique. Les valeurs modélisées par des modèles comportementaux entraînent 

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

Tableau 2: Quelques modèles empiriques simulant l’hydrolyse enzymatique (Margot et al., 

1997) 

 

Les fonctions les plus courantes sont de type inverse (modèles 1 et 3 du tableau 2) ou de type 

exponentiel (modèles 2 et 4 du tableau 2). Le modèle de type exponentiel, développé par 

González-Tello et al., (1994, 1996), a été utilisé avec succès pour modéliser la cinétique 

d’hydrolyse de divers systèmes enzyme/substrat (Moreno et Cuadrado, 1993; González-Tello 

et al., 1994 ; Linder et al., 1995; Margot et al., 1997; Márquez et Vázquez, 1999).  

VI-3- Modèles phénoménologiques de la protéolyse 

La plupart des modèles traitant la protéolyse sont empiriques, cependant quelques travaux ont 

eu recours à des modèles phénoménologiques. Toutefois, d’importantes hypothèses 

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 être attribuée à différents phénomènes tels que l’inhibition de 

l'enzyme par les peptides formés ou par le substrat, l’inactivation de l’enzyme par autolyse ou 

 

(Modèle 1) 

(Modèle 2) 

(Modèle 3) 

(Modèle 4) 
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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 modèles phénoménologiques sont, pour la plupart, basés sur le schéma réactionnel de 

Michaelis-Menten (Postolache et Oncescu, 1989) : 

 

A l’état stationnaire, dans un réacteur discontinu, il en résulte l’équation suivante : 
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I- Hydrolyse enzymatique de l’hémoglobine bovine 

I-1- Dosage de l’hémoglobine 

Une solution mère de l’hémoglobine bovine a été préparée à partir d’hémoglobine pure 

lyophilisée (Sigma chimical).15g d’hémoglobine en poudre sont dissous dans 100mL d’eau 

distillée. Cette solution est ensuite centrifugée à 4000 tour/min pendant 30min afin d’éliminer 

la partie insoluble. Le surnageant est récupéré et permettra de déterminer la concentration de 

solution mère 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 mère (Y) préparé à partir de l’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 

l‘hémoglobine en solution. Le principe de cette méthode consiste à diluer une solution mère 

d’hémoglobine dans le réactif de Drabkin. Un réactif qui transforme l’hémoglobine en un 

complexe stable : la cyanméthémoglobine. En effet, l’hémoglobine (Fe2+) est oxydée en 

méthémoglobine par le ferricyanure ; la méthémoglobine (Fe3+) réagit avec le cyanure de 

potassium pour former la cyanméthémoglobine.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La densité optique de la solution ainsi obtenue est déterminée au photomètre à la longueur 

d’onde d’absorption maximale de la cyanométhémoglobine (540 nm). Cette densité optique 
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est proportionnelle à la quantité 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  

-50μL de la solution d’hémoglobine sont ajoutés à 12,5mL du réactif de Drabkin (phosphate 

monopotassique 1mM, cyanure de potassium 0,75mM et ferricyanure de potassium 0,6mM en 

solution aqueuse). Après 10mn à température ambiante l’absorbance des échantillons est lue à 

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

Une solution d’hémoglobine standard à 14,7% (p/v) donne une absorbance de 0,4 par la 

méthode de Crosby, la concentration Y en hémoglobine de la solution à doser en % (p/v) peut 

se calculer comme suit : 

Y= 14,7 x              g/100mL        A540nm : Absorbance de la solution à doser à 540 nm 

I-2- Dénaturation de l’hémoglobine par l’urée  

I-2-1- Préparation des solutions d’hémoglobine dénaturée 2% pH2 

Un volume V de la solution mère d’hémoglobine Y correspondant à 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 à 37°C et ensuite 50mL du tampon HCl/KCl 

0,25M pH2 sont ajoutés. Le pH est ajusté à 2 grâce à une solution d’acide chlorhydrique 

concentrée. Le volume total est complété à 250mL avec de l’eau distillée. Cette solution est 

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

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

Un volume V de la solution mère correspondant à 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 à 37°C et ensuite 20mL de tampon acide acétique/acétate de sodium 0,5M pH4, 5 

sont ajoutés. Le pH est ajusté à 4,5 grâce à une solution d’acide chlorhydrique 2M. Le volume 

total est complété à 100mL avec de l’eau distillée. Cette solution est utilisée pour l’hydrolyse 

enzymatique de l’hémoglobine. 

  A540nm 

0,4 
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I-3- Dosage de l’activité enzymatique de pepsine  

L’activité enzymatique de pepsine est dosée par spectrophotométrie à 280nm. Une solution 

mère 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 à pH 4,5 et ensuite diluée à 1/200 dans l’eau distillée. Cette solution de pepsine 

diluée et la solution d’hémoglobine dénaturée 2% sont pré-incubées pendant 5min à 37°C. Le 

dosage de l’activité enzymatique de la pepsine est réalisé en ajoutant 1mL de la solution de 

pepsine diluée à 5mL de la solution d’hémoglobine dénaturée (2% à pH2). Après 10 min 

d’incubation à 37°C, la réaction enzyme-substrat est arrêtée en ajoutant 10mL d’acide 

trichloracétique (TCA) 5%. Un blanc est réalisé en parallèle en mélangeant dans l’ordre, 

10mL de TCA 5%, 1 mL de pepsine diluée puis 5mL d’hémoglobine. L’ensemble est ensuite 

laissé 30 min à température ambiante. Les solutions sont centrifugées à 4000tours/min 

pendant 15 minutes, puis le surnageant est filtré sur un filtre en acétate de cellulose de 0,22 

µm. L’absorbance est lue à 280nm contre le blanc, ainsi l’activité de la pepsine est 

déterminée. 

Sachant qu’une unité d’activité enzymatique (U.A.) correspond à la quantité d’enzyme 

nécessaire pour provoquer une augmentation ∆A d’absorbance à 280nm de 0,001/min avec un 

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

 (∆A280nm /10) × 1000 × 200    U.A. / mL                ∆A : Absorbance de la solution à doser 

 

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

 

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

Une cinétique de l’hydrolyse pepsique du peptide α 1-32 synthétisé a été faite à différentes 

températures (15°C, 23°C et 37°C) et à différents pH (3,5; 4,5 et 5,5) et à différents rapports 

enzyme/substrat (E/S=1/50, 1/100 et 1/200 (mole/mole)) (Hedhili et al., 2013). 

La quantité de pepsine correspond à un rapport enzyme/substrat équivalant à 1/50, 1/100 ou 

1/200 a été calculée à partir de l’activité de la pepsine déterminée précédemment et dissoute à 

l’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 α 1-32 pur de concentration 0,5 mg.mL-1sont 

Volume de la solution       

Masse de pepsine pesée 
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équilibrées à la température choisie avant de commencer l’hydrolyse. Ensuite, la solution de 

pepsine et la solution de peptide sont mélangées et incubées à cette température. Des 

prélèvements chronométrés de 100µL sont effectués et 40µL de tampon borax 0,32M pH 12,3 

sont ajoutés à chaque prélèvement afin d’arrêter la réaction. La pepsine est inactivée par 

l’augmentation du pH du milieu. Les échantillons sont ensuite analysés par CLHP et 

spectrométrie de masse afin de suivre l’évolution des hydrolysats et d’établir le schéma 

réactionnel de l’hydrolyse du peptide α 1-32 synthétisé. 

I-5- Hydrolyse de l’hémoglobine bovine purifiée ou directement à 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), à 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 α 

1-32 synthétisé puisque dans l'hémoglobine, il y a environ dix fois plus de liaisons 

peptidiques à hydrolyser par la pepsine que dans le fragment α 1-32 . La quantité de pepsine 

correspondant à un rapport enzyme-substrat équivalant à 1/5, 1/11 ou 1/20 a été calculée à 

partir de l’activité de la pepsine déterminée précédemment et dissoute à l’aide de tampon 

acide acétique/acétate de sodium 0,1M pH 3,5; 4,5 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 à la température choisie avant de commencer 

l’hydrolyse. Un volume T0 est prélevé avant l’ajout de l’enzyme. Puis, dans un réacteur à 

température contrôlée, la pepsine a été ajoutée à la solution d’hémoglobine. Différents 

hydrolysats ont été prélevés et l’arrêt de la réaction a été effectué par ajout de 400µL de 

tampon borax 0,32M (pH 12,3) à 1mL de l’hydrolysat. Le pH de la solution a alors atteint une 

valeur de 10, permettant l’inactivation de la pepsine. Les échantillons ont ensuite été analysés 

par CLHP et spectrométrie de masse afin d’identifier les peptides d’intérêts 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. 

II- Analyse des hydrolysats pepsiques de l’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 séparation 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 WatersTM600, 

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

 

 

 

 

Photo 1 : Chromatorgaphie Liquide Haute Performance analytique 

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

de 4, 8 ou 18 atomes de carbones (C4, C8 et C18). 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 l’analyse des peptides de plus de 20 

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

notre cas, une colonne C4 de 0,32x 25cm à un débit de 0,6 mL.mn-1 a été utilisée pour 

l’analyse des hydrolysats des peptides étudiés. De par la sensibilité de la CLHP, les 

échantillons des hydrolysats sont filtrés sur des filtres d’acétate de cellulose de 0,2μm avant 

l’injection.  
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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 

H2O milli Q et de l’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 l’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 à 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 

état naturel en ions à l’état gazeux et d’obtenir leur masse moléculaire en analysant leur 

rapport de masse/charge, noté m/z, où 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 l’échantillon. Un spectromètre de masse est constitué de 

cinq parties principales : un système 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 l’échantillon à analyser, 

• L’ionisation des molécules à analyser et leur passage en phase gazeuse, 

• La séparation des ions dans l’analyseur qui sert à mesurer le rapport m/z des ions générés, 

• La détection des ions et le traitement du signal : le courant d’ion doit être converti en 

courant électrique et amplifié afin de permettre l’obtention de données exploitables via un 

traitement informatique. 

Le système d’induction fait pénétrer l’échantillon dans le spectromètre de masse, les 

molécules sont vaporisées et ionisées, l’analyseur trie les ions fragments en fonction du 

rapport masse/charge par l’application d’un champ magnétique et/ou électrique, puis, le 

détecteur collecte les ions fragments et amplifie le signal associé aux ions et finalement 

l’ensemble informatique de traitement de données qui permet de transformer les informations 

reçues 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 système CLHP Accela acquis auprès de Fisher 

Scientific (Thermo Fisher Scientific, Brême, Allemagne) qui se composait d’un injecteur 

automatique équipé d'un four à colonne, et d’une pompe quaternaire avec un dégazeur, le tout 

piloté par le logiciel Xcalibur. Le système CLHP Accela a été couplé avec un système de 

spectrométrie de masse Orbitrap (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Allemagne) équipé par 

une source d'ions ESI. Les analyses ont été effectuées avec la même colonne C4 analytique et 

avec le même 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% à un 

débit de 0,1mL.min-1. Afin de diminuer le débit un split est installé en sortie de colonne afin 

d’obtenir un débit de 0,3mL.min-1en introduction dans le spectromètre de masse. La source 

d’ionisation utilisée est un électrospray. Les conditions d'entrée d'ESI suivantes ont été 

utilisées : l'azote a été utilisé à la fois comme une gaine et auxiliaire à des débits arbitraires , 

respectivement de 20 à 10 µL.min -1 , la température capillaire a été fixée à 275°C , dans le 

mode positif , la tension capillaire a été réglée à 93,4 V , la tension de source à 3,3 kV et le 

courant de la source 0-8 µA ; les spectres ont été enregistrés sur la masse/charge gamme 400-

2000 m/z . 

III- Détermination de l’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). 

III-1- Évaluation qualitative de l’activité antibactérienne 

La détection de l’activité antimicrobienne sur milieu gélosé est basée sur la diffusion de 

l’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 dépôt du peptide se fait après avoir délimité des points sur la boîte de Petri à l’aide d’un 

gabarit, le volume de l’échantillon à tester (peptide antibactérien préparé à 1mg/mL dans de 

l’eau distillée) déposé est de 20 µL. La pré-culture est préparée en inoculant 100 µL d’une 

suspension bactérienne à  106
 

UFC.mL-1 dans 10 mL de milieu Muller Hinton (MH), après 
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24h d’incubation à 37° C on aura 109 UFC.mL-1. Un isolement en parallèle dans le milieu LB 

gélosé a été réalisé pour s’assurer de la pureté de la souche. 

Une dilution 200 fois (106 UFC.mL-1) a été obtenue en inoculant 250 µL de la suspension a 

109 UFC.mL-1 dans 50 mL du milieu MH liquide, 2 mL de cette suspension ont été coulés sur 

milieu MH gélosé, on laisse reposer 5 minutes. L’excès est ensuite enlevé avec une pipette 

Pasteur stérile en tenant la boîte inclinée, puis on laisse sécher la boîte 20 minutes sous la 

hotte. 20 µL de solution avec le peptide antibactérien à tester préparé à 1mg/ml dans de 

l’eau distillée sont déposés dans chaque spot après l’avoir stérilisé à froid avec un filtre 0,22 

µm pour éviter sa dénaturation à haute température, avant incubation à 37°C pendant 24 

heures les boîtes sont mises à 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 après 24h d'incubation dans 

un milieu de croissance spécifique. 

Cette méthode a été utilisée pour mettre en évidence l’activité antimicrobienne des peptides 

isolés, en milieu liquide contre une souche cible.  

La détermination de la CMI s e  fait sur une microplaque stérile, pour un volume total 

de100 µL deux puits vont contenir respectivement un témoin négatif (de stérilité) 

correspondant à 100 µL du milieu MH, et un témoin positif contenant 50 µL du milieu MH et 

50 µL de la suspension bactérienne qui représente 106 UFC.mL-1. Les autres puits vont servir 

à tester le peptide. 50 µL du milieu MH sont déposés dans les puits à l’exception du premier 

qui doit contenir le milieu MH doublement concentré. Puis, 50µL de peptide antimicrobien 

préparé à 1mg/ml dans de l’eau distillée sont déposés dans le premier puits, bien mélanger 

puis transvaser 50µL de puits n-1 au puits n dans le but de diluer le peptide à un demi à 

chaque fois. En dernier, 50µL 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 à la 

température de croissance de la bactérie (37°C pour les souches étudiées dans notre cas) et 

la lecture est effectuée à une longueur d’onde de 600 nm contre le témoin négatif (100 µL 

du milieu MH) et le témoin positif (50 µL du milieu MH et 50 µL de la suspension 

bactérienne).  

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

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

IV- Modélisation de l’hydrolyse pepsique du peptide α 1-32 

La figure 19 présente la démarche mise en œuvre pour l’élaboration d’un modèle 

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

La première phase a consisté à :  

 la définition du chemin réactionnel de l’hydrolyse pepsique des peptides d’intérêts ;  

 l’obtention de faits expérimentaux quantitatifs (cinétiques d’hydrolyse,…) ;  

 la mise en place des hypothèses expliquant les phénomènes impliqués dans 

l'hydrolyse.  

La seconde phase d’élaboration des modèles a consisté à :  

 l'écriture de relations mathématiques basées sur les hypothèses précédentes ;  

 la confrontation de ces expressions mathématiques à l’expérience ;  

 la confirmation ou l’infirmation de la formalisation effectuée ;  

 la modification de la formalisation. 



 
- 61 - 

 

  

Figure 19 : démarche mise en œuvre pour l’élaboration un modèle mathématique décrivant 

une hydrolyse enzymatique 

IV-1- Hypothèses de modélisation pour la suite de l’étude 

Du fait de la complexité de la réaction de l’hydrolyse protéique, la modélisation peut conduire 

à des modèles très complexes si des hypothèses simplificatrices ne sont pas mises en place. Le 

but de ce travail étant de proposer un modèle qui pourrait décrire avec précision la cinétique 

d'hydrolyse de la famille du peptide α 1-32, et qui ne serait pas trop complexe, afin de faciliter 

la poursuite de son utilisation. Par conséquent, certaines hypothèses 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 l’enzyme est toujours disponible pour effectuer 

l'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 hypothèses, les constantes de vitesse ont 

été considérées comme des constantes apparentes. 

IV-2- Détermination des paramètres de la cinétique  

Sur la base des hypothèses présentées précédemment et les schémas réactionnels établis, 

l'évolution des concentrations de peptides dans le temps a été décrite selon des systèmes 

d'équations différentielles. 

La résolution de ces équations a permis d’établir l’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 paramètres multiples 

avec l'algorithme de Newton, de manière à 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 grâce à des données 

expérimentales, en minimisant l’écart quadratique moyen normalisé entre les données 

expérimentales et la prédiction du modèle. 

Ainsi, les équations du modèle ont été ajustées aux données expérimentales pour déterminer 

les valeurs des constantes apparentes de vitesse, avec l'objectif de minimiser les écarts entre 

les cinétiques expérimentales et le modèle. Pour caractériser l'écart entre les données 

expérimentales et le modèle les critères NRMSD ont été utilisés : 

 

IV-3- Le solveur Microsoft d’Excel  

Le système solveur Microsoft d’Excel a été utilisé pour modéliser la cinétique de l’hydrolyse 

pepsique de fragments peptidiques issue du peptide α 1-32 synthétisé et celles des peptides 

α1-32 et α 107-141 issus de l’hémoglobine et du cruor bovins. 

Le solveur Excel est un outil puissant d’optimisation. Il utilise la méthode d’Euler pour 

minimiser l’écart entre les valeurs expérimentales et les valeurs données par le modèle, 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 l’hydrolyse. On peut définir des 

contraintes à satisfaire sur le problème avant qu'une solution ne soit trouvée, par exemple que 

les constantes de vitesses soient supérieures à 0. 

On a fait appel au solveur pour valider le schéma réactionnel afin de maitriser au mieux 

l’hydrolyse pepsique des peptides étudiés.  

La figure 20 montre la boîte de dialogue du Solveur avec : une cellule cible qui correspond 

dans notre cas aux critères NRMSD, des cellules variables correspondant aux constantes 

apparentes de vitesse et la cellule des contraintes à respecter par le solveur pour minimiser la 

cellule cible et calculer les cellules variables.  

 

Figure 20: Boîte de dialogue du système solveur Microsoft Excel 

Généralement, on considère une série de couples des résultats expérimentaux (temps, y 

expérimental) que l'on cherche à modéliser par une relation du type y modèle = f(t, k1, k2, k3 ...). 

k1, k2, k3….., désignent des paramètres dont on cherche les valeurs. Dans notre cas, ce sont les 

constantes apparentes de vitesses des différentes réactions élémentaires du modèle. 

Un algorithme de modélisation optimise les valeurs des paramètres k1, k2, k3,... de façon à 

minimiser la somme des NRMSD de tous les peptides. 

L’assistante graphique nous permet de tracer dans une même présentation, les points 

expérimentaux et  une courbe qui se rapproche de ces points produits par le solveur pour 

chaque peptide à différents instants de la cinétique enzymatique de l’hydrolyse de peptide α 1-

32 synthétisé et celui issu de l’hydrolyse de l’hémoglobine bovine et du cruor à 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 

cœur bouillon (BHB) 100µL d’une suspension de 106UFC.mL-1 pendant 24h d’incubation à 

37°C afin d’obtenir une suspension de 109UFC.mL-1. Un isolement en parallèle a été effectué 

pour s’assurer de la pureté de la souche. Les cultures ont été préparées en inoculant 500µL de 

la pré-culture dans 500mL BHB stérilisé auparavant en autoclave pendant 20min à 121°C. 

Ensuite, les cultures ont été incubées à 30°C pendant 24h. Après incubation, la culture été 

répartie dans des pots à centrifugation, préalablement stérilisés. Une première centrifugation 

de 15min à 10000g à 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)] à pH 6,5. Après une seconde 

centrifugation identique à la première, le culot été repris dans 50 ml de tampon PIPES 

30mM, à pH 6,5. 1mL d’une solution de KCl de concentration 5 g . L -1 préparé dans un 

tampon PIPES pH 6,5 a été ajouté, à la suspension cellulaire. La suspension cellulaire est 

répartie en 2 volumes identiques dans 2 flacons à bouchons butyles. Un flacon témoin 

sans glucose et un deuxième flacon contenant 1 mL d’une solution de glucose de 

concentration 5g.L-1 (tampon PIPES pH 6,5) après cinq minutes d’incubation à 30°C pour 

augmenter l’ATP disponible.  Puis après 20 minutes  d’incubation à la même température, 

1,5 mL d’une préparation de peptide à tester (1mg/mL dans de l’eau distillée) ont été ajoutés 

(à t = 20 minutes). L’addition de glucose ou du peptide à la suspension cellulaire a été 

réalisée par piqûre centrale à travers les bouchons butyles. 

V-2- Prélèvement des échantillons 

Afin de suivre l’évolution de la concentration extracellulaire des ions K
+ 

dans la 

solution, des prélèvements 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 à 

travers des filtres 0,45 µm a été effectuée. Pour chaque 500 µL échantillon prélevé, 4,5 mL 

du solvant H2SO4 à 1M/ClCs à 1,1 g.L-1 ont été ajoutés. La concentration en ions K+
 

dans 

le surnageant a été mesurée par spectrophotomètre d’absorption atomique à 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 très 

sensible. Elle permet de doser plus de soixante-dix éléments chimiques même à l'état de 

traces (quelques mg.L-1) parmi eux le potassium.  

L’appareil utilisé pour le dosage des ions potassium extracellulaires est u n  spectrophotomètre 

d’absorption atomique,  N o v a  A A 30 0  (Analytical Jena, Allemagne). L’absorbance des 

prélèvements est mesurée à une longueur d’onde λ =766,5 nm. 

L'analyse est basée sur l’absorption de photons par des atomes à l'état fondamental, et on 

utilise à cet effet en général des solutions à l’état liquide. 

Ensuite, la solution est pulvérisée dans une flamme qui résulte de la combustion d’un mélange 

d’air (40 mL.min-1) et acétylène (C2H2) (20 mL.min-1). Sa température est de l’ordre de 

2300°C où elle est transformée en vapeurs atomiques. 

On envoie sur ces vapeurs une radiation caractéristique des atomes à doser (longueur d’onde 

de la raie de résonance le plus souvent) qui est produite par la source qui est généralement une 

lampe à cathode creuse contenant l’élément à doser. La radiation est absorbée par les atomes 

non excités sur le trajet de la lumière (figure 21), pour des concentrations C faibles le 

modèle obéit à la loi de Beer-Lambert : A = k C l, 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 l’équation de la droite obtenue après traçage de la courbe d’étalonnage, on peut 

déterminer la concentration en K+ dans la solution à doser, 

Cette technique est simple, quantitative, très 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 à doser dans les mêmes conditions. 
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Figure 21: Principe de fonctionnement d’un spectrophotomètre d’absorption atomique 

V-4- Préparation de la gamme d’étalonnage du potassium 

Une gamme d’étalonnage a été établie à partir d’une solution de chlorure de potassium (KCl) 

de concentration 10 mg.L-1, comme décrit dans le tableau 3. Les échantil lons  ont été 

dosées par spectrophotomètre d’absorption atomique à λ=766,5 nm. 

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

[K+] mg L-1 0,5 1 1,5 2 3 4 5 

Solution KCl (mL) 0,25 0,5 0,75 1 1,5 2 2,5 

Tampon H2SO4/ClCs (mL) 4,75 4,5 4,25 4 3,5 3 2,5 

Les résultats trouvés grâce à 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 à déterminer les concentrations en K+ des solutions a 

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

VI- Préparation des films polyéthylène basse densité traités par le 

plasma froid et fonctionnalisés par les peptides antibactériens  

Les films d’emballages antimicrobiens à base de polyéthylène à basse densité demeurent un 

concept innovant en emballage alimentaire, le développement des microorganismes nuisibles 

à la surface des aliments est contrôlé par l’application du peptide antimicrobien à la surface du 

film. 

Dans cette étape des films en polyéthylène faible densité (LDPE) (Polimeri Europa, France 

SAS), couramment utilisés dans le secteur de l'emballage alimentaire ont été coupés (2x2 cm) 

avec précision, lavés et dégraissés avec de l’éthanol 95°. Les films sont placés dans l’éthanol 

95° dans un bain ultrason rempli d’eau distillée pendant 10 minutes à 25° C. Une fois lavés 

les films sont mis dans des boîtes de Petri fermées et laissés sécher à 30° C dans l’étuve. Une 

fois séchées les boîtes sont bouclées avec du para film afin d’éviter toute contamination. 

Après séchage les films sont traités avec du plasma radiofréquence à froid avec le gaz argon 

(Ar)/ oxygène O2 (Karam et al., 2013). Les conditions d’emploi des gaz utilisés sont 

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

Gaz  

 

Débit 

(Cm3/min) 

Temps (s) 

 

Puissance 

(Watt) 

Facteur de 

correction 

N2 500 300 300 1 

Ar/O2 1000(950/50) 245 420 Ar =1.43 

O2=0,996=1 

Une fois traités par le plasma froid les films sont fonctionnalisés par les peptides 

antibactériens à étudier. Les films traités sont placés dans un flacon de 19 ml de préparation 

de peptide (préparé à 1mg/ml dans de l’eau milliQ et stérilisé à froid par un filtre 0,22 µm) 

avec des pinces stériles, une fois bien plongés au fond des flacons, les films sont incubés à 

8°C pendant 18h. 

Les films sont ensuite plongés successivement trois fois dans l’eau milliQ pendant 10 

secondes puis mis dans la boîte de Petri correspondante. Les boîtes sont ensuite mises à 

sécher à 20°C pendant 6h. Après séchage les boîtes contenant les films imprégnés de peptides 

actifs sont conservées à 4°C. 

VII- Mise en évidence de l’activité antimicrobienne des films 

fonctionnalisés par les peptides antibactériens 

Le but de cette expérience est d’évaluer l’activité antibactérienne des films polyéthylène 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 modèles 

utilisées comme matériau d’emballage actif. 

VII-1- Test qualitatif de l’activité antimicrobienne des films fonctionnalisés 

par les peptides antibactériens 

L’activité antibactérienne des films polyéthylène basse densité traités par le plasma froid et 

fonctionnalisés par les peptides antibactériens a été mise en évidence par l’absence de 

croissance bactérienne sous le carré occupé par le film fonctionnalisé et ses contours sur 

milieu MH gélosé ensemencé par la souche à tester (Listeria innocua ou Salmonella 

enteridis). Les carrés des films traités sont mis en surface de milieu gélosé préalablement 

ensemencé et séché.  

Une dilution bactérienne 200 fois des souches à tester est obtenue en rajoutant 250 μL d’une 
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suspension bactérienne à 109 UFC.mL-1 dans 50 mL de milieu MH. Ensuite, 2 mL de la 

suspension bactérienne diluée sont prélevés et déposés sur chaque boîte de Petri avec un 

milieu Mueller-Hinton (MH) gélosé. Après 5 min de repos, l’excès est enlevé avec une pipette 

pasteur et les boîtes 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 boîtes sont incubées à 4°C pendant 4 heures pour 

permettre la diffusion de l’agent antibactérien (il faut bien étaler le film pour chasser les 

bulles d’air et avoir une meilleure diffusion). Enfin, les boîtes sont incubées à 37 °C pendant 

24h et l’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 l’activité antimicrobienne des films 

fonctionnalisés par les peptides antibactériens 

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

Une dilution bactérienne 200 fois, a été préparée en rajoutant 250 µL 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'à la dilution 10-4. 

- Préparation des dilutions 10-3 et 10-4 

 

100 µL des dilutions 10-3 et 10-4 ont été étalés stérilement sur les boîtes de milieu LB gélosé 

(3 étalements pour chaque dilution) qui seront incubées à 37C° pendant 24h. Une fois les 

boîtes de retour de l'incubateur, les colonies qui se sont développées sur le milieu sont 

comptées, et cela pour toutes les boîtes.  

 

Suspension 

bactérienne 
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VII-2- 2- Dénombrement de la suspension bactérienne préparée après ajout des films traités aux 

peptides antibactériens  

Afin d’étudier l’évolution de la charge bactérienne au cours du temps en présence du film 

fonctionnalisé par un peptide antibactérien, trois dénombrements sont réalisés : à t=0, puis à 5 

et 30 minutes après avoir mis en contact le film pour chacune des dilutions bactériennes (10-3 

et 10-4).  

Une dilution bactérienne 200 fois, a été préparée en rajoutant 250 µL 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. 

Après 5 minutes, 1 mL de cette dilution est prélevé 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'à la dilution 10-4. 

Après 30 minutes, on prélève à nouveau 1 mL de la dilution bactérienne qu’on met dans 9 mL 

du milieu TS et une série de dilutions est réalisée jusqu'à 10-4. 

100µL des dilutions 10-3 et 10-4 ont été étalés stérilement sur les boîtes de milieu LB gélosé (3 

étalements pour chaque dilution) qui seront incubées à 37C° pendant 24h. Une fois les boîtes 

de retour de l'incubateur, les colonies qui se sont développées sur le milieu sont comptées, et 

cela pour toutes les boîtes. 

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

la multiplication bactérienne. 
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CHAPITRE 1 : MÉCANISME ET MODÉLISATION DE 

LA CINÉTIQUE DE L'HYDROLYSE PEPSIQUE DU 

PEPTIDE ANTIBACTÉRIEN α 1-32 SYNTHÉTISÉ 
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Les peptides possédant une activité biologique, comme l’activité analgésique (Takagi et al., 

1982), opioïde (Nyberg et al., 2001), de stimulation de la croissance de bactéries gram-

négatives (Zhao et al., 1996), ou antimicrobienne (Liepke et al., 2003) peuvent être obtenus 

par l’hydrolyse de nombreuses protéines.  

L'hémoglobine bovine a été décrite comme une source endogène de peptides actifs (Ivanov et 

al., 1997). En effet l’hydrolyse enzymatique de cette protéine engendre plusieurs peptides à 

activités biologiques, tels que les peptides opioïdes ( 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'hème (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 à l’hydrolyse de l'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 l'hydrolyse de 

l'hémoglobine ont été identifiés. Ces peptides actifs sont classés en trois familles pour la 

chaîne α et en deux familles pour la chaîne β: la famille α1 dérivée du peptide α 1-32, la 

famille α2 dérivée du peptide α 33-98, la famille α3 dérivée du peptide α 107-141, et les 

familles β1 et β2 dérivées respectivement de peptides β 1-30 et β 114-145. En particulier, la 

famille dérivée de peptide α 1-32 se compose de peptides antibactériens et non toxiques qui 

pourraient être utilisés pour conserver des produits à base de viande au cours de leur stockage 

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

Par conséquent, l'objectif de ce chapitre était de proposer un premier modèle simple avec le 

peptide synthétisé correspondant au fragment α 1-32 de l’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 modèle peut être 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 l'hydrolyse 

enzymatique du peptide synthétisé α 1-32 et de l'influence de la température, du pH et du 

rapport E/S , d’établir le schéma réactionnel de cette l'hydrolyse, (2) d’étudier l'activité 

antibactérienne de la famille du peptide α 1-32, et (3) de développer un modèle mathématique 
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décrivant la cinétique de l’hydrolyse pepsique du peptide α 1-32 , en tenant compte de 

l'influence de la température , du pH et du rapport E/S.  

I- Identification et caractérisation des peptides issus de 

l’hydrolyse du peptide α 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 l’hydrolyse d’un peptide synthétisé correspondant 

au fragment α 1-32 de l’hémoglobine bovine afin d'identifier les peptides générés et leur 

cinétique d'apparition, et enfin d’établir le schéma réactionnel de l’hydrolyse de cette famille 

de peptides. Vue la complexité de l’hydrolysat de l’hémoglobine bovine et afin d’avoir des 

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

L’hydrolyse par la pepsine du peptide α 1-32 synthétisé a été 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 

l'hydrolysat ont été prélevés à 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 l’hydrolyse du peptide α 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 l'hydrolyse pepsique du peptide α 1-32, grâce à leurs masses 

moléculaires et leurs temps de rétention et de pouvoir suivre l'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 α 1-

32 à pH 4,5 et à 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 α 1-32 à 

pH 4,5; E/S=100 et à 15°C (A=215nm) 

L’analyse des chromatogrammes des hydrolysats à 15°C à différents temps d’hydrolyse a 

permis de suivre la disparition ou l’apparition de chaque peptide au cours de l'hydrolyse. Et 

on peut remarquer que la concentration de peptide α 1-32 dans l'hydrolysat (fraction 1, temps 

de rétention de 29,82min) diminue avant de disparaître après 5 min d'hydrolyse, ce qui 

correspondait à la coupure de ce peptide par la pepsine. La concentration des peptides α 1-29 

(fraction 2, temps de rétention de 27,78min), α 1-28 (fraction 3, temps de rétention de 

25,38min), α 1-27 (fraction 4, temps de rétention de 25,85min) et α 1-23 (fraction 5, temps de 
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rétention de 24,43min) augmente dans l'hydrolysat jusqu'à 2,5 min pour les trois premiers 

peptides et 15 min pour le dernier d'entre eux, avant de diminuer. Cela suggère que α 1-29, α 

1-28, α 1-27 et α 1-23 sont des peptides intermédiaires. Les concentrations des peptides α 3-

23, α 5-23, α 1-14, α 3-14 et α 5-14 ont augmenté dans l'hydrolysat durant les 32 h 

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

Les profils chromatographiques des temps d’hydrolyse du peptide α 1-32 dans ces conditions 

(figures 23), montrent qu’au cours de l’hydrolyse pepsique le peptide a été rapidement 

converti en peptides intermédiaires de grande taille qui sont ensuite dégradés plus lentement 

en peptides finaux. Ce type de cinétique a été déjà observé au cours de l'hydrolyse de protéine 

dénaturée et correspond à un mécanisme "zipper" (Linderstrom-lang, 1952). 

La concentration de chaque peptide a été calculée sur la base de l’aire de chaque pic sur les 

chromatogrammes de RP-CLHP. Conformément à la Loi de Beer-Lambert, le coefficient 

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

Le coefficient d’extinction molaire a été estimé pour chaque peptide. Leurs valeurs ont été 

spécifiées dans le tableau 5. Il convient de mentionner que ce coefficient d’extinction molaire 

peut être 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 à l'ensemble de la variabilité de la procédure d'analyse 

(échantillons, l'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 été exprimées en pourcentage de la concentration initiale du peptide α 1-32 

(à 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 à 100 %.  

 Enfin, les concentrations de peptide ont été calculées comme suit : 

Concentration de peptide (%) = 100*A/A0*ε*l 

où A est l'aire du pic du peptide, A0 est l’aire du pic du peptide α 1-32 à t = 0, ε est le 

coefficient d’extinction molaire du peptide à 215 nm (M-1.cm-1) et l 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 α1-32 

Fraction Peptide 
Masse 

(Da) 

Nombre 

d’acides 

aminés 

Temps de 

rétention 

(min) 

Coefficient 

d’extinction 

molaire (M-1.cm-1) 

à 215 nm 

Séquence d’acides aminés 

1 α1-32 3257,6 32 29,82 279900 

VLSAADKGNV10KAAWG

KVGGH20AAEYGAEALE30

RM 

2 α1-29 2841,2 29 27,78 258900 
VLSAADKGNV10KAAWG

KVGGH20AAEYGAEAL 

3 α1-28 2728 28 25,38 251900 
VLSAADKGNV10KAAWG

KVGGH20AAEYGAE 

4 α1-27 2657 27 25,85 244900 
VLSAADKGNV10KAAWG

KVGGH20AAEYGAEA 

5 α1-23 2236,5 23 24,43 206900 
VLSAADKGNV10KAAWG

KVGGH20AAE 

6 α3-23 2024,2 21 22,76 192900 
SAADKGNV10KAAWGKV

GGH20AAE 

7 α5-23 1866 19 22,64 178900 
ADKGNV10KAAWGKVGG

H20AAE 

8 α1-14 1429,6 14 21,22 138000 VLSAADKGNV10KAAW 

9 α3-14 1217,3 12 20,48 124000 SAADKGNV10KAAW 

10 α5-14 1059,2 10 20,23 110000 ADKGNV10KAAW 

Ces résultats ont permis de déterminer le schéma réactionnel d'hydrolyse pepsique du peptide 

α 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, 

l'hydrolyse de peptides α 1-32 génère quatre peptides qui sont les peptides α 1-29, α 1-28, α 1-

27 et α 1-23. Puis, les peptides α 1-29, α 1-28 et α 1-27 sont clivés pour générer le peptide α 

1-23, qui s’hydrolyse à son tour pour donner les peptides : α 3-23, α 5-23, α 1-14, α 3-14 et α 

5-14. 
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Figure 24: Schéma réactionnel de l’hydrolyse pepsique du peptide α 1-32 synthétisé 

Il est à préciser que les hydrolysats pepsique du peptide α 1-32 à 23°C et 37°C (toutes les 

autres conditions étant les mêmes) sont purifiés par RP-HPLC et les pics correspondant aux 

peptides générés sont analysés et identifiés par LC-ESI-MS et le suivie de l'évolution dans le 

temps de chacun de ces peptides ont confirmé la même voie de réaction qu’à 15°C. Donc la 

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

entre 15-37°C.  
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II- Mise en évidence de l’activité antibactérienne de la famille 

des peptides antibactériens issus de l’hydrolyse pepsique du 

peptide α 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 été testée vis-à-vis de quatre souches bactériennes : Micrococcus luteus, Listeria 

innocua, Escherichia coli et Salmonella enteritidis. 

Différents modèles 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 cinq peptides antibactériens étudiés. Tous les 

peptides actifs sont chargés positivement à pH 7. Ces peptides présentent certaines 

caractéristiques des peptides antibactériens étudiés par travaux antérieurs (Martínez-Araiza et 

al., 2012, Ruan et al., 2010). Ils contiennent plus d'une vingtaine de résidus d'acides aminés 

ayant une charge globale positive, une partie importante de résidus hydrophobes et un 

pourcentage élevé de structure en hélice α. 

Tableau 6: Caractéristiques structurales des peptides antibactériens pure issus de l’hydrolyse 

pepsique du peptide α 1-32 (http://pbil.ibcp.fr) 

Peptides Pourcentage de résidus 

hydrophobes (%) 

Charge à pH 7 Prediction de structure 

secondaire  

α1–32 46 +1 58% hélice α 

α1–29 48 +1 58% hélice α 

α1–28 46 +1 50% hélice α 

α1–27 44 +1 50% hélice α 

α1–23 47 +2 47% hélice α 

Pour déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI), l’activité antimicrobienne a été 

testée en milieu liquide sur microplaque dans du milieu Müller-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 à la concentration testée. Cette 

méthode permet de calculer la concentration minimale inhibitrice qui correspond à la plus 

faible concentration de l’agent antimicrobien capable d’inhiber la croissance de la souche 

bactérienne testée après un temps d’incubation de 24h à 37°C. Les activités antibactériennes 
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du peptide α 1-32 et de quatre autres peptides obtenus après son hydrolyse ont été testées 

contre quatre espèces 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 (µM) de peptides antibactériens de la famille α 1-32 (CMI étant 

la concentration la plus faible du peptide qui inhibe totalement la croissance des espèces 

bactériennes après 24 h d'incubation à 37°C) 

 CMI (μM) 

 Bactérie Gram (-)  Bactérie Gram (+)  

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

α 1–32 38 154 38 90 

α 1–29 27 54 27 54 

α 1–28 27 54 27 54 

α 1–27 38 54 27 38 

α 1–23 27 54 54 100 

Le tableau 7 montre la concentration minimale inhibitrice des peptides α 1-32, α 1-29, α 1-28, 

α 1-27 et α 1-23 par rapport à ces souches bactériennes. Ces cinq peptides ont montré une 

activité antibactérienne contre les souches bactériennes testées. Pour chaque peptide testé à 

une concentration correspondant à la CMI, et quelles que soient les espèces bactériennes, la 

population de cellules a diminué d'au moins de 97 % après 24 heures d’incubation. Les 

valeurs de CMI obtenues pour les différents peptides dérivés de peptide synthétique α 1-32 

sont en accord avec celles obtenues pour les mêmes peptides dérivés de l'hémoglobine bovine 

(Nedjar-Arroume et al., 2008). 

Les quatre peptides dérivés de l'hydrolyse du peptide α 1-32 ont présenté la même CMI contre 

Escherichia coli (µM 54), qui était environ trois fois plus faible que pour le peptide α 1-32 

(154 µM) (tableau 7). Les peptides α 1-29, α 1-28 et en particulier α 1-27 semblaient plus 

actifs contre Micrococcus luteus (CMI de 54, 54 et 38 µM respectivement) que le peptide α1 -

32 (CMI de 90 µM), alors que le peptide α 1-23 était moins efficace que ce dernier (CMI de 

100µM). Les résultats obtenus avec les tests contre Salmonella enteritidis et Listeria innocua 

étaient moins frappants. Les peptides α 1-29, α 1-28 et α 1-23 semblaient être plus actifs 

contre Salmonella enteritidis (CMI de 27 µM) que les peptides α 1-32 et α 1-27 (CMI de 38 



 
- 82 - 

 

µM). Des résultats similaires ont été obtenus contre Listeria innocua, sauf pour le peptide α 1-

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

Ainsi, selon les espèces bactériennes ciblées, il serait intéressant d'arrêter l'hydrolyse du 

peptide α 1-32 avec la plus grande concentration du peptide présentant la meilleure activité 

contre cette espèce bactérienne. D’où l’intérêt de la modélisation de la cinétique de 

l'hydrolyse afin de prédire le moment où l'hydrolyse doit être arrêtée. 

III- Modélisation de la cinétique de l'hydrolyse enzymatique du 

peptide α 1-32 synthétisé  

Au cours de l'hydrolyse de l'hémoglobine, plusieurs réactions parallèles et consécutives ont 

lieu et la cinétique d'hydrolyse est très complexe (Nedjar-Arroume et al., 2006). Plusieurs 

études ont conduit à la modélisation de l'hydrolyse 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 maïs (Gil et al., 2001), et les modèles proposés ont permis la prédiction des 

données expérimentales, ce qui permet  d'optimiser les conditions d’hydrolyse en question. 

Les modèles mathématiques décrivant la cinétique enzymatique peuvent permettre le choix 

des conditions optimales pour obtenir des peptides à partir de protéines telles que les protéines 

de lactosérum (Martínez-Araiza et al., 2012) ou du blanc d'œuf (Ruan et al., 2010) ont été 

proposés. Une modélisation de la cinétique de l'hydrolyse enzymatique de l'hémoglobine 

bovine a été proposée par Marquez et Vázquez (1999), qui s'inspirent de l'évolution du degré 

d'hydrolyse au cours du temps. À notre connaissance, un modèle permettant de décrire 

l'évolution des concentrations de peptides au cours de l’hydrolyse de l'hémoglobine bovine n'a 

pas encore été proposé. 

D’où l’importance de proposer un modèle permettant de décrire l'évolution des concentrations 

des peptides d'intérêt lors de l'hydrolyse pepsique de l'hémoglobine bovine, en tenant compte 

des conditions expérimentales (température, pH et rapport E/S). Le présent chapitre 

correspond à la première étape de cette approche globale, en travaillant sur un peptide 

synthétisé α 1-32 comme substrat moins complexe que celle de l'hémoglobine bovine. 

L'hydrolyse des protéines est un phénomène complexe, la formalisation peut conduire à des 

modèles très complexes si des hypothèses simplificatrices ne sont pas faites. Le but de ce 

travail était de proposer un modèle qui pourrait décrire avec précision la cinétique d'hydrolyse 
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du peptide α 1-32, et qui ne serait pas trop complexe, de manière à faciliter la poursuite de son 

utilisation. Par conséquent, certaines hypothèses ont été formulées. On a supposé que les 

réactions enzymatiques sont irréversibles et que l’effet de la concentration de l'enzyme est 

négligeable en considérant qu’il y avait toujours assez d’enzyme pour la réalisation de 

l'hydrolyse 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’hypothèses, les constantes de vitesse ont été considérées comme des constantes apparentes. 

Selon ces hypothèses, et en se basant sur le schéma réactionnel établi ci-dessous (figure 24), 

l’évolution des concentrations des peptides a été décrite dans le temps par le système 

d'équations différentielles suivantes : 

 𝑑𝛼1−32

𝑑𝑡
= −(𝑘1 + 𝑘2 + 𝑘3 + 𝑘4)𝛼1−32     

  𝑑𝛼1−29

𝑑𝑡
= 𝑘2𝛼1−32 − 𝑘5𝛼1−29      

  𝑑𝛼1−28

𝑑𝑡
= 𝑘3𝛼1−32 − 𝑘6𝛼1−28      

  𝑑𝛼1−27

𝑑𝑡
= 𝑘4𝛼1−32 − 𝑘7𝛼1−27      

  𝑑𝛼1−23

𝑑𝑡
= 𝑘1𝛼1−32 + 𝑘5𝛼1−29 + 𝑘6𝛼1−28 + 𝑘7𝛼1−27 − 𝑘8𝛼1−23   

𝛼1−32: la concentration du peptide 𝛼1−32 

𝛼1−29: la concentration du peptide 𝛼1−29 

𝛼1−28: la concentration du peptide 𝛼1−28 

𝛼1−27: la concentration du peptide 𝛼1−27 

𝛼1−23: la concentration du peptide 𝛼1−23 

Ce système d’équations différentielles a été résolu et les équations de la concentration des 

peptides obtenus au cours du temps de l'hydrolyse pepsique du peptide α 1-32 synthétisé sont 

présentées dans le tableau 8. Les résultats expérimentaux ont été utilisés pour établir un 

modèle mathématique décrivant la cinétique de la concentration des peptides générés au cours 

de l'hydrolyse du peptide α 1-32.  
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Tableau 8: Équations de la concentration au cours du temps des peptides obtenus par l'hydrolyse pepsique du peptide α 1-32 synthétisé 

Peptides Équations différentielles Équations de la concentration au cours du temps d’hydrolyse 

α 1-32  𝑑𝛼1−32

𝑑𝑡
= −(𝑘1 + 𝑘2 + 𝑘3

+ 𝑘4)𝛼1−32     

𝑰𝟏−𝟑𝟐(𝒕) = 𝐼0 𝑒−(𝑘1+𝑘2+𝑘3+𝑘4)𝑡   

Avec I0 =100% (pourcentage du peptide α 1-32 à t=0) 

α 1-29   𝑑𝛼1−29

𝑑𝑡
= 𝑘2𝛼1−32 − 𝑘5𝛼1−29      𝑰𝟏−𝟐𝟗    (𝑡) =

𝑘2𝐼0

(𝑘5 ) −  (𝑘1 + 𝑘2     + 𝑘3 + 𝑘4     )       
[(𝑒−(𝑘1+𝑘2  𝑘3+𝑘4 )𝑡   − 𝑒−𝑘5𝑡  )]   

α 1-28   𝑑𝛼1−28

𝑑𝑡
= 𝑘3𝛼1−32 − 𝑘6𝛼1−28    𝑰𝟏−𝟐𝟖    (𝑡) =

𝑘3𝐼0

(𝑘6 ) −  (𝑘1 + 𝑘2     + 𝑘3 + 𝑘4     )       
[(𝑒−(𝑘1+𝑘2  𝑘3+𝑘4 )𝑡   − 𝑒−𝑘6𝑡  )]   

α 1-27   𝑑𝛼1−27

𝑑𝑡
= 𝑘4𝛼1−32 − 𝑘7𝛼1−27    𝑰𝟏−𝟐𝟕    (𝑡) =

𝑘4𝐼0

(𝑘7 ) −  (𝑘1 + 𝑘2     + 𝑘3 + 𝑘4     )       
[(𝑒−(𝑘1+𝑘2  𝑘3+𝑘4 )𝑡   − 𝑒−𝑘7𝑡  )]   

α 1-23   𝑑𝛼1−23

𝑑𝑡
= 𝑘1𝛼1−32 + 𝑘5𝛼1−29

+ 𝑘6𝛼1−28

+ 𝑘7𝛼1−27

− 𝑘8𝛼1−23   

 

𝑰𝟏−𝟐𝟑    (𝑡) =
𝐴

(𝑘8 ) −  (𝑘1 + 𝑘2     + 𝑘3 + 𝑘4     )       
[(𝑒−(𝑘1+𝑘2  𝑘3+𝑘4 )𝑡   − 𝑒−𝑘8𝑡  )]

+
𝐵

(𝑘8 ) −  (𝑘5)       
[(𝑒−(𝑘5)𝑡   −  𝑒−𝑘8𝑡  )]

+
𝐶

(𝑘8 ) −  (𝑘6)       
[(𝑒−(𝑘6)𝑡   −  𝑒−𝑘8𝑡  )]

+
𝐷

(𝑘8 ) −  (𝑘7)       
[(𝑒−(𝑘7)𝑡   −  𝑒−𝑘8𝑡  )]    

𝑨 = 𝐼0[𝑘1 +
𝑘5𝑘2

(𝑘5 ) −  (𝑘1 + 𝑘2     + 𝑘3 + 𝑘4     )       
+

𝑘6𝑘3

(𝑘6 ) −  (𝑘1 + 𝑘2     + 𝑘3 + 𝑘4     )       

+
𝑘7𝑘4

(𝑘7 ) −  (𝑘1 + 𝑘2     + 𝑘3 + 𝑘4     )       
] 

𝑩 = 𝐼0[
𝑘5𝑘2

(𝑘5 ) −  (𝑘1 + 𝑘2     + 𝑘3 + 𝑘4     )       
] 

𝑪 = 𝐼0[
𝑘6𝑘3

(𝑘6 ) − (𝑘1 + 𝑘2     + 𝑘3 + 𝑘4     )       
] 

𝑫 = 𝐼0[
𝑘7𝑘4

(𝑘7 ) −  (𝑘1 + 𝑘2     + 𝑘3 + 𝑘4     )       
] 
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Les équations présentées par le tableau 8 ont été utilisées pour estimer à l’aide du Solveur 

Microsoft Excel la concentration de chaque peptide à chaque instant de l’hydrolyse. 

Les cinétiques d’hydrolyse du peptide α 1-32 par la pepsine à différentes températures, à 

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 modèle), avec 

un accent sur la première demi-heure pour mieux voir l'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. À titre d’exemple, le peptide α 1-32 a complètement 

disparu en environ 5 min à 15°C, 3 min à 23°C et moins de 2 min à 37°C, donc la vitesse de 

son hydrolyse en peptides finaux et intermédiaires augmente avec la température. 
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Figure 25: Évolution des concentrations (expérimentale et le modèle) de peptides générés 

pendant l’hydrolyse pepsique du peptide α 1-32 (a) à 15°C, (b) à 23°C et (c) à 37°C  

 (pH=4,5 et E/S=1/100) 
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Figure 26: Évolution des concentrations (expérimentale et le modèle) de peptides générés 

pendant l’hydrolyse pepsique du peptide α 1-32 (a) à 15°C, (b) à 23°C et (c) à 37°C 

(pH=4,5 et E/S=1/100) 
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La figure 26 présentant les données expérimentales et ceux du modèle de la cinétique de la 

famille des peptides issus de l’hydrolyse enzymatique du peptide α 1-32, pour les trois 

températures testées montre que les résultats expérimentaux et les prédictions du modèle 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 modèle proposé est apparu comme pertinent pour décrire les cinétiques de 

concentration de la famille du peptide α 1-32 (pour les conditions opératoires testées). Il 

semble que, dans ces conditions, l'hypothèse de la cinétique du premier ordre (supposer que 

l'enzyme était toujours disponible) a été validée. 

Les valeurs des constantes apparentes de vitesse (k1 à k8) ont été déterminées grâce au solveur 

Microsoft Excel, en minimisant l’écart quadratique moyen normalisé NRMSD entre les 

données expérimentales et modèle (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 paramètres de l'équation 

d'Arrhenius en fonction de la température (pH=4,5 et E/S=1/100) 

T (K) 288 296 310 
Coefficient de 

determination (R2) 

Énergie d’activation 

(J.mol-1) 

k1 (h-1) 28,73 45,89 75,37 0,986 32015 

k2 (h-1) 19,05 26,39 45,32 0,999 29253 

k3 (h-1) 6,36 8,80 15,04 0,999 29058 

k4 (h-1) 8,45 8,32 24,16 0,849 37633 

k5 (h-1) 12,21 16,22 26,90 0,999 26743 

k6 (h-1) 6,07 8,69 10,97 0,935 19269 

k7 (h-1) 5,49 7,08 12,37 0,994 27705 

k8 (h-1) 0,54 0,80 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 l’augmentation de la vitesse de la réaction 

d’hydrolyse avec la température par le fait que l’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 α 1-32 devient plus importante à sa 

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

III-1- Effet de la température sur la cinétique d’hydrolyse pepsique du 

peptide α 1-32 synthétisé  

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

au moyen de l'équation d'Arrhenius classique : 

 

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

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

 Ea est l'énergie d'activation (J.mol -1),  

R est la constante universelle des gaz (J.mol - 1.K -1) et T est la température (K). 

 

 

Figure 27: Linéarisation de l'équation d'Arrhenius 

TR
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eFk 
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La linéarisation de l'équation d'Arrhenius a été réalisée de manière à 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 (ln (k)) et l'inverse de la 

température (1/T). Les valeurs obtenues pour les énergies d'activation et les coefficients de 

détermination (R2) sont données dans le tableau 9. Compte tenu des valeurs de R2, il est 

apparu que la dépendance des valeurs des constantes apparentes de vitesse en fonction de la 

température respecte le modèle selon l'équation d'Arrhenius classique. On peut egalement 

remarquer que l’energie d’activation pour les différentes réactions mises en jeux sont 

relativement faibles et qu’elle est la plus elevée pour la constantes k4, ce qui suggere qu’il faut 

plus d’energie pour hydrolyser le peptide α 1-32 en α 1-27 que les autres peptides ce qui 

explique la petite quantitè de ce peptide produite lors de l’hydrolyse pepsique du peptide α 1-

32,  et la plus faible pour la constante k6 , ce qui explique la transformation rapide du peptide 

α 1-28 en α 1-23. 

III-2- Effet du pH sur la cinétique d’hydrolyse pepsique du peptide α 1-32 

synthétisé 

L'évolution de la concentration de la famille de peptides issus de l’hydrolyse par la pepsine du 

peptide α 1-32 synthétisé a été étudiée à 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 modèle de 

cette cinétique sont présentées dans la figure 28 pour les trois pH testés. Les valeurs des 

constantes apparentes de vitesse à différents pH sont données dans le tableau 10. Les résultats 

ont montré que les cinétiques ont été décélérées avec l'augmentation de la valeur du pH, et qui 

est le plus élevé à un pH de 3,5. On remarque aussi que les constantes apparentes de vitesse 

diminuent d’une manière linéaire en augmentant le pH. En effet, chaque enzyme a un 

intervalle de pH approprié qui contribue à l'entretien de sa structure tridimensionnelle dans le 

site actif et fournit des groupes ionisables essentiels.  

(c) pH 5,5 
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Figure 28: Évolution des concentrations (expérimentale et le modèle) de peptides générés 

pendant hydrolyse pepsique du peptide α 1-32 (a) à pH 3,5; (b) à pH 4,5 et (c) à 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 modèle pour la 

cinétique d’hydrolyse des peptides de la famille α 1-32 sont en bon accord pour les différents 

pH avec une moyenne de NRMSD (écart quadratique moyen normalisé permettant de 

minimiser l’écart entre les valeurs expérimentales et les valeurs données par le modèle) de 

1,80 %. Ce modèle 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 α 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 l'équation d'une droite (tableau 10) : 

k = a * x + b  

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

l'ordonnée à l'origine. 

Tableau 10: Valeurs des constantes apparentes de vitesse et paramètres de l'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 5,5 Coefficient de 

détermination 

(R2) 

 Linéarisation  

     pente (a) B 

k1 (h-1) 70,59 45,89 23,09 0,985 -23,75 153,40 

k2 (h-1) 39,86 26,39 13,42 0,993 -13,22 86,05 

k3 (h-1) 13,31 8,80 4,51 0,990 -4,40 28,68 

k4 (h-1) 13,36 8,32 4,32 0,991 -4,52 29,02 

k5 (h-1) 24,70 16,22 8,19 0,992 -8,26 53,53 

k6 (h-1) 13,11 8,69 4,36 0,998 -4,37 28,41 

k7 (h-1) 12,12 7,08 3,46 0,998 -4,33 27,03 

k8 (h-1) 1,27 0,80 0,40 0,980 -0,44 2,78 

D’après les valeurs des coefficients de détermination de l'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 l’hydrolyse pepsique du peptide α 1-32 augmente d’une 

manière linéaire en diminuant le pH dans l’intervalle 3,5-5,5.  
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III-3- Effet du rapport enzyme/substrat sur la cinétique d’hydrolyse 

pepsique du peptide α 1-32 synthétisé 

L'évolution de la concentration des peptides issus de l’hydrolyse pepsique du peptide α 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 modèle de cette cinétique sont présentés dans la figure 31 pour les trois 

rapports enzyme/substrat testés. Les valeurs des constantes apparentes de vitesse à différents 

rapports enzyme/substrat sont données dans le tableau 11.  
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Figure 29: Évolution des concentrations (expérimentale et le modèle) de peptides générés 

pendant hydrolyse pepsique du peptide α 1-32 (a) à E/S=1/50; (b) à E/S=1/100 et (c) à 

E/S=1/200 (T=23°C et pH 4,5) 
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Tableau 11: Valeurs des constantes apparentes de vitesse à différents rapports E/S 

(T=23°C, pH=4,5) 

E/S 1/50 1/100 1/200 

k1 (h-1) 46,02 45,89 44,39 

k2 (h-1) 26,22 26,39 25,91 

k3 (h-1) 8,95 8,80 8,54 

k4 (h-1) 8,36 8,32 7,74 

k5 (h-1) 16,31 16,22 14,59 

k6 (h-1) 8,63 8,69 8,32 

k7 (h-1) 7,12 7,08 6,74 

k8 (h-1) 0,81 0,80 0,69 

Les résultats présentés par la figure 31 et le tableau 11, montrent que les cinétiques ont été 

légèrement accélérées avec l'augmentation de la valeur du rapport enzyme/substrat de 1/200 à 

1/100. On remarque également que la vitesse de la cinétique est restée constante pour 

l’intervalle du rapport E/S entre 1/50 et 1/100. En effet, à 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 l’augmentation de sa concentration sera sans 

effet sur la vitesse d’hydrolyse du peptide α 1-32. Ces observations sont en accord avec les 

hypothèses mis en place au début de notre travail qui suggèrent que les réactions 

enzymatiques mises en jeu lors de l’hydrolyse pepsique du peptide α 1-32, sont irréversibles 

et que l’effet de la concentration de l'enzyme est négligeable en considérant qu’il y avait 

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

III-4- Validation du modèle de la cinétique d’hydrolyse pepsique du peptide 

α 1-32 synthétisé 

Le modèle proposé a permis de prédire la cinétique l'hydrolyse du peptide α 1-32, les 

constantes apparentes de vitesse et les concentrations des peptides d'intérêt à chacune des 

températures entre 15 et 37°C et à chaque pH compris entre 3,5 et 4,5 et ceux à chaque 

moment de l’hydrolyse du peptide 1-32. Pour effectuer la validation du modèle et de vérifier 

sa capacité de prédiction, deux hydrolyses du peptide α 1-32, ont été effectuées une à 30°C 

(pH= 4,5 et E/S=1/100), et une à pH 5 (T=23°C et E/S=1/100). Les résultats obtenus ont été 

comparés aux valeurs prédites pour la même température et le même pH à l'aide du modèle 

mathématique. La cinétique prédite par le modèle et les résultats expérimentaux sont 

présentés par la figure 29 pour la température et la figure 30 pour le pH. 
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À notre connaissance, seuls Marquez et Vázquez, 1999 ont publié un modèle décrivant la 

cinétique de l’hydrolyse de l'hémoglobine bovine par la pepsine. Cependant, les données ne 

présentaient que l'évolution du degré d'hydrolyse en fonction du temps (pas de données pour 

la cinétique de chaque peptide).  

 

Figure 30: Comparaison des cinétiques prédites et expérimentales de peptides générés 

pendant hydrolyse du peptide α 1-32 à 30°C (E/S=1/100 et pH 4,5) 

 

Figure 31: Comparaison des cinétiques prédites et expérimentales de peptides générés 

pendant hydrolyse du peptide α 1-32 à pH 5 (E/S=1/100 et à 23°C) 

Comme le montre la figure 29 et la figure 30 les prédictions du modèle et les données 

expérimentales sont en bon accord avec un NRMSD (écart quadratique moyen normalisé 

permettant de minimiser l’écart entre les valeurs expérimentales et les valeurs données par le 

modèle) de 3,2% pour la température et 2,8% pour le pH. Cette validation a confirmé que le 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45 0.5

P
e

p
ti

d
e

s 
(%

)

Temps (h)

I1-32exp I1-32mod I1-29exp I1-29mod I1-23exp
I1-23mod I1-27exp I1-27mod I1-28exp I1-28mod

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45 0.5

P
e

p
ti

d
e

s 
(%

)

Temps (h)



 
- 97 - 

 

modèle proposé est en mesure de prédire l'évolution de la concentration des peptides étudiés 

pendant l’hydrolyse pepsique du peptide α 1-32 à une température donnée dans l'intervalle de 

15 à 37° C (pour les conditions expérimentales étudiées, c'est à dire un rapport E/S=1/100 et 

pH=4,5) et un pH donné dans l'intervalle de 4,5 à 5,5 (avec un rapport E/S=1/100 et T=23°C). 

Conclusion 

L’hydrolyse pepsique du peptide α 1-32 synthétisé a permis l'obtention de peptides 

intermédiaires, qui ont présenté une activité antibactérienne contre quatre espèces 

bactériennes. L’identification des peptides intermédiaires et finaux a permis de proposer un 

schéma réactionnel décrivant les réactions parallèles et consécutives qui ont lieu au cours de 

l’hydrolyse. Un modèle mathématique basé sur le mécanisme proposé, a été développé pour 

décrire la cinétique de l’hydrolyse des peptides de la famille α 1-32. 

L'influence de la température sur les coefficients cinétiques a été interprétée par le biais de 

l'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 

étudié et le modèle 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 modèle a pu évaluer la capacité du modèle proposé de prévoir la cinétique de l'hydrolyse 

du peptide α 1-32 dans la plage de température de 15 à 37°C (un rapport enzyme/substrat 

1/100 et à pH 4,5) et dans l’intervalle de pH entre 3,5 et 5,5 (un rapport enzyme/substrat 

1/100 et à 23°C). Ce modèle mathématique peut permettre de définir les conditions optimales 

pour la production de divers peptides ayant une activité antibactérienne à partir de l'hydrolyse 

du peptide α 1-32 synthétisé.  

Les résultats de ce chapitre ont fait le sujet d’une première publication (Annexe 1). 
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CHAPITRE 2: GÉNÉRALISATION DU MODÈLE 

MATHÉMATIQUE SUR LA CINÉTIQUE DE DEUX 

FAMILLES DE PEPTIDES ANTIBACTÉRIENS ISSUS 

DE L’HYDROLYSE PEPSIQUE DE L’HÉMOGLOBINE 

ET DU CRUOR BOVINS  
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Dans le précèdent chapitre, un premier modèle simple avec comme substrat le peptide 

synthétisé α1-32 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 modèle sur l’hydrolyse de 

l’hémoglobine et du cruor bovins en l’appliquant à deux familles de peptides antibactériens α 

1-32 et α 107-141.  

I- Hydrolyse pepsique de l’hémoglobine bovine purifiée ou à 

partir du cruor  

L’hydrolyse de l’hémoglobine ou du cruor bovins (1%) par la pepsine a été réalisée en 

conditions dénaturantes (en présence d’urée 6 M), en milieu tampon acide acétique /acétate de 

sodium 0,1 M, à pH 4,5 et à 23°C. La réaction d’hydrolyse est arrêtée à différents temps 

d’hydrolyse par ajout de tampon borax 0,32 M, pH 12,5. Les hydrolysats sont ensuite 

analysés par CLHP après différents temps d’hydrolyse. Les profils chromatographiques des 

différents temps d’hydrolyse de l’hémoglobine bovine dans ces conditions (figure 32), 

montrent qu’au cours de l’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 déjà observé au 

cours de l'hydrolyse de protéine dénaturée correspond à un mécanisme " zipper " (Lindertrom-

lang, 1952). On a également observé le même mécanisme au cours de l’hydrolyse du cruor 

bovin dénaturé et les chromatogrammes obtenus étaient similaires à ceux de l’hydrolysat 

pepsique de l’hémoglobine. 
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Figure 32: Profil CLHP (a, b et c) de la cinétique d’hydrolyse de l’hémoglobine purifiée ou 

du cruor bovins 1% (p/v) par la pepsine à pH 4,5 et à 23°C en conditions dénaturantes 

(A=215nm) 
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La figure 32 montre que les chaînes α et β des tétramères sont tout de suite entièrement 

hydrolysées par la pepsine. Les mêmes résultats ont précédemment été obtenus par plusieurs 

auteurs permettant ainsi l’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 hétérodimères, favorise l’accessibilité de l’enzyme pour 

son substrat (hémoglobine ou cruor bovins). Il s’en suit donc une libération de peptides 

intermédiaires de grande taille dès le début de l’hydrolyse comme décrit par Linderstrom-

Lang en 1952.  

II- Identification et caractéristaion des peptides antibactériens 

des familles de α 1-32 et α 107-141 issus de l’hémoglobine et 

du cruor bovins  

Il a été démontré que l’hydrolyse de la chaîne α de l’hémoglobine bovine par la pepsine 

engendre trois familles de peptides actifs (Lignot, 1998). Deux familles présentant une 

activité antibacterienne prononcée: la famille α 1-32 et la famille α 107-141 vont faire l’objet 

de cette étude. 

La première famille est localisée du côté N terminal de la chaîne α de l’hémoglobine bovine et 

constituée des peptides α 1-32, α 1-29, α 1-28, α 1-27 et α 1-23. La deuxiéme famille située 

du côté C terminal de la chaîne α de l’hémoglobine bovine et constituée des peptides se formant 

à partir du peptide α 107-141. 

Les hydrolystats à différents temps d’hydrolyse de l’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 spèctrométrie de masse, puis 

les pics qui n’étaient pas purs ont subi une deuxième 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 à la famille α 1-32 et α 

107-141 ont été identifiés comme indiqué dans la figure 33. 
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Figure 33: Profil CLHP de l’hydrolysat pepsique d’hémoglobine bovine 1% en conditions 

dénaturantes à 23°C dans le tampon acétate de sodium 0,1 M pH 4,5  

(10min d’hydrolyse ; les peptides de la famille α 1-32 en orange et les peptides de la famille α 

107-141 en bleu) 

II-1- Identification et caractéristaion des peptides de la famille α 1-32 issus 

de l’hydrolyse pepsique de l’hémoglobine bovine  

Les peptides de la famille α 1-32 sont identifiés et repérés sur chromatogramme grâce aux 

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

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

la figure 33 indiquant les fractions correspendant à la famille α 1-32 en orange, les SM des 

peptides de cette famille sont présentés par la figure 34.  
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Figure 34: Identification des peptides de la famille α 1-32 par spectrométrie de masse (LC-

ESI-MS). : α 1-32 (a), α 1-29 (b), α 1-28 (c), α 1-27 (d), α 1-23 (e), α 3-23(f), α 5-23(g), α 1-

14(h), α 3-14(i) et α 5-14(j) 
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Les figures 33 et 34 montrent que pour la famille du peptide α 1-32 est composée de trois 

fractions pures et représentent respectivement les peptides α 1-32 (figure 34a), α 1-29 (figure 

34b) et α 1-23 (figure 34e), d’une fraction contenant deux peptides de poids moléculaires très 

proches et correspondant aux fragments α 1-27 (figure 34d) et α 1-28 (figure 34c) et de cinq 

fractions contenant des peptides allant de 10 à 21 acides aminés, ce sont les peptides finaux 

formés à partir du peptide α 1-23 : α 3-23(figure 34f), α 5-23(figure 34g), α 1-14(figure 34h), 

α 3-14(figure 34i) et α 5-14(figure 34j). La masse moléculaire et la séquence d’acides aminés 

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

II-2- Identification et caractéristaion des peptides de la famille α 107-141 

issus de l’hydrolyse pepsique de l’hémglobine bovine 

Le profil chromatographique de l’hydrolysat de l’hémoglobine bovine est présenté par la 

figure 33 indiquant en bleu les fractions correspondant à la famille α 107-141, ces fractions 

ont été identifiées et caractérisées grâce à 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 α 107-141 

Peptide Masse (Da) 
Nombre 

d’acides aminés 

Temps de 

rétention (min) 
Séquence en acides aminés 

α 107-141 3787,3 35 40,80 
VTLA110SHLPSDFTPA120VHAS

LDKFLA130NVSTVLTSKY140R 

α107-136 3151,6 30 39,55 
VTLA110SHLPSDFTPA120VHAS

LDKFLA130NVSTVL 

α110-136 2838,2 27 38,49 
A110SHLPSDFTPA120VHASLD

KFLA130NVSTVL 

α110-128 2040,2 19 25,75 
A110SHLPSDFTPA120VHASLD

KF 

α110-125 1649,8 16 24,53 A110SHLPSDFTPA120VHASL 

α110-122 1778,5 13 22,89 A110SHLPSDFTPA120VH 

α110-117 872,9 8 15,96 A110SHLPSDF 

α137-141 653,7 5 11,89 TSKY140R 
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Le peptide correspondant au peptide α 107-141 (3787,3 Da) sur la figure 33 est observé à 

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 α 110-117 de 

masse molaire 872,9 Da et le peptide α 137-141 de 653,7 Da correspondant à 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 cinq peptides intermédiaires : le peptide de 3151,6 Da 

correspond au fragment α107-136 défini comme antibactérien par Daoud et al., 2005 , Nedjar-

Arroume et al., 2006, le peptide α110-136 (2838,2 Da), le peptide α110-128 (2040,2 Da), le 

peptide α 110-125 (1649,8 Da) potentialisant la bradykinine (Dubois et al., 2005) et le peptide 

1778,5 Da correspondant au fragment α 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 à 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 α107-141 

Peptide 

Pourcentage 

en résidus 

hydrophobes 

(%) 

Nombre de 

charges nettes 

positives à pH 7 

Prédiction de 

structure   

secondaire 

α107-141 42 3 47% helix α 

α107-136 50 1 54% helix α 

α110-136 46 1 40% helix α 

α110-128 38 1 46% helixα 

α110-125 40 1 42% helix α 

α110-122 33 1 66% random coil 

α110-117 28 1 71% random coil 

α137-141 0 2 93% random coil 

 

Le tableau 13 montre que tous les peptides de la famille α 107-141 sont chargés positivement 

à 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). 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/1541-4337.12013/full#crf312013-bib-0020
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/1541-4337.12013/full#crf312013-bib-0063
http://pbil.ibcp.fr/
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III- Détermination de l’activité antibactérienne des familles des 

peptides antibactériens α 1-32 et α 107-141 issus de 

l’hydrolyse pepsique de l’hémoglobine ou du cruor bovins  

L’activité antibactérienne et la concentration minimale inhibitrice de la famille de peptides α 

1-32 ont été testées contre quatre espèces de bactéries : Salmonella Enteritidis, Escherichia 

coli, Listeria innocua et Micrococcus luteus. Le tableau 14 montre la concentration minimale 

inhibitrice des peptides α 1-32, α 1-29, α 1-28, α 1-27 et α 1-23 et les résultats sont identiques 

à ceux trouvés pour le peptide α 1-32 synthétisé dans le premier chapitre (Hedhili et al., 

2013). Ces cinq peptides ont montré une activité antibactérienne contre les espèces 

bactériennes testées (tableau 14).  

Tableau 14 : CMI (µM) de peptides antibactériens de la famille α 1-32 issus de 

l'hémoglobine ou du cruor bovins 

Peptides  

CMI (μM) 

Bactérie Gram (-) Bactérie Gram (+) 

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

α 1–32 38 154 38 90 

α 1–29 27 54 27 54 

α 1–28 27 54 27 54 

α 1–27 38 54 27 38 

α 1–23 27 54 54 100 

Le tableau 14 confirme les résultats trouvés pour la famille de peptides antibactériens issus de 

l’hydrolyse du peptide α 1-32 synthétisé. Ces peptides gardent alors leur pouvoir antibactérien 

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

La CMI des peptides de la famille α 107-141 produits à partir de la hydrolyse de la chaîne α 

de l'hémoglobine ou du cruor avec des quantités relativement importantes α 107-141, α 107-

136 et α 137-14, a été déterminée contre les mêmes espèces 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 (µM) de peptides antibactériens de la famille α 107-141 issus de 

l'hémoglobine ou du cruor bovins 

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

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

α 107-141 87 87 43 87 

α 107–136 76 76 38 76 

α 137–141 5 9 9 2 

Le tableau 15 montre que le peptide le plus actif , de la famille α 107-141, est celui le plus 

court : α 137-141, avec une CMI 4,5 fois inférieure à celui du peptide α 107-141 contre L. 

innocua , 9,7 fois moins que celui du peptide α 107-141 contre E. coli, avec un CMI de 9 µM 

contre les deux souches , 43,5 fois moins que α 107-141 contre M. luteus ( CMI de 2 µM ), et 

17,4 fois moins que α 107-141 contre S. enteritidis ( CMI de 5 µM ) . 

Quelle que soit la souche bactérienne testée une diminution de la viabilité cellulaire d'au 

moins 97 % a été mesurée, après 24 h d'incubation, à la concentration correspondant à la CMI 

de l'ensemble des peptides étudiés.  

Ainsi, selon les espèces bactériennes cibles, il serait intéressant d'arrêter l'hydrolyse du 

peptide α 107-141 à la concentration la plus élevée du peptide présentant la meilleure activité 

contre cette espèce bactérienne. D’où l'intérêt de la modélisation cinétique de l’hydrolyse afin 

de prédire le moment où l'hydrolyse doit être arrêtée.  

IV- Modélisation de la cinétique enzymatique du peptide α 1-32 

issu de l’hydrolyse de l’hémoglobine ou du cruor bovins 

IV-1- Détermination du schéma réactionnel de l’hydrolyse du peptide α 1-

32 à partir de l’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 α 1-32 générés lors de l’hydrolyse de l’hémoglobine ou du 

cruor bovins par la pepsine. Ces analyses à différents temps d’hydrolyse ont permis de suivre 

la disparition et l’apparition des peptides de la famille α 1-32 lors de l'hydrolyse de 

l’hémoglobine ou du cruor bovins, ce qui a permis de déterminer le schéma réactionnel des 

peptides de la famille α 1-32 à partir de l’hydrolyse de l'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 chaîne α 

de l’hémoglobine ou du cruor bovins génère trois fragments : α 1-32, α 33-98 et α 107-141, 

puis le peptide α 1-32 s’hydrolyse en quatre peptides, à savoir α 1-29, α 1-28, α 1-27 et α 1-

23. Ensuite, les peptides α 1-29, α 1-28 et α 1-27 génèrent le peptide α 1-23, qui se clive en 

cinq peptides finaux : α 3-23, α 5-23, α 1-14, α 3-14 et α 5-14. Le même schéma réactionnel a 

été confirmé pour l'hydrolyse réalisée à 23 et 37° C et à un pH de 3,5 et 5,5 (toutes les autres 

conditions étant les mêmes). Par conséquent, la température et le pH n'ont eu aucune 

influence sur le schéma réactionnel dans la gamme de 15 à 37° C et pH 3,5 à 5,5. 

Le schéma réactionnel du peptide α 1-32 synthétisé a été déjà mis en place dans le précédent 

chapitre (Hedhili et al., 2013), notre objectif actuel est de compléter ce dispositif en tenant 

compte de l'hydrolyse de tous les fragments de la chaîne α de l'hémoglobine bovine . Pour 

cela, nous avons considéré le schéma réactionnel du peptide synthétisé en mettant l'accent sur 

les peptides d’intérêt α 1-32, α 1-29, α 1-28, 1-27 et α 1-23. Pour simplifier le schéma de 

réaction et la modélisation, la constante k14 a été utilisé pour recueillir les fragments de la 

chaîne α autres que le peptide α 1-32 et la constante k8 comprenant les peptides finaux du 

peptide α 1-23. 

Ainsi, un schéma réactionnel de l’évolution des peptides de la famille α 1-32 au cours 

d’hydrolyse pepsique de la chaîne α de l’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 α 1-32. 
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Figure 35: Schéma réactionnel de l’évolution des peptides au cours d’hydrolyse pepsique de 

la chaîne α de l’hémoglobine ou du cruor bovins 
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IV-2-Modélisation de la cinétique enzymatique d’hydrolyse du peptide α 1-

32 issu de l’hémoglobine bovine 

Un modèle mathématique décrivant la cinétique de l'hydrolyse du peptide synthétisé α 1-32 

était déjà établi dans le premier chapitre (Hedhili et al., 2013). Le but de ce chapitre est de 

proposer un modèle qui pourrait décrire avec précision la cinétique d'hydrolyse du peptide α 

1-32 issu de l'hémoglobine bovine, et qui ne serait pas trop complexe, pour faciliter 

d’avantage son utilisation. Par conséquent, certaines hypothèses ont été formulées. Il a été 

supposé que les réactions enzymatiques sont irréversibles, l'effet de la concentration de 

l'enzyme a été négligé, en supposant qu'il y avait toujours une enzyme pour la réalisation de 

l'hydrolyse 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’hypothèses, les constantes de vitesse ont été considérées comme des constantes apparentes. 

Sur la base de ces hypothèses et sur le schéma réactionnel établi ci-dessous (figure 35), 

l’évolution de concentrations de peptides dans le temps a été décrite selon le système 

d'équations différentielles suivant : 

 𝑑(α 1−32)

𝑑𝑡
= −(𝑘9 + 𝑘10 + 𝑘11 + 𝑘12 + 𝑘13 + 𝑘14) ∗ 𝛼             

 𝑑𝛼1−32

𝑑𝑡
= 𝑘9 ∗ 𝛼 − (𝑘1 + 𝑘2 + 𝑘3 + 𝑘4)𝛼1−32                   

 𝑑𝛼1−29

𝑑𝑡
= 𝑘11 ∗ 𝛼 + 𝑘2𝛼1−32 − 𝑘5𝛼1−29                             

 𝑑𝛼1−28

𝑑𝑡
= 𝑘12 ∗ 𝛼 + 𝑘3𝛼1−32 − 𝑘6𝛼1−28                             

 𝑑𝛼1−27

𝑑𝑡
= 𝑘13 ∗ 𝛼 + 𝑘4𝛼1−32 − 𝑘7𝛼1−27                             

  𝑑𝛼1−23

𝑑𝑡
= 𝑘10 ∗ 𝛼 + 𝑘1𝛼1−32 + 𝑘5𝛼1−29 + 𝑘6𝛼1−28 + 𝑘7𝛼1−27 − 𝑘8𝛼1−23  

α: la concentration de la chaine α de l’hémoglobine ou du cruor bovins 

𝛼1−32: la concentration du peptide 𝛼1−32 

𝛼1−29: la concentration du peptide 𝛼1−29 

𝛼1−28: la concentration du peptide 𝛼1−28 

𝛼1−27: la concentration du peptide 𝛼1−27 

𝛼1−23: la concentration du peptide 𝛼1−23 

Ce système d’équations différentielles a été résolu et les équations de la concentration au 

cours du temps des peptides de la famille du peptide α 1-32 obtenus par l'hydrolyse pepsique 

l’hemoglobine bovine sont présentées dans le tableau 16.  
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Tableau 16: Équations de la concentration au cours du temps des peptides antibactériens de la famille du peptide α 1-32 issu de l'hémoglobine 

bovine 

Peptides Équations différentielles Équations de la concentration au cours du temps 

d’hydrolyse 

Chaîne α   𝑑α

𝑑𝑡
= −(𝑘9 + 𝑘11 + 𝑘12 + 𝑘13 + 𝑘10 + 𝑘14)α 

𝑰𝜶(𝒕) = 𝛼0 𝑒−𝑎 𝑡 

α0 =100% (pourcentage de la chaîne à t=0) 𝑎 = 𝑘9 +

𝑘10 + 𝑘11 + 𝑘12 + 𝑘13 + 𝑘14 

α 1-32   𝑑𝛼1−32

𝑑𝑡
= 𝑘9α − (𝑘1+𝑘2 + 𝑘3 + 𝑘4)𝛼1−32 𝑰𝟏−𝟑𝟐    (𝑡) =

𝐶

𝐵 −  𝑎       
[(𝑒−𝑎𝑡   −  𝑒−𝐵𝑡  )] 

B=𝑘1 + 𝑘2 + 𝑘3 + 𝑘4 ; C=𝑘9𝛼0 
α 1-29   𝑑𝛼1−29

𝑑𝑡
= 𝑘11𝛼 + 𝑘2𝛼1−32 − 𝑘5𝐼𝛼1−29 𝑰𝟏−𝟐𝟗    (𝑡) =

−𝑆

𝑚 − 𝐵       
[(𝑒−𝐵𝑡   −  𝑒−𝑚𝑡  )]

+
𝐿 + 𝑆

𝑚 − 𝑎       
[(𝑒−𝑎𝑡   −  𝑒−𝑚𝑡  )] 

m=𝑘5  ;S=
𝑘2𝐶

𝐵−𝑎       
  ; L = 𝑘11𝛼0 

 
 

α 1-28   𝑑𝛼1−28

𝑑𝑡
= 𝑘12𝛼 + 𝑘3𝛼1−32 − 𝑘6𝐼𝛼1−29 𝑰𝟏−𝟐𝟖    (𝑡) =

−𝑃

𝑛 − 𝐵       
[(𝑒−𝐵𝑡   −  𝑒−𝑛𝑡  )]

+
𝐷 + 𝑃

𝑛 − 𝑎       
[(𝑒−𝑎𝑡   −  𝑒−𝑛𝑡  )] ] 

n=𝑘6; P=
𝑘3𝐶

𝐵−𝑎       
; D=𝑘12𝛼0 

 
α 1-27   𝑑𝛼1−27

𝑑𝑡
= 𝑘13𝛼 + 𝑘4𝛼1−32 − 𝑘7𝐼𝛼1−29 𝑰𝟏−𝟐𝟕    (𝑡) =

−𝑅

𝐻 − 𝐵       
[(𝑒−𝐵𝑡   −  𝑒−𝐻𝑡  )]

+
𝐹 + 𝑅

𝐻 − 𝑎       
[(𝑒−𝑎𝑡   −  𝑒−𝐻𝑡  )] ] 

H=𝑘7; R=
𝑘4𝐶

𝐵−𝑎 
; F=𝑘13𝛼0 
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α 1-23   𝑑𝛼1−23

𝑑𝑡
= 𝑘10𝛼 + 𝑘1𝛼1−32 + 𝑘5𝛼1−29 +  𝑘6𝛼1−28 + 𝑘7𝛼1−27 − 𝑘8𝛼1−23 

 

 

𝑰𝟏−𝟐𝟑    (𝑡) =
𝐽 + 𝑈 + 𝐺 + 𝑊 + 𝑋

𝐾 − 𝑎        
[(𝑒−𝑎𝑡   −  𝑒−𝐾𝑡  )]

−
𝑈 + 𝑄 + 𝑉 + 𝑍

𝐾 −     𝐵   
[(𝑒−𝐵𝑡   −  𝑒−𝐾𝑡  )]

−  
𝐺 − 𝑄

𝐾 −  𝑚       
[(𝑒−𝑚𝑡   −  𝑒−𝐾𝑡  )]

−
𝑊 − 𝑉

𝐾 − 𝑛      
[(𝑒−𝑛𝑡   −  𝑒−𝐾𝑡  )]   

−
𝑋 − 𝑍

𝐾 − 𝐻      
[(𝑒−𝐻𝑡   −  𝑒−𝐾𝑡  )] 

K=𝑘8; U=
𝑘1𝐶

𝐵−𝑎 
; F=𝑘10𝛼0; G =

𝑚(𝐿+𝑆)

𝑚−𝑎       
; w =

𝑛(𝐷+𝑃)

𝑛−𝑎       
; X 

=
𝐻(𝐹+𝑅)

𝐻−𝑎       
; V =

𝑛𝑘12𝛼0

𝑛−𝐵 
; Q=

𝑆𝑚

𝑚−𝐵       
; Z=

𝐻𝐹

𝐻−𝐵     
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Les équations de la concentration au cours du temps des peptides antibactériens de la famille 

du peptide α 1-32 issus de l'hémoglobine bovine présentées par le tableau 16 ont permis de 

prédire la concentration de chaque peptide et à chaque instant de l’hydrolyse. 

Pour les données expérimentales, le pourcentage des peptides est calculé en se basant sur 

l’hypothèse que la somme de la surface de tous les peptides issus d’hydrolyse de la chaîne α 

est constante durant la cinétique de chaque hydrolyse. Cette approche permettrait de 

représenter l’évolution de chaque peptide dans l’hydrolysat en fonction du temps.  

  % (peptide cible) =
𝑆𝑢𝑟𝑓𝑎𝑐𝑒 𝑑𝑒 𝑝𝑖𝑐 𝑝𝑒𝑝𝑡𝑖𝑑𝑒 𝑐𝑖𝑏𝑙𝑒

𝑙𝑎 𝑠𝑜𝑚𝑚𝑒 𝑑𝑒 𝑠𝑢𝑟𝑓𝑎𝑐𝑒   𝑑𝑒 𝑡𝑜𝑢𝑠 𝑙𝑒𝑠 𝑝𝑒𝑝𝑡𝑖𝑑𝑒𝑠 𝑖𝑠𝑠𝑢𝑠 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑐ℎ𝑎𝑖𝑛𝑒 𝑎𝑙𝑝ℎ𝑎
 

La cinétique de libération du peptide α 1-32 lors de l’hydrolyse pepsique de l'hémoglobine et 

du cruor bovins a été étudiée à différentes températures et à différents pH. Les résultats 

expérimentaux ont été utilisés pour proposer un modèle mathématique décrivant la cinétique 

de la concentration des peptides générés. Les valeurs des constantes apparentes de vitesse (k1 

à k14) ont été déterminées en minimisant l’écart quadratique moyen normalisé entre les 

données expérimentales et les prédictions du modèle.  

Les rapports entre les constantes k1, k2, ..., k8 ont été précédemment établis en utilisant les 

résultats pour le peptide α 1-23 synthétisé (pour les mêmes 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 modèle cinétique de 

l'hydrolyse du peptide α 1-23 de la chaîne α (pour l'hémoglobine et le cruor bovins) pour 

diminuer le nombre de paramètres à estimer (en utilisant le modèle et les résultats 

expérimentaux). Ainsi, il reste à considérer l'un de ces huit constantes (k1, par exemple), en 

plus des constantes  k9-k14 dans la procédure d'estimation paramétrique et à calculer les 

constantes k2, k3, ... k8 en utilisant les rapports établis précédemment. 
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Tableau 17: Rapport entre la constante k1 (constante de formation du peptide α 1-23 à partir 

du peptide α 1-32) et les autres constantes apparentes à différentes températures 

T (K) 288 296 310 

k1/k2 1,51 1,74 1,66 

k1/k3 4,52 5,21 5,01 

k1/k4 3,40 5,51 3,12 

k1/k5 2,35 2,83 2,80 

k1/k6 4,73 5,28 6,87 

k1/k7 5,23 6,48 6,09 

k1/k8 53,50 57,20 60,95 

 

Tableau 18: Rapport entre la constante k1 (constante de formation du peptide α 1-23 à partir 

du peptide α 1-32) et les autres constantes apparentes à différents pH 

pH 3,5 4,5 5,5 

k1/k2 1,77 1,74 1,72 

k1/k3 5,30 5,21 5,12 

k1/k4 5,28 5,51 5,35 

k1/k5 2,86 2,83 2,82 

k1/k6 5,38 5,28 5,29 

k1/k7 5,83 6,48 6,68 

k1/k8 55,43 57,20 57,25 

Sur la base des données expérimentales et du schéma réactionnel établi, un modèle a été 

proposé pour décrire la cinétique de la concentration des peptides de la famille α 1-32 générés 

au cours de l'hydrolyse de l'hémoglobine et le cruor bovins.  

IV-2-1- Effet de la température sur la cinétique de l’hydrolyse du peptide α1-32 issu de 

l’hémoglobine et du cruor bovins  

La cinétique enzymatique de la famille du peptide α 1-32 issu de l’hydrolyse de 

l'hémoglobine et du cruor bovins par la pepsine a été étudiée à 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 α1-32 issu de l’hémoglobine et du cruor bovins sont présentées dans le 

tableau 19 et l’évolution de la concentration des peptides de la famille α 1-32 générés au cours 

de l'hydrolyse pepsique de l'hémoglobine bovine est représentée par la figure 36 et celle du 

cruor  est représentée par la figure 37 (modèle: lignes continues et expérimental: points). 

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

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

k = F ⋅ e - Ea / R T  

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

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

Ea est l'énergie d'activation (J.mol -1) ,  

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

et T est la température (K). 

La linéarisation de l'équation d'Arrhenius a été effectuée afin de déterminer la valeur de 

l'énergie d'activation. Le tableau 19 présente les valeurs obtenues pour des énergies 

d'activation et les coefficients de détermination (R²). 
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Tableau 19: Valeurs des constantes apparentes de vitesse et paramètres de l'équation d'Arrhenius en fonction de la température du peptide α 1-32 

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

T (K) 288 296 310 Coefficient de détermination (R2) Énergie d’activation (J.mol-1) 

 
Hémoglobine cruor Hémoglobine cruor Hémoglobine cruor Hémoglobine cruor Hémoglobine cruor 

k1 (h-1) 1,27 1,16 3,11 2,80 7,97 7,28 0,98 0,99 60 899,23 61 052,31 

k2 (h-1) 0,84 0,77 1,79 1,61 4,79 4,38 0,96 0,99 58 136,88 58 289,96 

k3 (h-1) 0,28 0,26 0,60 0,54 1,59 1,45 0,99 0,99 57 942,17 58 095,25 

k4 (h-1) 0,37 0,34 0,56 0,51 2,56 2,33 0,98 0,96 66 517,10 66 670,18 

k5 (h-1) 0,54 0,49 1,10 0,99 2,85 2,60 0,99 0,99 55 626,97 55 780,05 

k6 (h-1) 0,27 0,24 0,59 0,53 1,16 1,06 0,98 0,97 48 152,95 48 306,03 

k7 (h-1) 0,24 0,22 0,48 0,43 1,31 1,19 0,99 0,99 56 589,73 56 742,81 

k8 (h-1) 0,02 0,02 0,05 0,05 0,13 0,12 0,98 0,99 56 589,23 56 742,31 

k9 (h-1) 108,45 97,60 173,51 156,16 275,30 247,78 0,95 0,98 30 823,74 30 827,08 

k10 (h-1) 17,65 15,82 24,60 22,14 55,23 49,61 0,99 0,99 39 023,87 39 084,32 

k11 (h-1) 32,08 29,22 47,92 43,13 81,83 73,71 0,99 0,99 31 358,40 31 029,78 

k14 (h-1) 66,23 59,53 71,83 64,65 77,14 69,50 0,98 0,97 5 025,44 5 104,70 
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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 modèle 

selon l'équation d'Arrhénius classique et cela pour l’hydrolyse de l’hémoglobine et du cruor 

bovins. 

Comme prévu, il est apparu clairement que la cinétique a été accélérée, tout en augmentant la 

température. En effet, l’augmentation de la température engendre une augmentation des taux 

d’hydrolyse en même temps que la réaction, car une température plus élevée augmente la 

prise en charge du dépliement des protéines et augmente l’activité enzymatique en réduisant 

l'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 à 40°C en utilisant une solution d’hémoglobine à 

10 g.L-1(Altun et Cetinus, 2007). 

On peut également remarquer, d’après le tableau 19, que les constantes apparentes de vitesses 

de la cinétique de l’hydrolyse de l’hémoglobine bovine sont très proches de celles de la 

cinétique de l’hydrolyse du cruor bovin.  

L’évolution de la concentration des peptides de la famille α 1-32 générés au cours de 

l'hydrolyse pepsique de l'hémoglobine et du cruor bovins à différentes températures est 

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

de l'hydrolyse pepsique de l'hémoglobine bovine (modèle : lignes continues et expérimental : 

points) à différentes températures (a) à 15°C, (b) à 23°C et (c) à 37°C 
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Figure 37 : Évolution de la concentration des peptides de la famille α 1-32 générés au cours 

de l'hydrolyse pepsique du cruor bovin (modèle : lignes continues et expérimental : points) à 

différentes températures (a) à 15°C, (b) à 23°C et (c) à 37°C 
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Les données expérimentales et celles du modèle pour la cinétique de concentration des 

peptides de la famille α 1-32 générés au cours de l'hydrolyse pepsique de l'hémoglobine 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 modèle et ce pour toutes les températures avec 

une moyenne de NRMSD de 1,79 %. Ainsi, le modèle proposé est apparu comme pertinent 

pour décrire la cinétique de l’évolution de concentrations des peptides de la famille α 1-32 

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

IV-2-2- Effet du pH sur la cinétique de l’hydrolyse du peptide α 1-32 issu de l’hémoglobine et du 

cruor bovins  

La cinétique enzymatique de la famille du peptide α 1-32 issu de l’hydrolyse de 

l'hémoglobine et du cruor bovins par la pepsine a été étudiée à 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 α 1-32 issus de l’hydrolyse par la 

pepsine de l’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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Figure 38: Évolution de la concentration des peptides de la famille α 1-32 générés au cours de 

l'hydrolyse pepsique de l'hémoglobine bovine (modèle : lignes continues et expérimental : 

points) à différent pH (a) pH 3,5, (b) à pH 4,5 et (c) à pH 5,5 
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Figure 39 : Évolution de la concentration des peptides de la famille α 1-32 générés au cours 

de l'hydrolyse pepsique du cruor bovin (modèle : lignes continues et expérimental : points) à 

différent pH (a) pH 3,5, (b) à pH 4,5 et (c) à pH 5,5 
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La figure 38 et la figure 39 montrent que les données expérimentales de la cinétique 

l’hydrolyse de l'hémoglobine et le cruor bovins et les prédictions du modèle sont en bon 

accord pour les peptides de la famille α 1-32 générés lors de l’hydrolyse pepsique de 

l'hémoglobine et le cruor bovins pour tous les pH avec une NRMSD moyenne de 2,05%.  

Les valeurs des constantes apparentes de vitesse à différents pH du peptide α 1-32 issu de 

l'hémoglobine sont données dans le tableau 20.
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Tableau 20:Valeurs des constantes apparentes de la vitesse et paramètres de l'équation de la droite du pH en fonction des constantes du peptide α 

1-32 issu de l'hémoglobine et du cruor bovins 

pH 

3,5 4,5 5,5 Coefficient de 

détermination (R2) 

 

Linéarisation 

pente (a) b 

 
Hémoglobine cruor Hémoglobine cruor Hémoglobine cruor Hémoglobine cruor Hémoglobine cruor Hémoglobine cruor 

k1 (h-1) 4,63 4,19 3,11 2,80 1,45 1,32 0,99 0,99 -1,59 -1,43 10,22 9,23 

k2 (h-1) 2,62 2,30 1,79 1,61 0,84 0,72 0,98 0,99 -0,89 -0,79 5,74 5,09 

k3 (h-1) 0,87 0,79 0,60 0,54 0,28 0,26 0,99 0,96 -0,30 -0,26 1,91 1,71 

k4 (h-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 

k5 (h-1) 1,62 1,45 1,10 0,99 0,51 0,46 0,99 0,99 -0,55 -0,50 3,57 3,20 

k6 (h-1) 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 (h-1) 0,79 0,75 0,48 0,43 0,22 0,19 0,99 0,99 -0,29 -0,28 1,80 1,73 

k8 (h-1) 0,08 0,08 0,05 0,05 0,03 0,02 0,99 0,99 -0,03 -0,03 0,19 0,17 

k9 (h-1) 181,95 162,39 173,51 156,16 149,65 132,98 0,93 0,99 -1,15 14,70 241,05 216,68 

k10 (h-1) 29,00 26,10 24,60 22,14 18,64 16,07 0,99 0,94 -5,18 -5,02 47,39 44,01 

k11 (h-1) 53,04 47,62 47,92 43,13 44,97 40,99 0,98 0,99 -4,03 -3,31 66,80 58,83 

k14 (h-1) 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 à pH 3,5. Ceci est 

en accord avec les travaux de (Schlamowitz et Peterson, 1959) qui ont déclaré à ce sujet que 

la pepsine a une activité optimale à pH d’environ 1,5-3,5 avec des protéines dénaturées. En 

effet, chaque enzyme a un intervalle de pH approprié qui contribue à l'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 l’hydrolyse pepsique de l’hémoglobine 

bovine , influence la vitesse de catalyse, et que certaines liaisons devenaient plus accessibles à 

la pepsine. Le pH 5,5, en présence d’urée, permet à la pepsine d’accéder plus facilement à 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 l'équation d'une droite (tableau 20) : 

k = a * x + b  

où k est la constante de vitesse apparente (s -1), x est le pH, a est la pente de la courbe b est 

l'ordonnée à l'origine. 

VI-2-3- Effet du rapport enzyme/substrat sur la cinétique d’hydrolyse pepsique du peptide α 1-32 

issu de l’hémoglobine et du cruor bovins 

L'évolution de la concentration des peptides issus de l’hydrolyse pepsique du peptide α 1-32 

issu de l’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 α 1-32 synthétisé puisque 

dans l'hémoglobine, il y a environ dix fois plus de liaisons peptidiques à hydrolyser par la 

pepsine). Les valeurs des constantes apparentes de vitesse à différents rapports 

enzyme/substrat sont données dans le tableau 21.  
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Tableau 21: Valeurs des constantes apparentes de vitesse à différents rapports E/S (T=23°C, 

pH=4,5) 

E/S 1/5 1/11 1/20 

  Hémoglobine cruor Hémoglobine cruor Hémoglobine cruor 

k1 (h-1) 3,15 2,81 3,11 2,80 2,95 2,66 

k2 (h-1) 1,82 1,62 1,79 1,61 1,68 1,63 

k3 (h-1) 0,63 0,54 0,60 0,54 0,57 0,51 

k4 (h-1) 0,58 0,52 0,56 0,51 0,50 0,47 

k5 (h-1) 1,08 0,98 1,10 0,99 1,05 0,96 

k6 (h-1) 0,58 0,54 0,59 0,53 0,54 0,50 

k7 (h-1) 0,46 0,45 0,48 0,43 0,46 0,41 

k8 (h-1) 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 

k9 (h-1) 174,48 156,14 173,51 156,16 168,83 149,35 

k10 (h-1) 24,62 22,15 24,60 22,14 23,37 21,03 

k11 (h-1) 48,05 43,25 47,92 43,13 45,52 41,97 

k14 (h-1) 72,91 64,77 71,83 64,65 69,24 61,42 

Les résultats présentés par le tableau 21, montrent que les cinétiques ont été légèrement 

accélérées avec l'augmentation de la valeur du rapport enzyme/substrat de 1/20 à 1/11. On 

remarque également que la vitesse de la cinétique est restée constante pour l’intervalle du 

rapport E/S entre 1/5 et 1/11. Ce qui peut être expliqué par le fait qu’à 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 l’augmentation de sa 

concentration sera sans effet sur la vitesse d’hydrolyse de l’hémoglobine et du cruor bovins. 

Ces observations sont en accord avec les hypothèses posées au début de notre travail qui 

suggèrent que les réactions enzymatiques mises en jeu lors de l’hydrolyse pepsique du peptide 

α 1-32, sont irréversibles et que l’effet de la concentration de l'enzyme est négligeable en 

considérant qu’il y avait toujours assez d’enzyme pour la réalisation de l'hydrolyse du 

substrat. 

IV-2-4- Validation du modèle de la cinétique enzymatique d’hydrolyse du peptide α 1-32 issu de 

l’hémoglobine et du cruor bovins 

Le modèle proposé a permis de prédire la cinétique de l'hydrolyse du peptide α 1-32 issu de 

l’hydrolyse de l'hémoglobine et du cruor bovins, les constantes apparentes de vitesse de 
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réaction et les concentrations des peptides d'intérêt à chacune des températures entre 15 et 

37°C et à chaque pH compris entre 3,5 et 4,5. 

Pour valider les prédictions du modèle, deux hydrolyses de l'hémoglobine et du cruor bovins 

ont été effectuées une à 30° C (pH= 4,5 et E/S=1/11), et une à pH 5 (T=23°C et E/S=1/11). 

Les résultats obtenus ont été comparés aux valeurs prédites pour la même température et le 

même pH à l'aide du modèle mathématique. La cinétique prédite par le modèle et les résultats 

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

43 pour le pH. 

 

Figure 40: Comparaison des cinétiques prédites (lignes) et expérimentales (motifs) à une 

température de 30°C des peptides générés à partir du peptide α 1-32 au cours de l'hydrolyse 

de l'hémoglobine bovine (E/S=1/11, pH=4,5) 
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Figure 41: Comparaison des cinétiques prédites (lignes) et expérimentales (motifs) à un pH 5 

des peptides générés à partir du peptide α 1-32 au cours de l'hydrolyse de l'hémoglobine 

bovine (E/S=1/11, T = 23°C)  

 

Figure 42: Comparaison des cinétiques prédites (lignes) et expérimentales (motifs) à une 

température de 30°C des peptides générés à partir du peptide α 1-32 au cours de l'hydrolyse 

du cruor bovin (E/S=1/11, pH=4,5) 
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Figure 43: Comparaison des cinétiques prédites (lignes) et expérimentales (motifs) à un pH 5 

des peptides générés à partir du peptide α 1-32 au cours de l'hydrolyse du cruor bovin 

(E/S=1/11, T=23°C) 

Comme les montrent les figures 40-43, les résultats expérimentaux obtenus sont en très bon 

accord avec ceux prédits par le modèle (NRMSD entre 1,81 et 2,13%). Cette validation a 

confirmé que le modèle proposé est en mesure de prédire l'évolution de la concentration des 

peptides étudiés au cours de l'hydrolyse à la pepsine de l’hémoglobine et du cruor bovins à 

une température donnée dans l'intervalle de 15 à 37 ° C et à un pH donné dans la plage de 3,5 

à 5,5. 

Au cours de ce paragraphe, on a présenté les résultats de la modélisation pour l’hémoglobine 

et le cruor bovins, et une très grande similitude était observée pour les résultats des deux 

substrats. Pour le reste de ce chapitre, on présentera seulement les résultats pour 

l’hémoglobine bovine. 

V- Modélisation de la cinétique d’hydrolyse de la famille α 107-

141 issue de l’hydrolyse de l’hémoglobine et du cruor bovins 

V-1- Détermination du schéma réactionnel de la famille α107-141 issu de 

l’hydrolyse de l’hémoglobine bovine 

Les analyses de l'hydrolysat de l’hémoglobine bovine par CLHP et par spectrométrie de 

masse ont permis d’identifier les peptides de la famille α 107-141 et de suivre l’apparition et 

la disparition des différents peptides de cette famille, grâce à ces résultats un schéma 

réactionnel de l’hydrolyse du peptide α 107-141 a pu être établi (figure 44).  
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                                              k1                                     k7 

 

        

                                                        k2 
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                              k8                        k9                     k10 

                                                               

                                                         

Figure 44: Schéma réactionnel de l’hydrolyse du peptide α107-141 

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

fragment α 107-141 de la chaîne α de l’hémoglobine bovine se clive en premier temps pour 

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

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

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

donner finalement un peptide finale α 110-117. 

V-2- Modèle cinétique de l’hydrolyse de la famille des peptides dérivés du 

peptide α 107-141 issu de l’hémoglobine ou du cruor bovins 

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

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

précision la cinétique d’hydrolyse du peptide α 107-141. Les mêmes hypothèses décrites 

précédemment sont prises en considérations et sur la base de ces hypothèses et grâce au 

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

dérivés du peptide α 107-141 issu de l’hémoglobine ou du cruor bovins dans le temps a été 

décrite selon le système d'équations différentielles suivant: 

k6 

α107-141 

 

α107-136 

 

α137-141 

 

α110-136 

 

α110-128 

 

α110-125 

 

α110-122 

 

α110-117 
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 𝑑𝛼107−141

𝑑𝑡
= −(𝑘1 + 𝑘7)𝛼107−141                                                                                              

 𝑑𝛼137−141

𝑑𝑡
= 𝑘7𝛼107−141                                                                                                           

  𝑑𝛼107−136

𝑑𝑡
= 𝑘1𝛼107−141 − 𝑘2𝛼107−136                                                                                     

  𝑑𝛼110−136

𝑑𝑡
= 𝑘2𝛼107−136 − (𝑘3 + 𝑘4 + 𝑘5 + 𝑘6)𝛼110−136                                                       

  𝑑𝛼110−128

𝑑𝑡
= 𝑘3𝛼110−136 − 𝑘8𝛼110−128                                                                                   

  𝑑𝛼110−125

𝑑𝑡
= 𝑘4𝛼110−136 − 𝑘9𝛼110−125                                                                                    

  𝑑𝛼110−122

𝑑𝑡
= 𝑘5𝛼110−136 − 𝑘10𝛼110−122                                                                                  

  𝑑𝛼110−117

𝑑𝑡
= 𝑘6𝛼110−136 + 𝑘8𝛼110−128 + 𝑘9𝛼110−125 + 𝑘10𝛼110−122                                   

α : la concentration de la chaine α de l’hémoglobine ou du cruor bovins 

𝛼107−141: la concentration du peptide 𝛼107−141 

𝛼137−141: la concentration du peptide 𝛼137−141 

𝛼107−136: la concentration du peptide 𝛼107−136 

𝛼110−136: la concentration du peptide 𝛼110−136 

𝛼110−128: la concentration du peptide 𝛼110−128 

𝛼110−125: la concentration du peptide 𝛼110−125 

𝛼110−122: la concentration du peptide 𝛼110−122 

𝛼110−117: la concentration du peptide 𝛼110−117 

La résolution de ce système d’équations différentielles a permis l’obtention des équations de 

la concentration au cours du temps des peptides de la famille du peptide α 107-141 obtenus 

par l'hydrolyse pepsique l’hemoglobine ou du cruor bovins qui sont présentées par le tableau 

22. 
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Tableau 22 : Équations de la concentration au cours du temps des peptides de la famille du peptide α 107-141 obtenus par l'hydrolyse pepsique 

l’hemoglobine ou du cruor bovins 

Peptides Équations différentielles Équations de la concentration au cours du temps d’hydrolyse 

α 107-141  𝑑𝛼107−141

𝑑𝑡
= −(𝑘1 + 𝑘7)𝛼107−141     

𝑰𝟏𝟎𝟕−𝟏𝟒𝟏(𝒕) = 𝐼0 𝑒−(𝑘1+𝑘7)𝑡   

Avec I0 =100% (pourcentage du peptide α 107-141 à t=0) 

α 137-141   𝑑𝛼137−141

𝑑𝑡
= 𝑘7𝛼107−141   𝑰𝟏𝟑𝟕−𝟏𝟒𝟏    (𝑡) =

−𝑘7𝐼0

(𝑘1+𝑘7)      
(𝑒−(𝑘1+𝑘7)𝑡   ) + 𝐾𝛼137−141

  avec 𝐾𝛼137−141
=  −𝑰𝟏𝟑𝟕−𝟏𝟒𝟏  (𝑡 = 0) 

 
α 107-136   𝑑𝛼107−136

𝑑𝑡
= 𝑘1𝛼107−141 − 𝑘2𝛼107−136    𝑰𝟏𝟎𝟕−𝟏𝟑𝟔    (𝑡) =

𝑘1𝐼0

(𝑘2 ) −  (𝑘1 + 𝑘7)       
[(𝑒−(𝑘1+𝑘7)𝑡   −  𝑒−𝑘2𝑡  )]   

α 110-136   𝑑𝛼110−136

𝑑𝑡
= 𝑘2𝛼110−136 − (𝑘3 + 𝑘4 + 𝑘5

+ 𝑘6)𝛼110−136    

𝑰𝟏𝟏𝟎−𝟏𝟑𝟔    (𝑡) = 𝑋(𝑒−(𝑘1+𝑘7)𝑡   −  𝑒−(𝑘3+𝑘4     +𝑘5+𝑘6     )𝑡  ) − 𝑌(𝑒−(𝑘2)𝑡   −  𝑒−(𝑘3+𝑘4     +𝑘5+𝑘6     )𝑡  )]   

X=
𝑘2𝑘1𝐼0

[𝑘2− (𝑘1+𝑘7)][ (𝑘3+𝑘4+𝑘5+𝑘6 )− (𝑘1+𝑘7) ]      
;Y=

𝑘2𝑘1𝐼0

[𝑘2− (𝑘1+𝑘7)][ (𝑘3+𝑘4+𝑘5+𝑘6 )− (𝑘2) ]}      
 

α 110-128   𝑑𝛼110−128

𝑑𝑡
= 𝑘3𝛼110−136 − 𝑘8𝛼110−128   

 

𝑰𝟏𝟏𝟎−𝟏𝟐𝟖    (𝑡) =
𝐴

(𝑘8 ) −  (𝑘1 + 𝑘7     )       
[(𝑒−(𝑘1+𝑘7 )𝑡   −  𝑒−𝑘8𝑡  )]

+
𝐵

(𝑘8 ) −  (𝑘3 + 𝑘4 + 𝑘5 + 𝑘6)       
[(𝑒−(𝑘3+𝑘4+𝑘5+𝑘6)𝑡   −  𝑒−𝑘8𝑡  )]

+
𝐶

(𝑘8 ) −  (𝑘2)       
[(𝑒−(𝑘2)𝑡   −  𝑒−𝑘8𝑡  )]

+
𝐷

(𝑘8 ) −  (𝑘3 + 𝑘4 + 𝑘5 + 𝑘6)       
[(𝑒−(𝑘3+𝑘4+𝑘5+𝑘6)𝑡   −  𝑒−𝑘8𝑡  )]    

𝑨 = 𝑘3𝑋; 𝑩 = −𝐴 ; 𝑪 = −𝑘3𝑌 ; 𝑫 = −𝐶 
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α 110-125   𝑑𝛼110−125

𝑑𝑡
= 𝑘4𝛼110−136 − 𝑘9𝛼110−125   

 

𝑰𝟏𝟏𝟎−𝟏𝟐𝟓    (𝑡) =
𝐸

(𝑘9 ) −  (𝑘1 + 𝑘7     )       
[(𝑒−(𝑘1+𝑘7 )𝑡   −  𝑒−𝑘9𝑡  )]

+
𝐹

(𝑘9 ) −  (𝑘3 + 𝑘4 + 𝑘5 + 𝑘6)       
[(𝑒−(𝑘3+𝑘4+𝑘5+𝑘6)𝑡   − 𝑒−𝑘9𝑡  )]

+
𝐺

(𝑘9 ) −  (𝑘2)       
[(𝑒−(𝑘2)𝑡   −  𝑒−𝑘9𝑡  )]

+
𝐻

(𝑘9 ) −  (𝑘3 + 𝑘4 + 𝑘5 + 𝑘6)       
[(𝑒−(𝑘3+𝑘4+𝑘5+𝑘6)𝑡   −  𝑒−𝑘8𝑡  )]    

𝑬 = 𝑘4𝑋 ; 𝑭 = −𝐸 ; 𝑮 = −𝑘4𝑌 ;  𝑯 = −𝐺 
α 110-122   𝑑𝛼110−122

𝑑𝑡
= 𝑘5𝛼110−136 − 𝑘10𝛼110−128   

 

𝑰𝟏𝟏𝟎−𝟏𝟐𝟐    (𝑡) =
𝐼

(𝑘10 ) −  (𝑘1 + 𝑘7     )       
[(𝑒−(𝑘1+𝑘7 )𝑡   −  𝑒−𝑘10𝑡  )]

+
𝐽

(𝑘10 ) −  (𝑘3 + 𝑘4 + 𝑘5 + 𝑘6)       
[(𝑒−(𝑘3+𝑘4+𝑘5+𝑘6)𝑡   − 𝑒−𝑘10𝑡  )]

+
𝐾

(𝑘10 ) −  (𝑘2)       
[(𝑒−(𝑘2)𝑡   −  𝑒−𝑘10𝑡  )]

+
𝐿

(𝑘10 ) −  (𝑘3 + 𝑘4 + 𝑘5 + 𝑘6)       
[(𝑒−(𝑘3+𝑘4+𝑘5+𝑘6)𝑡   −  𝑒−𝑘10𝑡  )]    

𝑰 = 𝑘5𝑋 ; 𝑱 = −𝐼 ; 𝑲 = −𝑘5𝑌 ; 𝑳 = −𝐾 
α 110-117   𝑑𝛼110−117

𝑑𝑡
= 𝑘6𝛼110−136 + 𝑘8𝛼110−128

+ 𝑘9𝛼110−125 + 𝑘10𝛼110−122  

 

𝑰𝟏𝟏𝟎−𝟏𝟏𝟕   (𝑡) = 𝑘6𝑋 (
𝑒−(𝑘3+𝑘4 +𝑘5+𝑘6  )𝑡  

(𝑘3 + 𝑘4 + 𝑘5 + 𝑘6  )
−  

𝑒−(𝑘1+𝑘7)𝑡   

(𝑘1 + 𝑘7)
)

− 𝑘6𝑌 (
𝑒−(𝑘3+𝑘4 +𝑘5+𝑘6  )𝑡  

(𝑘3 + 𝑘4 + 𝑘5 + 𝑘6  )
−  

𝑒−(𝑘2)𝑡   

(𝑘2)
) 

+  
𝐴𝑘8

(𝑘8 )– (𝑘1 + 𝑘7     )       
[(

𝑒−(𝑘8)𝑡  

(𝑘8)
− 

𝑒−(𝑘1+𝑘7)𝑡   

(𝑘1 + 𝑘7)
)]

+
𝐵𝑘8

(𝑘8 )– (𝑘3 + 𝑘4 + 𝑘5 + 𝑘6)       
[(

𝑒−(𝑘8)𝑡  

(𝑘8)
−  

𝑒−(𝑘3+𝑘4 +𝑘5+𝑘6  )𝑡  

(𝑘3 + 𝑘4 + 𝑘5 + 𝑘6  )
)] 
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+
𝐶𝑘8

(𝑘8 )– (𝑘2)       
[(

𝑒−(𝑘8)𝑡  

(𝑘8)
−  

𝑒−(𝑘2)𝑡   

(𝑘2)
)]

+
𝐷𝑘8

(𝑘8 )– (𝑘3 + 𝑘4 + 𝑘5 + 𝑘6)       
[(

𝑒−(𝑘8)𝑡  

(𝑘8)
−  

𝑒−(𝑘3+𝑘4 +𝑘5+𝑘6  )𝑡  

(𝑘3 + 𝑘4 + 𝑘5 + 𝑘6  )
)] 

+
𝐸𝑘9

(𝑘9 )– (𝑘1 + 𝑘7     )       
[(

𝑒−(𝑘9)𝑡  

(𝑘9)
− 

𝑒−(𝑘1+𝑘7)𝑡   

(𝑘1 + 𝑘7)
)]

+
𝐹𝑘9

(𝑘9 )– (𝑘3 + 𝑘4 + 𝑘5 + 𝑘6)       
[(

𝑒−(𝑘9)𝑡  

(𝑘9)
−  

𝑒−(𝑘3+𝑘4 +𝑘5+𝑘6  )𝑡  

(𝑘3 + 𝑘4 + 𝑘5 + 𝑘6  )
)] 

+
𝐺𝑘9

(𝑘9 )– (𝑘2)       
[(

𝑒−(𝑘9)𝑡  

(𝑘9)
−  

𝑒−(𝑘2)𝑡   

(𝑘2)
)]

+
𝐻𝑘9

(𝑘9 )– (𝑘3 + 𝑘4 + 𝑘5 + 𝑘6)       
[(

𝑒−(𝑘9)𝑡  

(𝑘9)
−  

𝑒−(𝑘3+𝑘4 +𝑘5+𝑘6  )𝑡  

(𝑘3 + 𝑘4 + 𝑘5 + 𝑘6  )
)] 

+
𝐼𝑘10

(𝑘10 )– (𝑘1 + 𝑘7     )       
[(

𝑒−(𝑘10)𝑡  

(𝑘10)
−  

𝑒−(𝑘1+𝑘7)𝑡   

(𝑘1 + 𝑘7)
)]

+
𝐽𝑘10

(𝑘10 )– (𝑘3 + 𝑘4 + 𝑘5 + 𝑘6)       
[(

𝑒−(𝑘10)𝑡  

(𝑘10)
−  

𝑒−(𝑘3+𝑘4 +𝑘5+𝑘6  )𝑡  

(𝑘3 + 𝑘4 + 𝑘5 + 𝑘6  )
)] 

+
𝐾𝑘10

(𝑘10 )– (𝑘2)       
[(

𝑒−(𝑘10)𝑡  

(𝑘10)
−  

𝑒−(𝑘2)𝑡   

(𝑘2)
)]

+
𝐿𝑘10

(𝑘10 )– (𝑘3 + 𝑘4 + 𝑘5 + 𝑘6)       
[(

𝑒−(𝑘10)𝑡  

(𝑘10)
−  

𝑒−(𝑘3+𝑘4 +𝑘5+𝑘6  )𝑡  

(𝑘3 + 𝑘4 + 𝑘5 + 𝑘6  )
)] 

+𝐾𝛼110−117
                 

 
avec 𝐾𝛼110−117

=  −𝑰 𝟏𝟏𝟎−𝟏𝟏𝟕   à 𝑡 = 0 
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La cinétique du peptide α 107-141issu de l’hydrolyse de l’hémoglobine par la pepsine a été 

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

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

cinétique de la concentration des peptides de la famille α 107-141 générés lors de l'hydrolyse 

pepsique de l’hémoglobine bovine. Les valeurs des constantes apparentes de vitesse (k1 à k10) 

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

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

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

Tableau 23: Valeurs des constantes apparentes de vitesse et paramètres de l'équation 

d'Arrhenius en fonction de la température du peptide α 107-141 issu de l'hémoglobine bovine 

T (K) 288 296 310 
Coefficient de 

determination (R2) 

Énergie d’activation 

(J.mol-1) 

k1 (h-1) 66,18 97,90 143,23 0,99 3 071,67 

k2 (h-1) 35,77 52,80 85,25 0,97 3 487,11 

k3 (h-1) 1,38 2,13 3,23 0,98 3 368,43 

k4 (h-1) 7,60 10,92 17,74 0,99 3 414,36 

k5 (h-1) 4,96 7,39 11,84 0,99 3 489,11 

k6 (h-1) 4,89 7,20 12,45 0,96 3 772,76 

k7 (h-1) 28,71 41,97 61,39 0,99 3 026,34 

k8 (h-1) 0,04 0,07 0,11 0,98 4 036,70 

k9 (h-1) 0,0012 0,0006 0,0016 0,99 1 990,64 

k10 (h-1) 0,0109 0,0188 0,0199 0,97 2 249,30 
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Tableau 24: Valeurs des constantes apparentes de vitesse et paramètres de l’équation de la 

droite en fonction du pH du peptide α 107-141 issu de l'hémoglobine bovine 

pH 3,5 4,5 5,5 Coefficient de 

détermination (R2) 

linéarisation 

     Pente (a) b 

k1 (h-1) 145,98 97,90 48,66 0,96 -48,660 316,486 

k2 (h-1) 77,39 52,80 25,80 0,92 -25,796 168,078 

k3 (h-1) 2,92 2,13 0,97 0,93 -0,975 6,396 

k4 (h-1) 16,09 10,92 5,36 0,99 -5,365 34,936 

k5 (h-1) 10,67 7,39 3,56 0,95 -3,558 23,217 

k6 (h-1) 10,58 7,20 3,53 0,93 -3,527 22,977 

k7 (h-1) 63,25 41,97 21,08 0,96 -21,083 13,.976 

k8 (h-1) 0,09 0,07 0,03 0,99 -0,032 0,205 

k9 (h-1) 0,008 0,0006 0,003 0,92 -0,003 0,017 

k10 (h-1) 0,0271 0,0188 0,009 0,92 -0,009 0,059 

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

l’hydrolyse de l’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 

l’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 α 107-141  

La cinétique de l’hydrolyse du peptide α 107-141 par la pepsine a été étudiée à 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  l’augmentation la température. 
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Figure 45: Évolution de la concentration des peptides de la famille α 107-141 générés au 

cours de l'hydrolyse pepsique de l'hémoglobine bovine (modèle : lignes continues et 

expérimental : points) à différentes températures (a) 15°C ; (b) 23°C et (c) 37°C 
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Les données expérimentales et celles du modèle pour la cinétique de concentration des 

peptides de la famille α 107-141 présentés dans la figure 45 montrent que les résultats 

expérimentaux et les prédictions du modèle sont en bon accord pour toutes les températures 

étudiées avec une NRMSD moyenne de 2,67 %. Par conséquent, le modèle proposé est apparu 

comme pertinent pour décrire les cinétiques de concentration des peptides de la famille α107-

141 lors de l’hydrolyse pepsique de l’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 R2 présentées par le tableau 23 (0,92-0,99) montrent que la cinétique 

d’hydrolyse par la pepsine des peptides de la famille α107-141 issus de l’hémoglobine bovine 

suit bien l'équation d’Arrhenius. 

V-2-2- Effet du pH sur la cinétique de l’hydrolyse du peptide α 107-141 issu de l’hydrolyse par la 

pepsine de l’hémoglobine bovine 

L'évolution de la concentration des peptides de la famille α107-141 issus de l’hydrolyse par la 

pepsine de l’hémoglobine bovine à 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 à un 

pH de 3,5.  
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Figure 46: Évolution de la concentration des peptides de la famille α 107-141 générés au 

cours de l'hydrolyse pepsique de l'hémoglobine bovine (modèle : lignes continues et 

expérimental : points) à différent pH (a) pH 3,5 (b) ; à pH 4,5 et (c) à pH 5,5  
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La figure 46 montre que les données expérimentales de la cinétique d’hydrolyse des peptides 

de la famille α 107-141 et les prédictions du modèle sont en bon accord pour tous les pH 

étudiés avec une moyenne de NRMSD de 4,03 %. Ce modèle 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 l'équation d’une droite (tableau 24). 

Sur la base des données expérimentales et du schéma réactionnel établi, un modèle a été 

proposé pour décrire la cinétique de la concentration des peptides générés lors de l'hydrolyse 

de peptides α 107-141. Un bon accord a été observé entre le modèle 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 α 107-

141 issu de l’hémoglobine ou du cruor bovins 

L'évolution de la concentration des peptides obtenus lors de l’hydrolyse pepsique du peptide α 

107-141 issu de l’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 à différents rapports enzyme/substrat sont données dans 

le tableau 25.  

Tableau 25 : Valeurs des constantes apparentes de vitesse à différents rapports E/S  

(T=23°C, pH=4,5) 

E/S 1/5 1/11 1/20 

k1 (h-1) 98,39 97,90 95,94 

k2 (h-1) 53,06 52,80 51,74 

k3 (h-1) 2,14 2,13 2,09 

k4 (h-1) 10,97 10,92 10,70 

k5 (h-1) 7,43 7,39 7,24 

k6 (h-1) 7,24 7,20 7,06 

k7 (h-1) 42,18 41,97 41,13 

k8 (h-1) 0,0704 0,0700 0,0686 

k9 (h-1) 0,0060 0,0060 0,0059 

k10 (h-1) 0,0189 0,0188 0,0184 

k11 (h-1) 98,39 97,90 95,94 

k14 (h-1) 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 α 1-32, 

les cinétiques ont été très légèrement accélérées avec l'augmentation de la valeur du rapport 

enzyme/substrat de 1/20 à 1/11 et que la vitesse de la cinétique est restée constante pour 

l’intervalle du rapport E/S entre 1/5 et 1/11. Ces observations sont en accord avec les 

hypothèses émises au début de notre travail qui suggèrent que les réactions enzymatiques 

mises en jeu lors de l’hydrolyse pepsique du peptide α 107-141, sont irréversibles et que 

l’effet de la concentration de l'enzyme est négligeable en considérant qu’il y avait toujours 

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

V-2-4- Validation du modèle de la cinétique enzymatique d’hydrolyse du peptide α 107-141 issu de 

l’hémoglobine bovine 

Le modèle proposé a permis de prédire les constantes de réaction d'hydrolyse du peptide α 

107-141 et les concentrations des peptides d'intérêt à chacune des températures entre 15 et 

37°C et à chaque pH compris entre 3,5 et 4,5. Pour valider les prédictions du modèle, des 

expériences ont été effectuées à 30°C (pH=4,5 et E/S=1/11) ou à un pH de 5 (T=23°C et 

E/S=1/11). Les résultats obtenus ont été comparés aux valeurs prédites en utilisant le modèle 

mathématique pour la même température et du même pH. Les données expérimentales et 

celles proposées par le modèle pour la cinétique des peptides de la famille α107-141 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) à 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 à partir du peptide α 107-141 au cours de l'hydrolyse de l'hémoglobine bovine 
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La figure 47 montre que les résultats expérimentaux obtenus sont en très bon accord avec les 

valeurs prédites par le modèle (NRMSD = 2,10%). Cette validation a confirmé que le modèle 

proposé est en mesure de prédire l'évolution de la concentration des peptides étudiés au cours 

de l'hydrolyse de l’hémoglobine bovine à une température donnée dans l'intervalle de 15 à 37 

° C et à un pH donné dans la plage de pH 3,5 à 5,5.  

Conclusion 

Nous avons pu montrer dans ce chapitre que dans les conditions dénaturantes (urée 6M), 

l’hémoglobine bovine, purifiée ou à partir du cruor bovin, s’hydrolyse selon un mécanisme 

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

Deux familles de ces peptides : α 107-141 et α 1-32, qui ont présenté une activité 

antibactérienne contre quatre souches bactériennes, ont pu être identifiées et caractérisées par 

CLHP et SM. Ainsi, on a pu déterminer les schémas réactionnels décrivant les réactions 

parallèles et consécutives qui ont lieu au cours de l’hydrolyse pepsique de ces deux familles 

actives à partir de l’hémoglobine et cruor bovins.  

Un modèle mathématique basé sur le mécanisme proposé, a été développé pour décrire la 

cinétique de l’hydrolyse des peptides des familles α 107-141 et α 1-32 issus de l’hémoglobine 

ou du cruor. 

L’équation d’Arrhenius a été utilisée pour étudier l’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 

modèle 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 modèle a 

pu évaluer sa capacité à prévoir la cinétique de l'hydrolyse des peptides de la famille α 107-

141 et de la famille α 1-32 issus de l’hémoglobine et du cruor bovins dans la plage de 

température de 15 à 37° C (un rapport enzyme/substrat 1/11 et à pH 4,5) et dans l’intervalle 

de pH entre 3,5 et 5,5 (un rapport enzyme/substrat 1/11et à 23°C). Ce modèle mathématique 

permettra de définir les conditions optimales pour la production de divers peptides ayant une 

activité antibactérienne à partir de l'hydrolyse des peptides α 107-141 et α 1-32 issus de 

l’hémoglobine ou du cruor bovins. 
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CHAPITRE 3 : ÉTUDE STRUCTURE-FONCTION DES 

PEPTIDES ANTIBACTÉRIENS α 1-32 ET α 137-141 

ISSUS DE L’HYDROLYSE PEPSIQUE DE 

L’HÉMOGLOBINE 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 α 1-

32 et α 137-141 issus de l’hydrolyse pepsique de 

l’hémoglobine bovine 

La relation entre la structure des peptides antibactériens et leurs activités ont fait l’objet de 

nombreuses études, 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, l’hydrophobicité, l’amphiphilie ou encore le degré de 

structuration sont des facteurs spécifiques à chaque peptide (Boman et al., 1987; Gennaro et 

Zanetti, 2000). 

Plusieurs techniques classiques sont utilisées pour mettre en évidence l’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 

l’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 à 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 à 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 

à savoir la perméabilité sélective, le maintien du gradient de concentration, la synthèse du 

peptidoglycane, le transport de nutriments (Hancock et Chapple, 1999 ; Yeaman et Yount, 
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2003). De ce fait l’intégrité de la membrane cytoplasmique est nécessaire pour garantir à 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 perméabilité et d’endommagement de la membrane 

cytoplasmique (Chihib et al., 1999b; Yeaman et Yount, 2003). Le caractère hydrophobe de la 

bicouche lipidique rend la membrane cytoplasmique pratiquement imperméable aux ions 

inorganiques comme le K+ et le Na+. Le potassium représente l’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, l’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 l’ion potassium a été utilisé comme 

marqueur des perturbations de la perméabilité membranaire pour étudier le mode d’actions 

des peptides antibactériens α 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 α) et α 137-141 (petit peptide chargé positivement, avec un pourcentage 

élevé de structure en «Random coil») issus de l’hydrolyse pepsique de l’hémoglobine bovine. 

les peptides présentant les mêmes 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 α 

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

L'objectif de ce travail est d'étudier la relation structure-fonction des peptides antibactériens α 

1-32 et α 137-141 de l'hydrolyse pepsique de l'hémoglobine bovine en évaluant l’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 à l'action des peptides α 1-32 et α 137-141. Ajoutés à une solution 

concentrée de la Listeria innocua ces peptides peuvent entraîner une perte de potassium 

intracellulaire à travers la membrane bactérienne due aux pores causés à ce niveau. L'intensité 

de la fuite de potassium dans le milieu extracellulaire est directement liée à l’activité, au mode 

d’action du peptide ainsi qu’au nombre d'acides aminés, et à l'état de chaînes latérales (libres 

ou bloquées). Un film de polyéthylène basse densité, traité avec le plasma froid, greffé avec 

les deux peptides antibactérien α 1-32 et α 137-141 a ensuite été utilisé pour étudier leur 

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

le développement de bactéries pathogènes. 

I-1- Étude de la structure et des propriétés des peptides antibactériens α 1-

32 et α 137-141 issus de l’hydrolyse pepsique de l’hémoglobine bovine 

L’hémoglobine est une protéine «modèle» au sein du laboratoire ProBioGEM, de 

nombreuses études ont déjà été réalisées, dont notamment l’étude de l’obtention des peptides 

antibactériens à partir de l’hydrolyse pepsique de l’hémoglobine bovine. Plusieurs peptides 

antibactériens ont été obtenus, identifiés et classés en groupes selon leur structure. Le 

premier groupe regroupe les peptides présentant les mêmes 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 α (Powers et Hancock, 2003 ; Nedjar-Arroume et al., 2008). Le 

deuxième groupe est différent des antimicrobiens classiques. Il regroupe les petits peptides 

(5 à 9 acides aminés) chargés positivement, ne présentant pas ou peu de résidus hydrophobes, 

avec un pourcentage élevé 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 à l’étude de la relation structure-

fonction de deux peptides appartenant à ces deux groupes et dont la cinétique de libération 

lors de l’hydrolyse pepsique de l’hémoglobine bovine était déjà modélisée pendant les deux 

premiers chapitres, le peptide α 1-32 qui appartient au premier groupe et le peptide α 137-141 

qui appartient au deuxième. Afin de préciser la partie active du peptide α 137-141 des tests 

ont été également effectués sur les peptides synthétisés α 138-141 (SKYR) et α139-141 

(KYR). 

-Le peptide α 1-32 possède 32 acides aminés (VLSAADKGNVKAAWGKVGGHA 

AEYGAEALERM), 58% de structure en hélice α, 46% de résidus hydrophobe et une charge 

= +1 à pH 7. La Structure tridimensionnelle du peptide α 1-32 est donnée par la figure 48 

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

-Le peptide α 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 à pH 7. 

Les Structures tridimensionnelles du peptide α 137-141 et de ses dérivés (α 138-141 (SKYR) 

et α139-141 (KYR) sont données par la figure 49 (www.acdlabs.com). 
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Figure 49: Structure tridimensionnelle du peptide α 137-141 (a) et ses dérivés (b) α 138-141 

(SKYR) et (c) α139-141 (KYR) (www.acdlabs.com) 

I-2- Étude de l’hydrosolubilité et la liposolubilité des peptides 

antibactériens α 1-32 et α 137-141 issus de l’hydrolyse pepsique de 

l’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), q u i  est 

α 137-141 

α 138-141 

α 139-141 

http://www.acdlabs.com/
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habituellement présenté après avoir été transformé logarithmiquement (log P), est un 

indicateur du caractère lipophile d’une substance. Il est calculé à partir du rapport de 

concentrations du peptide soluble dans l’octanol et dans l’eau par l’équation : 

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

Les coefficients de partage log P du peptide α 1-32 et du peptide α 137-141(TSKYR) et de 

ses dérivés α 138-141 et α 139-141 (SKYR et KYR) ont été déterminés à l’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 α 1-32 et du peptide α 137-141et de ses dérivés α 138-141 et α 139-141. 

Tableau 26: Valeurs calculées de log P 

Peptides α 1-32 α 137-141 α 138-141 α 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 α 137-141, α 138-141 et α 139-141sont hydrophiles et 

ils se dissolvent dans l’eau et que le peptide α 139-141 est le plus lipophile ce qui favorisera 

sa diffusion à travers la membrane bactérienne par rapport aux peptides α 137-141 et α 138-

141. Par contre le peptide α 1-32 est le plus hydrophile d’entre eux sa diffusion à travers 

la membrane sera beaucoup plus difficile que celle des peptides α 137-141, α 138-141 et α 

139-141. 

I-3- Étude de l’activité antibactérienne des peptides issus de l’hydrolyse 

pepsique de l’hémoglobine bovine 

L’activité antimicrobienne du peptide α 1-32 et du peptide α 137-141et de ses dérivés α 138-

141 et α 139-141 a été testée en milieu liquide sur microplaque dans du milieu Müller-Hinton 

liquide contenant des concentrations décroissantes de peptides antibactériens. L’activité 

antibactérienne est détectée par l’absence de croissance dans les puits contenant la souche 

bactérienne et le peptide à la concentration testée.  

http://www.acdlabs.com/
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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 µM des peptides antibactériens contre quatre souches bactériennes : 

Escherichia coli, Listeria innocua, Salmonella enteritidis et Micrococcus luteus 

Peptides α 1-32 α 137-141 α 138-141 α 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 α 1-32, α 137-141, α 138-141 et α 139-141 ont monté une activité 

antibactérienne vis-à-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 α 137-141 

Afin de comprendre le mécanisme d’action du peptide antibactérien α 137-141 les fonctions 

chimiques présentes sur les résidus des acides aminés ont été modifiées en remplaçant la 

tyrosine par la phénylalanine pour comprendre le rôle du groupement OH, en bloquant 

l’extrémité N terminale et/ou l’extrémité C terminale du peptide : par l’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 l’arginine. 

La compréhension du mécanisme d’action du peptide antibactérien et la caractérisation de 

leur relation structure-fonction permettra d’améliorer l’activité antimicrobienne de ce peptide 

et d’orienter d’une manière sélective la réaction protéasique vers l’obtention des peptides 

les actifs.  

L’activité du peptide α 137-141 libre et modifié, a été évaluée en utilisant un milieu Mueller 

Hinton gélosé préalablement contaminé par : L. innocua, E. coli, S. enteridis et M. luteus.  

L’activité antimicrobienne est évaluée par l’apparition d’une zone d’inhibition au tour du 

puis de dépôt du peptide et les résultats sont donnés par le tableau 28. 
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Tableau 28: Activité du peptide α 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 α 137-141 libre présente une activité antibactérienne 

contre les quatre souches bactériennes. Cependant, quand la  Tyrosine est substituée par la 

Phénylalanine ou quand l’extrémité N-terminale et/ou l’extrémité C-terminale du peptide sont 

bloquées, il perd complétement son activité antibactérienne. 

II- Étude de la perméabilisation de la paroi bactérienne du 

Listeria innocua 

Le principe de cette étude est de suivre la concentration d e s  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- Étude du rôle du glucose dans le transport intermembranaire du 

potassium 

L’évolution de la concentration du potassium extracellulaire dans une suspension 

bactérienne de Listeria innocua incubée à 30°C avec et sans glucose (5g.L-1) a été étudié afin 

de déterminer le rôle du glucose dans le transport intermembranaire de cet ion.  

La figure 50 montre l’évolution de la concentration de K+ extracellulaire dans une 

suspension cellulaire concentrée de Listeria innocua en présence et en absence du glucose 

(5g.L-1) à 30°C.  
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Figure 50: Évolution de la concentration extracellulaire de l’ion K+ dans une suspension 

cellulaire concentrée de Listeria innocua avec et sans glucose (5g.L-1), les cellules sont 

incubées à 30°C 

Les résultats de la figure 50 montrent que l’addition du glucose aux cellules à 5 min 

d’incubation, induit un appauvrissement du milieu en ion K+. La consommation du glucose 

permet aux cellules la synthèse de l’ATP ce qui provoque l’activation des systèmes de 

transport des ions K+. Dans le milieu extracellulaire, la concentration de cet ion passe ainsi 

de 62 à 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- Étude de l’effet des peptides antibactériens α 1-32 et α 137-141 issus 

de l’hydrolyse pepsique de l’hémoglobine bovine sur le transport 

intermembranaire du potassium chez Listéria innocua 

Pour étudier l’effet des peptides antibactériens α 1-32 et α 137-141 issus de l’hydrolyse 

pepsique de l’hémoglobine bovine sur le transport intermembranaire du potassium chez 

Listéria innocua, les peptides antibactériens sont injectés à 20 min dans la suspension 

bactérienne de Listeria innocua incubée à 30°C avec glucose (5g.L-1). La cinétique des 

mouvements de K+ 
à 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). 

 

Figure 51: Évolution de la concentration extracellulaire des ions potassium dans une 

suspension cellulaire de Listeria innocua   

T=5min : glucose (5g.L-1) à T=20 min : peptides antibactériens 

Les résultats de la figure 51 montrent que l’addition des peptides engendre une sortie massive 

et rapide des ions potassium intracellulaires pour tous les peptides testés sauf pour le peptide 

α 1-32. 

Les résultats obtenus montrent que le peptide α 1-32 qui appartient au premier  groupe de 

pept ides  (grand nombre d’acides aminés, charge globale positive, un grand pourcentage de 

résidus hydrophobes et une structure secondaire en hélice α) est moins actif que les peptides 

du deuxième 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 α 137-141 et ses dérivés. Ces derniers ont une activité antibactérienne vis-à-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 α 137-141 et ses dérivés sont capables d'endommager 

la membrane bactérienne et que l'activité de ces peptides sur les liposomes (vésicules 

artificielles formée par des bicouches lipidiques jouant le rôle de la membrane bactérienne) 

était dépendante de valeurs de CMI. Ainsi, les valeurs de la CMI les plus basses ont conduit à 

la plus grande activité sur les liposomes. Ceci confirme la capacité de ces peptides à 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, l’hydrophobicité, 

l’amphiphilie ou encore le degré de structuration (Powers et Hancock, 2003). La modification 

de l’un de ces paramètres entraîne des changements plus ou moins significatifs de l’activité 

antimicrobienne (Dathe et al., 2001). 

Les peptides KYS, SKYR et TSKYR ont un effet immédiat sur la concentration 

extracellulaire de K+. Le peptide KYR semble être le peptide qui perméabilise le plus la 

membrane cellulaire de L. innocua. La concentration extracellulaire en ion K+ augmente 

de 16 mg.L-1 lorsque le peptide est ajouté. Cependant, la concentration en ions 

K
+

n’augmente que de 12 mg.L-1 et 10 mg.L-1 lorsque les peptides SKYR et TSKYR sont 

ajoutés aux suspensions cellulaires. 

II-3- Rôle des fonctions N-terminale et C-terminale dans l’activité 

antibactérienne du peptide α 137-141 issu de l’hydrolyse pepsique de 

l’hémoglobine bovine  

La caractérisation de la relation structure-fonction du peptide α 137-141 avec la fonction C 

et/ou N-terminale bloquée(s) était également étudiée et l’évolution de la concentration des 

ions K+ extracellulaires en présence de ce peptide modifié est présentée par la figure 52.  
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Figure 52: Évolution de la concentration des ions K+ extracellulaires en présence du peptide 

α137-141 avec la fonction C-terminale ou N-terminale bloquée et N et C-terminale bloquées 

La figure 5 2  montre que le blocage du côté C ou N terminal du peptide α 137-141 

affecte la quantité des ions K+ 
libérée après l’ajout du peptide antibactérien. En effet, une très 

légère augmentation de la concentration (1-2 mg.mL-1) a été mesurée. Cependant, quand les 

côtés C et N terminaux sont bloqués aucune augmentation dans la concentration en ions 

potassium extracellulaires. Ces résultats montrent l’importance de la structure native du 

peptide dans l’activité antibactérienne. 

Les modes d’action des peptides antibactériens sont très divers, ils sont capables soit de 

s’adsorber sur la cellule bactérienne et traverser l’enveloppe, plusieurs mécanismes de 

perméabilisation sont déjà 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 α137-141 est probablement celui d’une perméabilisation 

de la membrane entraînant une inhibition de la souche bactérienne L. innocua, par la fuite 

du contenu cellulaire notamment les ions potassium à 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 α 137-141 (TSKYR) pouvait interagir avec les membranes biologiques. Cette 

Glucose 
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interaction induit un changement de conformation du groupement phénolique de la tyrosine, 

permettant à la néokyotorphine de se fixer sur un récepteur membranaire. Ce qui explique la 

perte de l’activité antimicrobienne quand la Tyrosine était remplacée par la Phénylalanine 

dans le peptide. L’interaction se fait par l’intermédiaire de deux acides aminés, la Lysine et 

l’Arginine qui apportent les charges positives par leur groupement latérale hydrophile 

nécessaire pour interagir avec les charges négatives des phospholipides des acides 

lipoteichoïques présents à la surface de L. innocua. Ce qui explique la perte partielle ou totale 

de l’activité antimicrobienne quand on bloque les extrémités N-terminale et/ou C-terminale 

du peptide α 137-141. Catiau et al., (2011a) ont étudié l’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 chaîne α de l'hémoglobine 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 cœur hydrophobe de la membrane se fait par le caractère 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 façon à s’assembler. Cette aptitude à se lier est à l’origine de la formation des 

pores dans les membranes des bactéries (Yeaman et Yount., 2003). La croissance de 

l’activité antibactérienne est due principalement à la taille et au caractère lipophile de chaque 

peptide. Teixeira et al., (2012) ont rapporté que l’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 à travers la membrane (Teixeira et al., 

2012). Le blocage de l’une ou des deux fonctions latérales empêche le peptide de s’intégrer 

avec la membrane suite à la perte de son caractère amphiphile et de sa structuration en 

hélice α. 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 à un état inactif, où les peptides 

sont en petit ratio et ils sont à plat sur la membrane de la bactérie (Chen et al., 2003). Lorsque 

ce ratio augmente, les peptides vont s’orienter perpendiculairement à 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 l’action simultanée de plusieurs peptides (Brogden, 2005). 
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Pour le peptide α 1-32, le phénomène observé n’est pas le même que pour le peptide α 137-

141 et ses dérivés. 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 l’ADN, l’ARN et/ou des enzymes, et il peut inhiber différentes 

voies de synthèses. 

III- Valorisation des peptides antibactériens en emballage actif 

Les emballages antibactériens représentent actuellement une technique très intéressante pour 

maitriser le risque microbiologique liée à 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 remplaçant les conservateurs chimiques utilisés à cet 

effet (sulfites, nitrites, acides organiques...). L’objectif de ce chapitre est d’évaluer l'activité 

antibactérienne d’un film polyéthylène basse densité traité par le plasma froid et 

fonctionnalisé par les peptides antibactériens α 1-32 et α 137-141 afin de l’utiliser en 

emballage antibactérien. 

III-1- Évaluation qualitative de l'activité antibactérienne du film 

polyéthylène basse densité fonctionnalisé par les peptides antibactériens α 

1-32 ou α 137-141 

Les essais préliminaires réalisés lors de cette étude ont pour objectif d’étudier la possibilité de 

l’utilisation des peptides antibactériens α 1-32 et α 137-141, issus de l’hydrolyse pepsique de 

l’hémoglobine bovine, pour fonctionnaliser des surfaces modèles utilisant comme matériau 

d’emballage le polyéthylène basse densité (PEBD) traité avec du plasma à 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 à la 

surface des aliments est contrôlé grâce à l’application par enduction, à la surface d’un film à 

base de polyéthylène, d’une solution de peptides antibactériens α 1-32 et α 137-141 à une 

concentration de 19 mg.mL-1. 

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 l’activité antimicrobienne des films traités avec les peptides 

antibactériens α 1-32 et α 137-141 a été effectuée sur boîte de Petri sur milieu Mueller-Hinton 

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

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

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

(a)

(b) 

Photo 2: Activité des films fonctionnés par les peptides α1-32 (a) et α 137-141 (b) sur 

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

Les essais antibactériens qualitatifs (photo 2) réalisés après adsorption des peptides 

antibactériens α 1-32 et α 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-à-vis Listeria innocua et Salmonella enteridis après leur 

adsorption sur les films de PEBD. 

III-2- Évaluation quantitative de l'activité antibactérienne du film 

polyéthylène basse densité fonctionnalisé par les peptides antibactériens α 

1-32 ou α 137-141 

Ce test a permis d’étudier l’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 µL d’une suspension bactérienne de Listeria innocua a 109 UFC.mL-1 le tout 

incubé sous agitation à température ambiante. Des prélèvements 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 après des dilutions de 10-3 et 10-4 pour chaque prélèvement. Les résultats 

obtenus sont illustrés dans le tableau 29. 

Tableau 29: Cinétique de l'activité antibactérienne du film polyéthylène basse densité 

fonctionnalisé par les peptides antibactériens α 1-32 et α 137-141 en milieu liquide sur 

L.innocua 

  témoins (sans film) Avec film α137-141  Avec film α1-32 

Dilution  10 - 3  10 - 4 10 – 3 10 - 4 10 - 3 10 – 4 

Nombre de colonies   

T = 0 min 
127 33 127 33 127 33 

Nombre de colonies  

T = 5 min 
134 36 72 9 100 15 

Nombre de colonies  

T = 30 min 
139 40 68 7 89 12 

Le tableau 29 montre que le nombre de colonies diminue rapidement dans les boîtes contenant 

le prélèvement effectué dans le flacon contenant le film traité avec le peptide α 137-141, il 

passe de 33 colonies à t=0min à 9 colonies à t=5min, puis il se stabilise à t=30 min où il passe 

à 7 colonies. Le même effet est observé pour les boîtes ensemencées avec la suspension 

prélevée dans le flacon contenant le film traité avec le peptide α 1-32, le nombre de colonies 

passe de 33 à t=0 min à15 à t=5 min, puis 12 colonies à t=30 min. 
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Le témoin sans peptide manifeste une légère augmentation de la charge microbienne au cours 

de 30 min d’incubation, par contre le peptide α 137-141 montre une activité d’inhibition très 

importante vis-à-vis de Listeria innocua, avec un taux d’inhibition à t = 5 min égale à 72 %, et 

de 78 % à t = 30 min, alors que celui de α 1-32 est de 54 % à t = 5 min et de 36 % à t = 30 

min. 

Cela montre que l’application par enduction des peptides antibactériens α 1-32 et α 137-141 à 

la surface d’un film à base de polyéthylène traité par le plasma froid n’affecte pas son pouvoir 

antimicrobien vis-à-vis de Listeria innocua. 

La fonctionnalisation des emballages par des agents antimicrobiens a fait l'objet de plusieurs 

publications (Vojdani et Torres, 1990 ; Han et Floros, 1998). Des composés actifs ont été 

incorporés aux polymères 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 polymères. La plupart des études 

rapportées dans la littérature ont fait appel à 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 l’hydrolyse pepsique de l’hémoglobine bovine et la 

possibilité de les valoriser en emballage actif.  

Cette étude a consisté à une mise en évidence du mode d'action du peptide α 1-32 et du 

peptide α 137-141 et ses dérivés (α 138-141 α 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 l’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 l’état des fonctions latérales (libres ou bloquées). En effet, 

l’action antibactérienne du peptide α 137-141 a augmenté en diminuant le nombre d’acides 

aminés jusqu’à atteindre le déterminant antibactérien minimal (α 139-141 : KYR). Pour 

obtenir une image plus claire de cette relation et l'importance de l’hydrophobie et 
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amphiphilicité du peptide sur le pouvoir antibactérien, nous avons choisi de travailler avec le 

peptide α 137-141 peptide dont les deux fonctions latérales libres et avec le N et / ou C -

terminal bloqué. Le blocage de l’une ou des deux fonctions induit une perte partielle ou totale 

de son activité antimicrobienne. La néokyotorphine et ses deux peptides dérivés α 138-141 α 

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 α 1-32 est différent de celui de la α 137-141, il n’agit 

probablement pas sur la membrane mais sur des cibles intracellulaires.  

Les tests qualitatif et quantitatif de l'activité antibactérienne du film polyéthylène basse 

densité fonctionnalisé par les peptides antibactériens α 1-32 ou α 137-141 montrent que les 

deux peptides gardent leur activité contre Listeria innocua et Staphylococcus aureus après 

leurs adsorption sur des films en polyéthylène basse densité d’où l’intérêt de les utiliser 

comme emballages bioactifs pour la préservation des aliments contre le développement des 

bactéries pathogènes. 
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Conclusion générale 

Dans ces travaux, la cinétique de l’hydrolyse pepsique du peptide α 1-32 synthétisé a été 

étudiée à différentes températures (15°C, 23°C et 37°C), à différents pH (3,5 ; 4,5 et 5,5) et à 

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 parallèles qui ont lieu au cours de 

l’hydrolyse pepsique de ce peptide. Un modèle mathématique, par rapport au dispositif 

proposé, a été développé pour décrire la cinétique des peptides générés pendant l’hydrolyse 

du peptide α 1-32. Les constantes apparentes de vitesse des principales réactions ont été 

identifiées sur la base des données expérimentales, leur dépendance à la température été 

établie à l'aide des équations de type Arrhenius et leur dépendance au pH été établie à l'aide 

d’équation d’une droite. 

La validation du modèle proposé a été effectuée par la comparaison des résultats prédits par 

modèle de la cinétique d’hydrolyse du peptide α1-32 à une température donnée ou à pH donné 

avec les résultats expérimentaux, deux hydrolyses du peptide α 1-32, ont été effectuées une à 

30°C (pH= 4,5 et E/S=1/100), et une à pH 5 (T=23°C et E/S=1/100). Les résultats trouvés ont 

pu confirmer la capacité du modèle proposé de prévoir la cinétique de l'hydrolyse du peptide 

α 1-32 synthétisé dans la plage de température de 15 à 37°C (un rapport enzyme/substrat 

1/100 et à pH 4,5) et dans l’intervalle de pH entre 3,5 et 5,5 (un rapport enzyme/substrat 

1/100 et à 23°C). Ce modèle mathématique peut permettre de définir les conditions optimales 

pour la production de divers peptides intermédiaires et finaux ayant une activité 

antibactérienne à partir de l'hydrolyse pepsique du peptide α 1-32 synthétisé. 

Ce modèle a été ensuite généralisé sur deux familles de peptides antibactériens issus de 

l’hydrolyse pepsique de l’hémoglobine purifiée ou à partir du cruor bovin: α 1-32 et α 107-

141 après une étude de leurs schémas réactionnels et de leurs activités antibactériennes, un 

modèle mathématique décrivant la cinétique d’hydrolyse de chaque peptide a été établi et une 

très bonne corrélation entre les résultats expérimentaux et les prédictions du modèle a été 

observée.  
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Nous avons pu montrer dans ce travail que dans les conditions dénaturantes (urée 6M), 

l’hémoglobine bovine, purifiée ou à partir du cruor bovin, s’hydrolyse selon un mécanisme 

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

Deux familles de ces peptides : α 107-141 et α 1-32, qui ont présenté une activité 

antibactérienne contre quatre souches bactériennes, ont pu être identifiées et caractérisées par 

CLHP et SM. Ainsi, on a pu déterminer les schémas réactionnels décrivant les réactions qui 

ont lieu au cours de l’hydrolyse pepsique de ces deux familles bactériennes à partir de 

l’hémoglobine bovine.  

Un modèle mathématique basé sur le mécanisme proposé, a été développé pour décrire la 

cinétique de l’hydrolyse des peptides des familles α 107-141 et α 1-32 issus de l’hémoglobine 

ou du cruor. 

Le calcul des énergies d'activation pour les différentes réactions impliquées dans le 

mécanisme était effectué grâce à l’équation d’Arrhenius qui a permis d’étudier l’effet de la 

température sur les différents coefficients cinétiques. L’effet du pH et du rapport E/S était 

également étudié et le modèle 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 modèle a pu évaluer sa capacité à prévoir la cinétique de l'hydrolyse des 

peptides de la famille α 107-141 et de la famille α 1-32 issus de l’hémoglobine et du cruor 

bovins dans la plage de température de 15 à 37° C (un rapport enzyme/substrat 1/11 et à pH 

4,5) et dans l’intervalle de pH entre 3,5 et 5,5 (un rapport enzyme/substrat 1/11et à 23°C). Ce 

modèle mathématique permettra de définir les conditions optimales pour la production de 

divers peptides ayant une activité antibactérienne à partir de l'hydrolyse des peptides α 107-

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

Le modèle pourrait être généralisé à l'ensemble de peptides actifs issus de l’hydrolyse de 

l'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 α 1-32 et α 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 l’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 l’état des 

fonctions latérales (libres ou bloquées). En effet, l’activité antibactérienne du peptide α 137-

141 a augmenté en diminuant le nombre d’acides aminés jusqu’à atteindre le déterminant 

antibactérien minimal (α 139-141 : KYR). La néokyotorphine et ses deux peptides dérivés α 

138-141 α 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 α 1-32 est différent de celui de la α 137-141, il n’agit 

probablement pas sur la membrane mais sur des cibles intracellulaires. 

Le procédé de fonctionnalisation d’un film polyéthylène basse densité, traité par le plasma 

froid, par des peptides antibactériens issus de l’hydrolyse pepsique de l’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 à l'issue de cette thèse concernent 

la généralisation du modèle mathématique trouvé lors de ce travail sur l’ensemble des 

peptides actifs issus de l’hydrolyse pepsique de la chaîne α et β de l’hémoglobine bovine 

purifiée ou à partir d’un coproduit de l’abattoir : le cruor bovin ou sur d’autres sources 

protéiques. À cet effet, la réalisation d’une modélisation tenant compte des différents 

paramètres cinétiques (température, pH et ratio enzyme/substrat) dans une même équation 

pourrait être envisagée afin de mieux maîtriser ce modèle mathématique. On peut également 

envisager l’étude de l’effet d’autres facteurs sur l’hydrolyse comme la concentration en sel, 

les solvants…   

En ce qui concerne l'activité antimicrobienne des films fonctionnalisés elle devra être vérifiée 

sur d’autres souches pathogènes telle que Listeria monocytogenes et validée sur des aliments 

réels, ainsi que dans les vraies conditions de stockage de l’industrie agro-alimentaire. 
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Il sera également intéressant d’étudier la possibilité de fonctionnaliser des films polyéthylène 

basse densité par des peptides antibactériens issus de l’hydrolyse de coproduit de l’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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