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649 Hydrolyse enzymatique.

@ Procédé et appareil d’hydrolyse enzymatique de pro-

téines, dans lesquels on mélange une enzyme protéo-
lytique et un substrat protéique, on réalise une premiére
étape d’hydrolyse en cuve sous agitation, et I'on réalise une
deuxiéme étape d'hydrolyse en tube garni d’éléments
mélangeurs statiques.
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Description

La présente invention a pour objet un procédé
d'hydrolyse enzymatique de protéines et un appa-
reil pour la mise en ceuvre du procédé.

On connait divers procédés d'hydrolyse enzyma-
tique de protéines qui se distinguent par le choix du
substrat, de l'enzyme, du degré dhydrolyse et/ou
du profil peptidique recherché, par exemple. Lors-
que, pour des raisons d'assimilation de Ihydrolysat
par la muqueuse intestinale, par exemple, un profil
peptidique relativement bien défini, notamment un
profil oligopeptidique étroit est recherché, les procé-
dés dhydrolyse connus comportent généralement
au moins une étape de filtration ou tamisage de
I'hydrolysat.

C'est ainsi que EP 226 221, par exemple, décrit
un procédé de préparation de peptides hypoallergé-
niques de poids moléculaire compris entre 2000 et
6000 par une ou plusieurs étapes dhydrolyse enzy-
matique de protéines réalisées chacune en disconti-
nu en cuve de fermentation et terminées chacune
par une étape d'ultrafiliration.

US 4 212 889 décrit un procédé de solubilisation
de protéines de poisson, dans lequel on fait passer
en continu un mélange de chair de poisson et d'en-
zyme au travers d'une installation comprenant plu-
sieurs cuves d'hydrolyse branchées en série.

La présente invention a pour but de proposer un
procédé dhydrolyse qui tout en étant réalisé en
continu permette d'approcher l'efficacité d'une hy-
drolyse en discontinu en cuve et qui de plus per-
mette d'obtenir un hydrolysat protéique présentant
un degré dhydrolyse et/ou un spectre peptidique
bien défini et reproductible.

A cet effet, dans le procédé d'hydrolyse enzyma-
tique de protéines selon la présente invention, on
mélange une enzyme protéolytique et un substrat
protéique, on réalise une premiére étape dhydroly-
se en cuve sous agitation, et l'on réalise une
deuxiéme étape d'hydrolyse en tube garni d'élé-
ments mélangeurs statiques.

De méme, l'appareil pour la mise en ceuvre du
présent procédé comprend une cuve d'hydrolyse a
double manteau avec agitateur reliée en amont a
un dispositif doseur de substrat et & un dispositif
doseur d'enzyme, et reliée en aval & au moins un
tube d'hydrolyse garni d'éléments mélangeurs stati-
ques.

On a constaté qu'il était possibie ainsi de produi-
re en continu, avec une bonne efficacité et une
bonne reproductibilité, un hydrolysat protéique pré-
sentant un degré d'hydrolyse et/ou un spectre pep-
tidique bien défini.

Gréce a ce procédé et a cet apparell, il est en par-
ticulier possible de travailler avec une cuve de rela-
tivement faible dimension que I'on peut remplir com-
pletement, sans laisser subsister d'espace de téte, et
avec un tube de relativement grande dimension. On
peut donc réaliser en continu une premiére étape re-
lativement courte, en d'autres termes une étape de
lancement de I'hydrolyse dans une relativement pe-
tite cuve, et une deuxiéme étape relativement lon-
gue, en d'autres termes une étape de finition de I'hy-
drolyse dans un tube présentant un volume relative-
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ment grand. li est ainsi possible de coniréler de
maniére précise et simple, par exemple par lintermé-
diaire de pompes volumétriques, le temps de réac-
tion, autrement dit le temps de résidence du substrat
dans le volume total représenté par la somme du vo-
lume de la cuve et de celui du tube.

Si l'on désire en effet réaliser une hydrolyse en
continu dans une seule grande cuve dhydrolyse, le
temps de résidence d'un volume élémentaire d'hy-
drolysat ne peut pas étre défini de maniére précise.
Il n'est possible de définir qu'un temps de résiden-
ce moyen. Méme dans un procédé tel que celui
d'US 4 212 889 cité pius haut, le temps de résiden-
ce ne peut guére étre défini de maniére plus préci-
se.
Par conire, il s‘avére qu'avec le procédé et I'ap-
pareil selon la présente invention, le temps de rési-
dence d'un volume élémentaire d'hydrolysat peut
étre défini de maniére remarquablement précise, le
courant de I'hydrolysat dans le tube d'hydrolyse
gamni d'éléments mélangeurs pouvant présenter un
front trés plat.

Dans le présent exposé, on définit un degré d'hy-
drolyse par lintermédiaire de la quantit¢ d'azote
non protéique (NPN) déterminée comme le pour-
centage de l'azote total non précipitable a l'acide
trichloracétique a 13%.

Pour mettre en csuvre le présent procédé, on
peut utiliser comme substrat protéique toute matiére
premiére alimentaire riche en protéines sous forme
de particules ou de suspension telle que des fari-
nes ou semoules de graines ou de tourteaux d'o-
léagineuses, des levures ou bactéries alimentaires,
de la chair animale ou de poisson hachée, ou des
laits ou dérivés du lait, par exemple.

De préférence, ledit substrat protéique est un
substrat lactosérique contenant les protéines du
lactosérum, notamment un lactosérum doux de fro-
magerie ou un lactosérum acide de caséinerie, tel
quel ou sous forme déminéralisée ou délactosée, li-
quide ou reconstitué.

De préférence également, on choisit I'enzyme
dans le groupe formé par la trypsine, la chymotryp-
sine, la pancréatine, les protéases bactériennes, les
protéases fongiques, et leurs mélanges.

On peut mélanger l'enzyme protéolytique et le
substrat & raison d'une quantité d'enzyme présen-
tant une activité de 0,1-12 unités Anson (AU) pour
100 g de matiére seéche de substrat.

On réalise de préférence la premiére étape du-
rant 20—40 min tout en ajustant le pH et la tempé-
rature a des valeurs favorables a l'activité de l'en-
zyme, et l'on réalise de préférence la seconde éta-
pe durant 1-8 h en ajustant la température & une
valeur supérieure de 1-10°C a la température de la
premiére étape.

Pour I'ajustement du pH, on utilise de préférence
un réactif adéquat, soit alcalin, tel que KOH, NaOH
ou Ca(OH)z2, soit acide, tel que HCI ou HPOs, par
exemple.

L'appareil pour la mise en ceuvre du procédé se-
lon la présente invention comprend donc une cuve
d'hydrolyse & double manteau avec agitateur relié
en amont & un dispositif doseur de substrat et a un
dispositif doseur d'enzyme, et relié en aval & au
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moins un tube d'hydrolyse garni d'éléments mélan-
geurs statiques.

Dans cet appareil, ledit tube est de préférence
disposé verticalement, son extrémité inférieure étant
reliée a ladite cuve et son extrémité supérieure de-
bouchant sur une conduite de sortie.

De préférence également, lesdits dispositifs do-
seur de substrat et doseur d'enzyme comportent
chacun un récipient d'alimentation relié a ladite
cuve dhydrolyse par lintermédiaire d'une pompe
volumétrique.

L'appareil peut comprendre en outre un dispositif
doseur de réactif comportant un récipient d'alimen-
tation relié a la cuve dhydrolyse par lintermédiaire
d'une pompe volumétrique commandée par un pH
metre.

L'appareil peut également comprendre plusieurs
tubes d'hydrolyse garnis d'éléments mélangeurs
statiques, branchés en série en aval de la cuve par
des conduites de liaison reliées en amont au dispo-
sitif doseur d'enzyme et au dispositif doseur de
réactif.

On peut également prévoir un tube garni d'élé-
ments mélangeurs statiques entre lesdits dispositifs
doseur d'enzyme, doseur de substrat et/ou doseur
de réactif et ladite cuve.

L'appareil pour la mise en ceuvre du procédé se-
lon la présente invention est décrit ci-aprés en réfé-
rence au dessin annexé qui en illustre, & titre
d'exemple, deux formes de réalisation. Dans ce
dessin,

— La fig. 1 représente schématiquement une pre-
miére forme de réalisation de l'appareil, et

— La fig. 2 représente schématiquement une
deuxiéme forme de réalisation de l'appareil.

Comme on e voit & la fig. 1, le présent appareil
comprend une cuve dhydrolyse 1 & double man-
teau 2 avec agitateur 3 entrainé par un moteur 4.
Cette cuve est fermée de maniére étanche par un
couvercle 5 au travers duquel passent diverses
conduites et 'axe de l'agitateur 3.

La cuve dhydrolyse 1 est reliée en amont par
une conduite 6 & un dispositif doseur de substrat
7-11, par une conduite 12 & un dispositif doseur
d'enzyme 13-17, et par une conduite 18 a un dis-
positif doseur de réactif 19-24.

Le dispositif doseur de substrat comporte un re-
cipient d'alimentation en substrat 7 & double man-
teau 8 et agitateur 9 entrainé par un moteur 10. Le
récipient 7 est relié a la cuve d'hydrolyse 1 par l'in-
termédiaire de la pompe volumétrique 11 branchée
sur la conduite 6.

Le dispositif doseur d'enzyme comporte un réci-
pient d'alimentation en enzyme 13 & double man-
teau 14 et agitateur 15 entrainé par un moteur 16.
Le récipient 13 est relié a la cuve d'hydrolyse 1 par
lintermédiaire de la pompe volumétrique 17 bran-
chée sur la conduite 12.

Le dispositif doseur de réactif comporte un réci-
pient d'alimentation en réactif 19 relié a la cuve
d'hydrolyse 1 par lintermédiaire d'une pompe volu-
métrique 20 branchée sur la conduite 18. Cette
pompe volumétrique 18 est commandée par un pH
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métre 21 dont I'électrode de mesure 24 plonge
dans la cuve 1 a travers le couvercle 5 et qui est
relié électriquement (ligne hachurée 23) & un dispo-
sitif électronique de commande de la pompe 20
non représenté.

La cuve dhydrolyse 1 est reliée en aval & un
tube d'hydrolyse 25 & double manteau 26 garni d'é-
Iéments mélangeurs statiques 27 constitués de croi-
sillons métalliques ou en plastique imbriqués les
uns dans les autres. La cuve 1 est reliée au tube
25 par une conduite sur laquelle est branchée une
vanne a trois voies 29 destinée a permetire des
prélévements d'hydrolysat dans la cuve.

Le tube 25 est disposé verticalement, son extré-
mité inférieure étant reliée & la cuve 1 et son extré-
mité supérieure débouchant sur une conduite de
sortie 30.

La température d'un fluide circulant dans chacun
des doubles manteaux est régulée par un dispositif
représenté symboliquement en 31 pour la cuve 1,
32 pour le récipient 7, 33 pour le récipient 13, et 34
pour le tube 25.

A la fig. 2, les éléments de cette seconde forme
de réalisation de l'appareil qui correspondent aux
éléments de la premiére forme de réalisation selon
la fig. 1 y sont désignés par les mémes chiffres de
référence.

Dans cette seconde forme de réalisation, I'appa-
reil comprend plusieurs tubes dhydrolyse 25, 35,
36 garnis d'éléments mélangeurs statiques 27, 37,
38 branchés en série en aval de la cuve 1 par des
conduites de liaison 39, 40 reliées en amont au ré-
cipient d'alimentation en enzyme 13 par des con-
duites 41, 42 qui rejoignent la conduite 12 sur la-
quelle est branchée la pompe volumétrique 17.

Ces conduites de liaison 39, 40 sont également
reliées en amont au récipient d'alimentation en
réactif 19 par des conduites 43, 44 qui rejoignent la
conduite 18 sur laquelle est branchée la pompe vo-
lumétrique 20.

Dans cette seconde forme de réalisation du pré-
sent appareil, on a également prévu un tube 45
gamni d'éléments mélangeurs statiques entre les
dispositifs doseur d'enzyme, doseur de substrat et
doseur de réactif et la cuve 1.

Les différents récipients d'alimentation en enzy-
me, en substrat et en réactif sont reliés a ce tube
45 par des conduites 46, 47, 48 sur lesquelles sont
respectivement branchés une pompe volumétrique
49 et les pompes volumétriques 11 et 20.

Les exemples ci-aprés sont présentés a titre d'il-
Justration du procédé selon la présente invention.
Les pourcentages et parties y sont donnés en
poids.

Exemple 1

On met en ceuvre le présent procédé a l'aide
d'un appareil semblable & celui décrit en référence
a la fig. 1, dans lequel la cuve d'hydrolyse présente
un volume de 30 | et le tube d'hydrolyse garni d'é-
léments mélangeurs statiques présente un volume
de 180 | pour une hauteur de 3 m.

On utilise comme substrat un concentrat de pro-
téines de lactosérum présentant une teneur en ma-
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tiere séche de 20% et une teneur en protéine de
11% sur matiére séche.

On utilise comme enzyme de la trypsine porcine
présentant une activité de 3 AU/g, & raison de 1 g
d'enzyme pour 100 g de matiére séche du substrat,
soit 3 AU pour 100 g de matiére séche du substrat.

On utilise comme réactif du KOH 2N.

On remplit tout d'abord la cuve de substrat, on y
mélange l'enzyme et l'on démarre le processus
d'hydrolyse en discontinu & pH 7,3 & 60°C durant
7 h, aprés quoi le substrat hydrolysé présente un
NPN de 60%.

On poursuit alors le processus en continu & un
débit tel que le temps de séjour moyen du substrat
‘dans la cuve soit de 30 min et le temps de s&jour
de I'hydrolysat dans le tube soit de 3 h. On main-
tient dans la cuve une température de 55°C et un
pH de 7,3 et dans le tube une température de 60°C
et un pH flottant.

On atteint un régime stationnaire en 7 h.

L'hydrolysat présente un NPN de 59% au sortir
de la cuve et de 65% au sortir du tube. Il est par-
faitement comparable a I'hydrolysat que I'on obtien-
drait par une hydrolyse en discontinu en cuve de
3,5h apH73a60°C.

xempl

On procéde de maniére semblable & celle décrite
a I'exemple 1, a 'exception du fait que lors de trois
essais distincts on varie le volume utile de la cuve
de maniére que le NPN obtenu aprés le passage
du substrat dans la cuve soit respectivement de 15,
35 et 45%.

On obtient ainsi a la sortie du tube des hydroly-
sats présentant des NPN respectifs de 59, 63 et
66%.

Pour comparaison, dans les mémes conditions
en discontinu en cuve, a savoir a pH 7,3 a 60°C
avec un substrat & 20% de matiére séche et une
quantité d'enzyme présentant une activité de 3 AU
pour 100 g de matiére séche du substrat, on ob-
tient en 5 h un NPN de 60%.

En d'autres termes, avec le présent procédé, on
obtient en continu un NPN supérieur a celui qu'on
obtiendrait en discontinu dés que le substrat pré-
sente un NPN supérieur & environ 35% a l'enirée
du tube.

Exemple 3

On procéde de maniére semblable & celle décrite
a l'exemple 1, a l'exception du fait que 'on main-
tient dans la cuve un pH de 7,8.

On obtient & la sortie du tube un hydrolysat pré-
sentant un NPN de 70%.

Exemple 4

On met en ceuvre le présent procédé a l'aide
d'un appareil du méme type que celui décrit en ré-
férence 2 la fig. 2.

On utilise comme substrat un concentrat de pro-
téines de lactosérum présentant une teneur en ma-
tiere séche de 33% dont 7,5% de protéines.
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On utilise comme enzyme une protéase alcaline
bactérienne produite par Bagcillus licheniformis et
commercialisée par la firme Novo sous la désigna-
tion «alcalase 2.4 L», qui présente une activité de
2,4 AU/g. On utilise cette enzyme a raison d'une
quantité totale de 4-8,6% sur protéine, soit 2,2-4,7
AU pour 100 g de matiére séche du substrat.

On utilise comme réactif du KOH 2N.

Aprés avoir démarré le processus de maniére
semblable a celle décrite & I'exemple 1, on poursuit
le processus en continu. Le débit de substrat et les
dimensions des tubes et de la cuve sont détermi-
nés en sorte que les temps de séjour du substrat
ou de lhydrolysat soient respectivement de 5-10
min dans un tube de mélange préliminaire garni
d'éléments mélangeurs statiques précédant la cuve,
de 5-8 min dans un échangeur de chaleur (traite-
ment thermique préliminaire) branché en série entre
le tube de mélange préliminaire et la cuve, de 25—
40 min dans la cuve (1ére étape d'hydrolyse), de
1525 min dans un premier tube garni d'éléments
mélangeurs statiques suivant la cuve (tube A de la
2éme étape d'hydrolyse), de 15-25 min dans un
deuxieme tube garni d'éléments mélangeurs stati-
ques (tube B de la 2éme étape d'hydrolyse), et de
0-100 min dans un troisiéme tube garni d'éléments
mélangeurs statiques (tube C de la 2éme étape
d'hydrolyse), et de 5-20 min dans un échangeur de
chaleur (échangeur d'inactivation) branché en série
a la suite du tube C.

On répartit ladite quantité totale d'enzyme en
quatre parts, & savoir une premiére part de 5-15%
du fotal mélangée au substrat dans le tube de mé-
lange préliminaire, une deuxiéme part de 30—40%
du total mélangée au substrat dans la cuve, une
troisiéme part de 20-30% du total mélangée au
substrat dans ledit tube A et une quatriéme part de
20-30% du total mélangée au substrat dans ledit
tube B.

On ajuste le pH du substrat a 7,3 jusqu'au dit
tube B a partir duquel on laisse le pH flotter.

On ajuste la température a 75°C dans le tube de
mélange préliminaire, 85°C pour le traitement ther-
mique préliminaire, 70°C dans la cuve, 71°C dans
le tube A et le tube B, et 80-105°C dans I'échan-
geur d'inactivation.

On recueille I'hydrolysat ainsi produit aprés I'é-
changeur dfinactivation.

Exemple 5

On met en ceuvre le présent procédé a laide
d'un appareil du méme type que celui décrit en ré-
férence a la fig. 2.

On utilise comme substrat un concentrat de pro-
téines de lactosérum présentant une teneur en ma-
tiere séche de 28% dont 7% de protéines.

On utilise comme enzyme l'alcalase 2.4 L a rai-
son d'une quantité totale de 2-6% sur protéine, soit
1,2-3,6 AU pour 100 g de matiére séche du subs-
trat.

On utilise comme réactif du KOH 2N.

Aprés avoir démarré le processus de maniére
semblable a celle décrite & 'exemple 1, on poursuit
le processus en continu. Le débit du substrat et les
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dimensions des tubes et de la cube sont détermi-
nés en sorte que les étapes successives se dérou-
lent comme suit.

Dans un tube de mélange préliminaire garni d'é-
léments mélangeurs statiques précédant la cuve,
on mélange 33% de la quantité totale d'enzyme
avec le substrat a pH 8,5-9,0, & 7,5-9,5°C.

On réalise la premiére étape d'hydrolyse dans la
cuve durant 10-20 min a 50-80°C, de préférence
63-73°C.

Dans un échangeur de chaleur branché en série
a la sortie de la cuve, on chauffe a 80-120°C, de
préférence & 90-95°C, durant 30 s & 10 min, de
préférence durant 4-6 min, puis on refroidit & 55—
80°C, de préférence 65-70°C.

Dans un tube garni d'éléments mélangeurs stati-
ques branché en série & la sortie de I'échangeur
suivant la cuve, ce tube pouvant étre ou on subdivi-
sé en plusieurs tubes branchés en série, on réalise
la deuxiéme étape dhydrolyse (aprés addition &
l'entrée du tube des 66% restant de la quantité to-
tale d'enzyme) durant 2-8 h a pH 7,0-8,0, de pré-
férence pH 7,3-7,5, a4 55-80°C, de préférence 65—
70°C.

On inactive ensuite l'alcalase en deux étapes,
notamment & l'aide d'un dispositif de chauffage par
injection de vapeur, a 80-150°C durant 3 s—10 min.

On recueille ensuite I'hydrolysat aprés l'avoir re-
froidi.

Revendications

1. Procédé dhydrolyse enzymatique de protéi-
nes, dans lequel on mélange une enzyme protéoly-
tique et un substrat protéique, on réalise une pre-
miére étape d'hydrolyse en cuve sous agitation, et
'on réalise une deuxiéme étape dhydrolyse en
tube garni d'éléments méiangeurs statiques.

2. Procédé selon la revendication 1, dans lequel
on mélange 'enzyme protéolytique et le substrat &
raison d'une quantité d'enzyme présentant une acti-
vité de 0,1—12 AU pour 100 g de matiére séche du
substrat.

3. Procédé selon la revendication 1, dans lequel
on réalise la premiére étape durant 20-40 min tout
en ajustant le pH et la température a des valeurs
favorables & l'activité de I'enzyme, et l'on réalise la
seconde étape durant 1-8 h en ajustant la tempé-
rature & une valeur supérieure de 1-10°C a la tem-
pérature de la premiére étape.

4. Procédé selon la revendication 1, dans lequel
ledit substrat protéique est un substrat lactosérique
contenant les protéines du lactosérum.

5. Procédé selon la revendication 1, dans lequel
I'enzyme est choisie dans le groupe formé par la
irypsine, la chymotrypsine, la pancréatine, les pro-
téases bactériennes et les protéases fongiques.

6. Appareil pour la mise en ceuvre du procédé
selon la revendication 1, comprenant une cuve
dhydrolyse avec agitateur refiée en amont a un dis-
positif doseur de substrat et & un dispositif doseur
d'enzyme, et reliée en aval a au moins un tube
d'hydrolyse garni d'éléments mélangeurs statiques.

7. Appareil selon la revendication 6, dans lequel
ledit tube est disposé verticalement, son extrémité
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inférieure étant reliée a ladite cuve et son extrémité
supérieure débouchant sur une conduite de sortie.

8. Appareil selon la revendication 6, dans lequel
lesdits dispositifs doseur de substrat et doseur d'en-
zyme comportent chacun un récipient d'alimentation
relié a ladite cuve d'hydrolyse.

9. Appareil selon la revendication 8, comprenant
en outre un dispositif doseur de réactif comportant
un récipient d'alimentation relié a la cuve d'hydroly-
se par lintermédiaire d'une pompe volumétrique
commandée par un pH métre branché sur la cuve.

10. Appareil selon la revendication 9, comprenant
plusieurs tubes d'hydrolyse garnis d'éléments mé-
langeurs statiques, branchés en série en aval de la
cuve par lintermédiaire de conduites de liaison re-
liées en amont au dispositif doseur d'enzyme et au
dispositif doseur de réactif.
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