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Résumé 

           En vue de contribuer à explorer les voies de valorisation des sous-produits issus de 

l’obtention de l’huile d’olive et des fromages, nous avons mené des investigations pour 

rechercher les conditions optimales d’extraction de polyphénols issus des feuilles d’oliviers 

ainsi que l’évaluation de l’activité anti-oxydante de ces produits et celles des protéines de 

lactosérums des laits bovin, ovin, caprin et camelin.  

             L’extraction des composés phénoliques à partir des feuilles d’olivier a été optimisée en 

utilisant des solvants eutectiques profonds (DESs) à base de glycérol avec différents acides 

aminés (lysine, proline et arginine). Un effet significatif est observé avec tous les facteurs 

étudiés vis-à-vis de l’activité anti-oxydante mesurée avec le test du Folin Ciocalteu d’une part, 

et par la réduction du cuivre (CUPRAC) d’autre part. L’extraction des polyphénols sous les 

conditions optimales a abouti aux rendements d’extraction les plus importants avec les solvants 

eutectiques profonds où le solvant glycérol-lysine s’avère le plus performant comparé au à tous 

les solvants utilisés.  

           L’obtention des antioxydants a été optimisée en utilisant différents plans expérimentaux. 

C’est le cas du plan factoriel complet utilisé pour évaluer l’impact du temps de sonication et du 

ratio enzyme/substrat sur l’hydrolyse enzymatique des protéines sériques avec la 

chymotrypsine, trypsine et la pepsine. L’hydrolyse avec les combinaisons d’enzymes (pepsine-

chymotrypsine, pepsine-trypsine, et chymotrypsine-trypsine) est également optimisée en 

appliquant le plan Box-Behnken où le temps de sonication, le ratio enzyme/substrat ainsi que 

la portion des enzymes (E1:E2) du ratio total enzyme/substrat ont été les variables étudiées.  

           L’enzymolyse sous les conditions optimales a permis d’atteindre les valeurs d’activité 

anti-oxydante les plus élevées avec la chymotrypsine pour les espèces bovines, caprines et 

ovines. Par contre, la valeur d’activité anti-oxydante la plus élevée pour l’espèce cameline est 

observé avec le modèle de la pepsine-chymotrypsine.  

           Ces résultats suggèrent la convenance des modèles chymotrypsine le cas de l’hydrolyse 

des protéines sériques et le glycérol-lysine pour l’extraction des polyphénols 

 

Mots clés : sous-produits oléïcoles ; polyphénols ; solvants eutectiques profonds, activité anti-

oxydante ; protéines sériques du lait ; hydrolyse enzymatique, peptides bioactifs 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

Abstract 

           In order to explore the valorization ways of olive production and cheese manufacturing 

by-products, we have conducted an investigation which aimed at obtaining the optimal 

extraction and hydrolysis conditions from olive leaves and whey proteins (cow, goat, sheep and 

camel milk) respectively, along with the assessment of the antioxidant activity of each source.       

           The extraction of phenolic compounds from olive leaves was optimized using three 

glycerol-based deep eutectic solvents (DESs) with lysine, proline and arginine. A significant 

influence was observed for all the conditions studied regarding the antioxidant activity 

measured with Folin Ciolcalteu and cuprinc reducing antioxidant activity (CUPRAC).  

Polyphenols extraction under the obtained optimum conditions provided the highest total 

phenol yields with deep eutectic solvents where glycerol-lysine exhibited the best performance 

compared to all solvents used.   

            Antioxidants recovery from cheese industries was optimized by implementing different 

experimental designs. A full factorial design was used to assess the impact of sonication time 

and the enzyme to substrate ratio on the enzymatic hydrolysis with chymotrypsin, trypsin, and 

pepsin. Hydrolysis with a combination of these enzymes was also optimized by implementing 

a three-level-Box-Behnken design where the effects of sonication time, enzyme to substrate 

ratio, and the ratio of each enzyme (E1:E2) among the total enzyme to substrate ratio were 

assessed.  

           Enzymolysis under optimum conditions provided the highest cuprinc reducing 

antioxidant activity values with chymotrypsin in the case of bovine, caprine, and ovine whey 

proteins. However, the highest cuprinc reducing antioxidant activity value was observed with 

pepsin-chymotrypsin model for camel whey proteins.  

          These results suggest the suitability of using chymotrypsin and glycerol-lysine for an 

optimal antioxidant effect for whey proteins hydrolysis and polyphenols extraction, 

respectively.  

 

Keywords: olive byproducts; polyphenols; deep eutectic solvents, antioxidant activity; whey 

proteins; enzymatic hydrolysis, biopeptides.   
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INTRODUCTION GENERALE 

                      Les industries agroalimentaires génèrent de très grandes quantités de sous-

produits à travers le monde où on estime annuellement une production à 38% de sous-produits 

de diverses sources. Parmi ceux d’origine animale, on retrouve les carcasses, les sabots, la peau, 

les os, les graisses, le sang, le lactosérum, etc. Ceux d’origine végétale incluent les épluchures, 

les graines, les coquilles, les tiges, les sous-produits oléïcoles (feuilles, margines, grignons), les 

rejets des industries sucrières, etc.  

            Du fait de leurs valeurs nutritionnelles appréciables, leurs fortes concentrations en 

composés organiques, leurs activités d’eau élevées et leurs faibles stabilités biologiques, le rejet 

de ces sous-produits dans l’environnement et leur décomposition microbienne causerait un 

déséquilibre des écosystèmes qui se manifeste sous divers effets néfastes. 

             Par conséquent, il devient impératif de recourir aux voies et moyens qui préservent la 

biodiversité tels l’enfouissement des décharges, le compostage, la digestion anaérobique, 

l’incinération, etc. Un autre créneau porteur a vu le jour au cours de ces dernières décennies et 

a consisté à exploiter les molécules bioactives contenues dans ces sous-produits. En effet, ces 

dernières présentent de multiples propriétés pour la santé et/ou pour la préservation des denrées 

alimentaires (activité anti-oxydante, antimicrobienne, anti-hypertensive, anti-thrombotique, 

anti-tumorale, immunomodulatrice, etc.) qui suscitent l’intérêt des industries alimentaires, 

pharmaceutiques et cosmétiques, notamment.  

            Dans cette optique, la présente étude se propose d’approcher les composés antioxydants 

et leurs modes d’obtention. Pour cela deux sources de produits d’antioxydants issus de 

l’industrie agro-alimentaire sont utilisées, à savoir les polyphénols des sous-produits oléïcoles 

et les protéines du lactosérum du lait de différentes espèces (bovine, caprine, ovine et cameline), 

ainsi que leurs hydrolysats.  

           Il est établi par la littérature que le rendement et la composition phénolique des extraits 

obtenus à partir des différents sous-produits oléïcoles varient en fonction de plusieurs facteurs 

incluant les solvants et les conditions d’extraction ainsi que la variété de la plante. Les 

polyphénols sont communément extraits en utilisant les solvants conventionnels. Cependant, 

de nouveaux solvants plus respectueux de l’environnement tels que les liquides ioniques et les 

solvants eutectiques profonds ont émergés. C’est notamment cette dernière option que nous 

avons adopté dans le cadre de cette étude, en choisissant d’extraire les polyphénols avec trois 

types de solvants eutectiques profonds nouvellement synthétisés, à base de glycérol et d’acides 

aminés.  

          Aux niveaux des rejets des laiteries par suite des fabrications fromagères, figure le 

lactosérum qui contient de grandes quantités d’eau mais aussi des protéines, du lactose, des 

vitamines du groupe B et des éléments minéraux.  

          Les protéines sériques suscitent l’intérêt des transformateurs ces dernières décennies, car, 

en plus de leur apport nutritionnel de premier ordre, elles sont aussi utilisées pour leurs 

nombreuses propriétés biologiques et fonctionnelles. 
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           Aussi, aux fins de contribuer à la valorisation de ces coproduits d’intérêt, nous avons 

essayé à travers cette étude de tester leurs activités anti-oxydantes, soit à l’état native, ou en 

ciblant leurs produits issus de l’hydrolyse enzymatique par des protéases digestives. 

           Compte tenu de cet état des lieux et des problématiques émergentes qui y sont afférentes, 

nous nous sommes proposés d’investiguer ces deux axes de recherche avec comme objectifs 

d’optimiser l’extraction écologique des polyphénols issus des feuilles d’olivier, suivi de 

l’évaluation de l’activité anti-oxydante produite. Cette dernière est aussi mesurée dans le cadre 

des protéines sériques du lait de différentes espèces (bovine, caprine, ovine et cameline). Elle 

est comparée à celles issus des hydrolysats enzymatiques de ces protéines, réalisées avec trois 

enzymes digestives (trypsine, chymotrypsine et pepsine), en recourant à la méthode des surfaces 

de réponse, d’une part et, en maximisant l’activité anti-oxydante, d’autre part. 

           Pour cela, nous avons scindé nos investigations dans deux chapitres complémentaires, 

qui prennent en charge les aspects d’intérêt suivants :  

Chapitre 1 : 

- étudier l’activité anti-oxydante des extraits obtenus ; 

- comparer la performance les solvants eutectiques profonds synthétisés entre eux, puis 

avec les solvants conventionnels ; 

- obtenir des informations concernant la sélectivité des solvants eutectiques profonds ; 

testés envers les composés phénoliques quantifiés.   

Chapitre 2 :  

- étudier l’activité anti-oxydante des hydrolysats obtenus ; 

- comparer le potentiel de l’activité anti-oxydante entre les différents 

modèles  enzymatiques utilisés et déterminer le modèle le plus performant ; 

- caractériser les peptides générés lors de l’hydrolyse enzymatique.  
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Partie I : Produits oléïcoles et polyphénols  

1.1.1. Production de l’huile d’olive  

            L’huile d’olive est une huile végétale issue du fruit de l’olivier (Olea europaea L.). Elle 

est produite par des moyens mécaniques ou chimiques. Cependant, elle est le plus souvent 

obtenue en utilisant des méthodes physiques telles que le broyage, la pression, la centrifugation, 

la filtration physique, car les méthodes chimiques affectent négativement sa qualité (Calabriso 

et al., 2015).  

            Selon les données les plus récentes (2022) du Conseil Oléïcole International (COI), la 

production mondiale de l’huile d’olive a atteint 3.01 millions de tonnes en l’an 2020/2021, avec 

environ 3% de plus pour l’année 2022. Il a été rapporté que 93% de la production mondiale 

proviendrait, d’une part, des pays de l’Union Européenne, dont l’Espagne (63% de production), 

l’Italie (17%), la Grèce (14%) et le Portugal (5%), d’autre part, 18 autres pays contribuent à 

cette production mais de façon moins importante.  On retrouve dans ce lot l’Algérie, la Turquie, 

la Tunisie, le Maroc, etc. La figure 1 illustre la répartition de la production mondiale moyenne 

de l’huile d’olive de 2016 à 2021. 

 

 
 

Figure 1 : Production mondiale de l’huile d’olive entre 2016 et 2021 (Anonyme 3, 2022). 

     1.1.2. Principaux sous-produits oléïcoles 

           Parallèlement à la production d’huile d’olive, l’industrie oléïcole mondiale génère divers 

résidus qui peuvent être de nature liquide (tels que les margines), ou solide (comme les 

grignons, les feuilles et les brindilles) (Roussos et al., 2009).  

          L’huile d’olive est extraite en utilisant deux types de processus : un processus discontinu 

ou pressage traditionnel et un processus continu.  Dans le premier cas, les deux phases liquides 

sont séparées par décantation. Le second, appelé également centrifugation, englobe deux modes 

de fonctionnement : le mode triphasique et biphasique. Le mode à trois phases, nécessite l’ajout 

d’eau et génère les grignons, l’huile d’olive et les margines. Le mode biphasique sépare l’huile 

des margines et des grignons. Généralement, ce dernier type nécessite l’ajout d’une faible 

quantité d’eau, ce qui limite le volume des margines (Rodrigues et al., 2015). Il a été rapporté 
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que la toxicité des margines issus du système biphasique est réduite par rapport à celles 

produites par le système triphasique (Justino et al., 2012).  

           D’énormes quantités de sous-produits oléïcoles sont engendrés dans le monde, ce qui 

nuit à l’environnement, notamment au sol. A titre d’exemple, les margines sont produites 

annuellement à un taux de plus de 30 millions de m3 au niveau des pays méditerranéens (Doula 

et al., 2017). La production des grignons d’olive est d’environ 2.8 millions de tonnes chaque 

année dans le monde avec un poids de feuilles d’olivier pouvant atteindre jusqu’à 10% des 

résidus (Roussos et al., 2009, Tapia-Quirós et al., 2022).  

           Les sous-produits oléïcoles deviennent polluants quand ils se retrouvent déchargés 

anarchiquement dans les champs, les rivières, les lacs ou encore stockés/évaporés dans les 

lagons. Ce qui est à l’origine d’effets néfastes sur l’environnement dans les pays producteurs 

d’huile d’olive (Gullón et al., 2010). En effet, ces décharges incontrôlées sont susceptibles de 

diminuer le taux de rétention et d’infiltration du sol et seraient à l’origine des effets phyto-

toxique et antimicrobien. De plus, l’acidité, la salinité, le cycle de l’azote, l’activité 

microbienne, le lessivage des sols, la concentration des lipides ainsi que celle des acides 

organiques et des polyphénols sont également affectés (Sierra et al., 2007).  

 

     1.1.3. Composition des sous-produits oléïcoles et leur valorisation 

            Les sous-produits oléïcoles de nature solides sont composés essentiellement de lignine 

(31%), d’hémicellulose (24%), de cellulose (14%), de matières grasses (11%), de protéines 

(6%), de sucres solubles (6.5%), de phénols solubles (1.5%) et de nombreux sels minéraux (6% 

de la matière sèche) (Alburquerque et al., 2004). Les grignons d’olive sont des sous-produits 

solides essentiellement ligno-cellulosiques contenant la pulpe d’olive et le bois, mais aussi la 

matière grasse, les sucres, les acides aminés, les polyphénols et les sels minéraux (Nunes et al., 

2018). 

            Les margines contiennent deux fractions, l’une insoluble (constituée essentiellement de 

pulpes d’olives (matière organique, 64.6%) et l’autre soluble, contenant des sucres (12%), des 

lipides (4.2%), des sels minéraux (7.2%) et des composés phénoliques (2.2%). 

            Les feuilles d’olivier fraiches sont constituées de 50% d’eau et une teneur variable en 

d’autres constituants (protéines, lipides, minéraux, carbohydrates, fibres, cellulose, 

hémicellulose, lignines, et polyphénols). Les variations observées dépendent d’un certain 

nombre de facteurs dont la variété, les conditions climatiques, la période de prélèvement et 

l’âge des plantations (Nefzaoui, 1985). En raison de leur toxicité sur l’environnement, les sous-

produits oléïcoles sont valorisés à travers différentes approches et par des utilisations variées 

(alimentation animale, compostage, ensilage, etc.). Cependant, la tendance actuelle vise à 

récupérer les molécules bioactives contenues dans ces résidus et orienter par la suite ces sous-

produits vers d’autres traitements avant utilisation.   

 

     1.1.4. Classes de polyphénols dans les sous-produits oléïcoles  

           Les polyphénols sont les produits du métabolisme secondaire des plantes. La synthèse 

de ces composés provient des voies shikimate et acétate au cours du développement normal des 

plantes sous les différentes conditions de stress (Naczk et Shahidi, 2004). Les polyphénols sont 

largement présents dans les aliments (fruits, légumes, céréales, olives, les graines et le chocolat, 
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etc.) et boissons (thé, café, bière, vin, etc.). Ces molécules sont en partie responsables des 

propriétés organoleptiques des aliments (Cieslik et al., 2006).   

           Bien qu’il ne soit pas bien défini, le rôle biologique des polyphénols semble être lié à 

certains mécanismes de défense contre les agents pathogènes, les agents herbivores, les insectes 

et les radiations ultraviolettes. Plus de 8000 différentes structures ont été identifiées, dont les 

molécules simples (telles que les acides phénoliques) et les molécules plus complexes (comme 

par exemple les tannins). Les polyphénols sont caractérisés par la présence d’au moins un noyau 

aromatique qui possède un ou plus groupements hydroxyles. Les polyphénols peuvent être 

classés selon leurs structures chimiques en flavonoides, non-flavonoides, tannins, lignanes et 

lignines (Quideau et al., 2011).   

 

            1.4.1.1. Flavonoides  

            Les flavonoides constituent le groupe le plus important des polyphénols, avec plus de 

5000 composés décrits (Bravo, 1998). Leurs structures chimiques sont caractérisées par la 

présence de deux noyaux aromatiques liés par trois carbones qui forment généralement un 

hétérocycle oxygéné. Cette classe de polyphénols est subdivisée en plusieurs sous-groupes à 

savoir : les flavones, les flavonoles, les flavanones, les isoflavones et anthocyanidines (Frutos 

et al., 2004) (Figure 2). La diversité des flavonoides est due à la multitude des modèles de 

substitution des groupements hydroxyles, méthoxyles et glycosyls qui peuvent être remplacés 

et donner naissance à une nouvelle molécule plus complexe. Cette subdivision est basée, d’une 

part, sur le degré l’hydroxylation et de liaison du noyau aromatique au noyau hétérocyclique, 

et, d’autre part, sur le nombre et la nature des substituants (Girotti-Chanu, 2006). 

   
 

 

  

 

 

Figure 2: Structure chimique des flavonoides (Manach et al., 2004). 

R1=H; R2=OH: Apigénine 

R1=R2= OH: Lutéoline 

R2=OH; R1=R3=H: Kaempférol 

R1=R2=OH; R3=H: Quercétine 

R1=R2=R3=OH: Myricétine 

R1= R2=OH; R3=H: Catéchine 

R1=R2=R3= OH: Gallocatéchine 

R1=H; R2=OH: Naringénine 

R1=R2= OH: Eriodictyol 

R1=OH; R2=OCH3: Hespéredine 

R1=H: Daidzéine 

R1=OH: Génistéine 

R1=R2=H: Pélargonidine 

R1= OH; R2=H: Cyanidine 

R1=R2=OH: Delphinidine 

R1=OCH3; R2=OH: Pétunidine 

R1=R2=OCH3: Malvidine 
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            1.1.4.2. Polyphénols non-flavonoides 

            Parmi les structures de polyphénols non-flavonoides les plus communes, on retrouve les 

acides phénoliques et les stilbènes. Les acides phénoliques sont composés des acides 

hydroxybenzoïques et des acides hydroxycinnamiques (Figure 3) (Priscilla et da Silva, 2021).    

               

                                                                                                                                                                        

R1=H, R2=R3=R4=OH: acide gallique  

R1=R4=OH, R2=R3=OH: acide gentisique 

R1=OH, R2=R3=R4=H: acide salique  

R1=R2=R4=H, R3=OH: acide benzoïque  

R1=R4=H, R2=R3=OH: acide syringique 

R1=R4=H, R3=OH; R2=OCH3: acide vanillique 

Figure 3 : Structure chimique des acides phénoliques (Dicko et al., 2006). 

            La structure chimique des stilbènes est caractérisée par son noyau 1,2 diphényléthylène 

avec les substituants hydroxyles sur le noyau aromatique. Les stilbènes peuvent être 

monomériques ou oligomériques. Le resvératrol est le composé le plus étudié de cette classe 

(Figure 4) (Roupe et al., 2006). 

  

 

 

Figure 4 : Structure trans (a) et cis (b) du resvératrol (Gambini et al., 2015). 

            1.1.4.3. Tannins 

            Les tannins sont subdivisés en deux groupes hydrolysable et condensé (Figure 5). Les 

tannins hydrolysables peuvent être hydrolysés chimiquement ou enzymatiquement. Ils 

consistent en un hydrate de carbone (principalement en glucose) dont les groupements 

hydroxyles sont estérifiés avec des acides phénoliques (galliques, hexahydroxydiphénique). Les 

tannins condensés sont des polymères de flavan-3-ol (dimères, trimères, tétramères, mais aussi 

des structures hautement polymérisées) qui sont également appelés proanthocianidines (Xie et 

Dixon, 2005). Ces molécules hautement hydroxylées peuvent former des complexes insolubles 

R1=R2=R4=H, R3=OH: acide p-coumarique   

R1=R4=H, R2=R3=OH: acide caféique   

R1=R4=H, R3=OCH3, R2=OH: acide férulique  

R1= HOCH3, R2=R4=OH, R3= OCH3: acide sinapique 

             Acide hydroxycinnamique  

 

Acide hydroxybenzoïque 

(a)                                    (b) 
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consistant en hydrates de carbones et de protéines. Ces composés sont à l’origine de 

l’astringence de certains aliments due à la précipitation des protéines salivaires (Cosme et al., 

2008).    

 

Figure 5 : Différentes classes des tannins (Khanbabee et Van Ree, 2001). 

 

           1.1.4.4. Lignanes et lignines  

           Les lignanes sont formés par la condensation de deux molécules phénoliques 

monolignoliques telles que l’alcool coniférylique. Ils peuvent aussi provenir de diverses 

oxydations, réductions et alkylations au niveau des plantes (secoisolaricirésinol, pinorésinol, 

matairésinol) (Aura et al., 2005).  

           Les lignines sont formées par la polymérisation de trois monolignols à savoir le 

coumaryl, le coniféryl et les alcools sinapyl (Begum et al., 2004). Il existe diverses lignines qui 

présentent des différences au niveau de leurs masses et leur contenu méthoxyl. Elles assurent 

une fonction de support et d’imperméabilité dans le tissu vasculaire et jouent un rôle de défense 

contre les pathogènes, insectes et herbivores (Ryan et al., 2002). 

  

      1.1.5. Polyphénols de l’huile d’olive et des sous-produits oléïcoles 

            Il a été rapporté que les principaux polyphénols de l’huile d’olive appartenaient aux 

groupes des sécoiridoides, flavonoides, alcools phényliques, lignanes et acides phénoliques. 

Cependant, le profil phénolique varie en fonction des facteurs environnementaux et 

agronomiques tels que la variété, la saison, la région géographique, l’irrigation et la température 

(Bendini et al., 2007; Pérez-Trujillo et al., 2010).  

            Les sécoiridoides représentent un groupe de composés existant dans toutes les espèces 

des oleaceae à savoir l’olivier (Olea europaea L.). Ils regroupent la majorité des polyphénols 

bioactifs présents dans l’huile d’olive et des drupes. La plupart des dérivés phénoliques des 
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sécoiridoides proviennent de l’oleuropéine et du ligstroside qui représentent les principaux 

sécoiridoides du fruit de l’olivier (Tylewicz et al., 2018).   

 La principale structure des sécoiridoides est formée par un alcool phényléthylique 

(hyroxytyrosol ou tyrosol), l’acide élénolique (EA) et un résidu glucosidique. L’oleuropéine est 

un ester de l’hydroxytyrosol (3,4-DHPEA) et de l’acide élénolique glucoside (Figure 6). Par 

contre, le ligstroside est un ester de tyrosol et de l’acide élénolique glucoside (p-HPEA). En 

outre, on retrouve également d’autres sécoiridoides dans l’huile d’olive notamment la forme 

dialdehydique de l’acide élénolique lié à l’hydroxytyrosol ou le tyrosol (3,4-DHPEA-EDA et 

p-HPEA-EDA) (Ricciutelli et al., 2017). 

 
 

Figure 6 : Structure chimique de l’oleuropéine (Şahin et Bilgin, 2017). 

 

            Les alcools phényliques de l’huile d’olive sont le tyrosol et l’hydroxytyrosol. Leurs 

concentrations augmentent au cours du processus d’hydrolyse survenant durant l’oxydation de 

l’huile d’olive (Tsimidou, 1998).  

            Les acides phénoliques sont présents dans l’huile d’olive à de faibles concentrations    

(<1 mg kg−1 d’huile d’olive). A titre d’exemple, on peut citer l’acide protocatéchique, gallique, 

vanillique, caféique, p-hydroxybenzoïque, syringique, p- et o-coumarique, férulique, et l’acide 

cinnamique (Gómez-Caravaca et al., 2006; Franco et al., 2014). 

             Les lignanes trouvées dans l’huile d’olive sont le (+)-pinorésinol et le 1-

acétoxypinorésinol. Ce dernier est particulièrement présent dans les olives (López-Biedma et 

al., 2016) 

             Les flavonoides qui sont généralement présents dans l’huile d’olive sont la lutéoline et 

l’apigénine avec une concentration oscillante entre 0.2 à 10 mg kg−1  (Kelebek et al., 2017). 

 

            Par ailleurs, les feuilles d’olivier contiennent aussi différents groupes de composés 

phénoliques représentés par les phénols simples, les sécoiridoides et les flavonoides. La 

différence majeure entre l’huile d’olive et les feuilles d’olivier au niveau composition est que 

l’oleuropéine, le ligstroside et divers flavonoides sont présents dans leur forme glycosylée 

(lutéoline-7-O-rutinoside, lutéoline-5-O-glucoside, quercétine-7-O-rutinoside, etc.) (Talhaoui 

et al., 2015). Les sécoiridoides sont les principaux polyphénols des feuilles d’olivier et 
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l’oleuropéine est le composé majeur de la fraction phénolique, avec une concentration qui varie 

entre 24.7 et 143.2 × 103 mg kg−1  de masse des feuilles sèches (Talhaoui et al., 2014). La 

concentration totale des composés phénoliques des feuilles d’olivier est hautement supérieure 

à celle trouvé dans l’huile d’olive. Il est rapporté une concentration de 10000–82000 mg kg−1  

pour les feuilles d’olivier (Talhaoui et al., 2015b) versus 40–1000 mg kg−1  l’huile d’olive 

(Bajoub et al., 2017). 

            Les principaux composés phénoliques des margines sont les acides benzoïques et leurs 

dérivés (l’acide 4-hydroxybenzoïque, protocatéchique, vanillique), l’acide hydroxycinnamique 

et leurs dérivés (l’acide férulique et caféique) et les dérivés des sécoiridoides (tyrosol et 

hydroxytyrosol). La concentration de l’hyroxytyrosol dans les margines est élevée par rapport 

à celle trouvée dans l’huile d’olive et les autres sous-produits oléïcoles. Cette différence est due 

à l’hydrolyse de l’oleuropéine sous l’action de l’estérase pendant l’extraction de l’huile d’olive 

(Benincasa et al., 2022).  

            Les composés phénoliques les plus concentrés dans les grignons sont l’hydroxytyrosol, 

le tyrosol et l’acide élénolique ainsi que leurs dérivés formés lors de l’oxydation, l’hydrolyse, 

etc. La concentration de l’oleuropéine et ses dérivés dans les grignons est très faible (Rubio-

Senent et al. 2012, 2013).  

 

       1.1.6. Méthodes d’extraction des polyphénols  

            L’extraction est la première étape et la plus importante dans le processus d’isolement et 

de valorisation des composés d’intérêt aux niveaux des sous-produits oléïcoles. Bien qu’il 

existe plusieurs méthodes, il n’y a pas une qui soit standard pour l’extraction des polyphénols. 

Globalement, ces méthodes peuvent être subdivisées en deux catégories : celles 

conventionnelles et celles non conventionnelles.  

         Les méthodes dites conventionnelles telles que la macération, l’extraction au soxhlet, 

l’extraction à reflux, etc. ont été utilisées pendant longtemps. Ces méthodes sont généralement 

fastidieuses et demandent une haute qualité de solvants, ce qui fait qu’elles sont peu 

avantageuses pour les objectifs économiques (Wang et Weller, 2006). De plus, l’utilisation de 

l’ébullition lors de l’extraction peut conduire à la perte des polyphénols (Fontana et al., 2013).  

         En raison de ces inconvénients, il a été rendu nécessaire de développer de nouvelles 

approches contenues dans l’appellation de « méthodes d’extraction non conventionnelles », qui 

s’appuient sur des techniques telles que la méthode d’extraction par champ électrique pulsé, 

l’extraction par un fluide supercritique, l’extraction assistée par micro-ondes, l’extraction 

assistée par ultrasons, l’extraction accélérée par solvants, etc. Ces méthodes sont relativement 

rapides, exigent peu de solvants, sont plus faciles à mettre en œuvre et sont soucieuses, dans 

une certaine mesure, de la préservation de l’environnement (Tatke et Rajan, 2014). 

         Du fait de leur pertinence et des résultats probants qu’on y obtient en ayant recours à ces 

méthodes relativement récentes, il nous a semblé utile de donner un aperçu ci-après de leurs 

principes et des moyens opératoires qu’elles mettent en œuvre.  

 

 

 

 

 



    Synthèse bibliographique 

10 
 

            1.1.6.1. Extraction par champ électrique pulsé (PEF) 

            La méthode d’extraction par Champ Electrique Pulsé (PEF) est un processus non 

thermique qui s’opère avec de courtes impulsions électriques. Ces impulsions permettent de 

désintégrer les cellules, ce qui conduit à la libération des composés d’intérêt. Les matrices à 

traiter sont placées entre deux électrodes. Le principe de la PEF réside en l’électroporation de 

la membrane cellulaire. La formation des pores est initiée, car le potentiel transmembranaire de 

la membrane augmente à l’exposition au champ électrique (Figure 7) (Yammine et al., 2018).  

 
 

Figure 7 : Mécanisme d’action du champ électrique pulsé (Kumari et al., 2017). 

 

           La figure 8 montre les parties de base de la PEF. Il existe trois principales parties dans 

le système d’extraction : (1) une source de courant haute tension pour générer l’impulsion, (2) 

une chambre de traitement et (3) un système de contrôle des paramètres du processus. 

 

 
 

Figure 8 : Schéma du dispositif utilisant un champ électrique pulsé pour l’extraction des 

polyphénols (Lasekan et al., 2016). 

 

 Les paramètres du processus incluent l’intensité des impulsions, le temps d’exposition, 

la vitesse de pompage des sous-produits et le contrôle de la température. La source du courant 
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est munie d’un dispositif pour convertir le courant alternatif (AC) en un courant continu (DC). 

Les sous-produits sont pompés dans la chambre de traitement qui est placée entre un ensemble 

d’électrodes d’une manière contrôlée. Une fois à l’intérieur de la chambre de traitement, les 

sous-produits sont traités avec des impulsions électriques de haute tension pendant une période 

déterminée afin de libérer le composé d’intérêt. Ce composé est ensuite pompé vers un autre 

compartiment. 

 En raison de l’application du haut voltage, un effet ohmique du chauffage de 

l’échantillon est noté. Ce qui n’est pas convenable si le composé d’intérêt est thermolabile. 

D’où l’intérêt de la présence d’un système de refroidissement pour réduire cet effet. La PEF est 

utilisée avec succès après la macération afin d’augmenter la teneur en polyphénols (Donsí et 

al., 2011). Une augmentation de la teneur totale en polyphénols a été observée lors de 

l’utilisation des pelures de raisin extraits avec la PEF (Takaki et al., 2011). Le rendement a 

augmenté de 16 à 84.2% quand le voltage s’élève de 30 à 60 kV (Boussetta et al., 2012). 

 

            1.1.6.2. Extraction avec décharge électrique de haute tension (HVED) 

            L’extraction avec décharge électrique de haute tension (HVED) applique une tension 

haute (jusqu’à 40 kV) et un courant (jusqu’à 10 kV) depuis l’électrode jusqu’à la phase liquide. 

Ceci entraine l’excitation des électrons des molécules d’eau à un niveau supérieur et conduit à 

la génération d’un flux d’électrons, c’est la phase de pré-dégradation. Cette phase est suivie 

d’une phase de dégradation où les électrons générés approchent l’électrode négative. Lors de la 

dégradation, d’autres phénomènes se produisent tels que la cavitation des bulles, les ondes de 

choc de haute amplitude, la turbulence liquide et la production des espèces réactives. La 

production des ondes de choc se produit lorsque l’eau résiste à l’expansion de la pression de 

courte durée qui se forme au début de la décharge. La décharge générée entraine aussi la 

formation des canaux plasmatiques, qui en combinaison avec les rayonnements UV conduit à 

de hautes températures (Figure 9).   

 

 
 

Figure 9 : Schéma du dispositif de l’extraction avec décharge électrique de haute tension 

(Carciochi et al., 2017). 
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           Tous les phénomènes secondaires au niveau macroscopique conduisent à la 

fragmentation des cellules et à l’extraction du composé d’intérêt. La distance de l’électrode est 

un paramètre important dans l’efficacité de la méthode HVED. Il doit être optimisé avec les 

autres facteurs, à savoir l’apport de l’énergie, la composition du solvant, et le ratio liquide-

solide (Boussetta et al., 2011). Les extraits obtenus avec le traitement en utilisant la méthode 

HVED sur les pépins de raisin peuvent être concentrés avec l’aide de la filtration membranaire 

(Liu et al., 2011). La méthode HVED a prouvé son efficacité avec un temps d’utilisation réduit 

par rapport à la PEF, 60 min et 180 min respectivement (Boussetta et al., 2009). Entre la HVED, 

PEF et l’ultrasonication, c’est la méthode HVED qui a montré le plus d’altération tissulaire et 

le rendement le plus élevé en polyphénols et en protéines avec les sous-produits du vignole 

(Rajha et al., 2014). 

 

           1.1.6.3. Extraction par un fluide supercritique (SEF) 

           L’extraction par un fluide supercritique (SEF) est une technique récente pour extraire les 

composés phénoliques. Elle utilise un fluide supercritique ayant une température et une pression 

au-dessus de celle du solvant d’extraction. Au-dessus du point critique, le fluide change de 

propriétés (Figure 10). Il devient similaire au gaz avec sa faible viscosité, diffusivité élevée, sa 

tension de surface marginale et son pouvoir de solvatation élevé. Ces propriétés permettent une 

meilleure pénétration de la matrice et une extraction efficace.  

 

 

Figure 10 : Diagramme de phase (pression et température) (Gogoi et Kakoty, 2017). 

            Le fluide supercritique le plus utilisé est le CO2 (SC-CO2) en raison de sa non toxicité 

et de sa non-inflammabilité (température et pression critiques respectives de 31.1°C et 7.4 

MPa). Il est utilisé pour extraire des composés thermolabiles (application de températures 

modérées) et des analytes non polaires (étant donné qu’il est un solvant non polaire). Pour 

l’extraction d’analytes polaires, il y a lieu de rajouter des co-solvants (éthanol, acétone ou 

méthanol, notamment). Ces derniers augmentent le pouvoir de solvatation et aident à solubiliser 

et à extraire les analytes polaires. L’éthanol est communément utilisé, en raison de sa grande 

disponibilité, sa facilité à l’élimination et son acceptation dans l’industrie agroalimentaire. La 

température critique du mélange éthanol SC-CO2 se situe dans l’intervalle favorable allant de 

40 à 60°C.  
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            En général, le processus d’extraction se déroule en deux étapes : le liquide supercritique 

pénètre d’abord la matrice et entraine la dilatation de la structure cellulaire, ensuite une 

dissolution du produit à extraire est observée. Le produit en surface est à la fin séparée du 

solvant supercritique.  

           La pression, la température et le co-solvant jouent un rôle important dans l’extraction du 

resvératrol à partir des graines, des branches, des pelures et du marc de raisin en utilisant le SC-

CO2 (Casas et al., 2010). L’extraction du squalène, composés cosmétique de valeur, est 

avantageuse avec la SFE car l’oxydation des composés est absente ce qui évite ainsi la 

dégradation du celui-ci (Naziri et al., 2016). 

 

          1.1.6.4. Extraction assistée par les ultrasons (UAE) 

          L’extraction assistée par les ultrasons (UAE) est la technique la plus communément 

utilisée pour l’obtention des polyphénols. Elle peut être utilisée seule ou comme étape de 

prétraitement afin d’améliorer l’efficacité du processus d’extraction. Elle fonctionne sur la base 

du phénomène de cavitation. Les ondes d’ultrasons produisent de l’énergie qui est transférée 

dans le milieu liquide en question. Ceci conduit à la génération des cycles de compression et de 

raréfaction ou expansion. Le cycle de haute pression (appelé compression) est suivi par le cycle 

de la pression basse (ou expansion).                        

           La formation de la cavitation des bulles se produit durant le cycle d’expansion où les 

bulles prennent plus de taille. Après avoir atteint un certain volume où les bulles ne peuvent pas 

absorber l’énergie, la compression se déclenche et un effondrement (sous le nom de cavitation) 

prend place (Figure 11) où la température et la pression atteignent jusqu’à 5000°K et 2000 atm, 

respectivement. Ceci produit des micro-jets envers les cellules. Tous ces facteurs conduisent à 

la destruction des membranes cellulaires et facilitent l’extraction.  

 

 

Figure 11 : Schéma du dispositif de l’extraction des polyphénols assistée par les ultrasons 

(Carciochi et al., 2017). 

 

           Deux types de sonicateurs sont principalement utilisés, à savoir le bain à ultrasons et la 

sonde à ultrasons. Dans le premier cas, la puissance des ultrasons doit être assez forte pour 
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provoquer la cavitation. L’énergie générée par le bain varie entre 1-5 W/cm2, alors que celle 

produite par la sonde est 100 fois plus élevée.  

           L’avantage principal de la sonde est que l’énergie est transférée directement dans le 

milieu d’extraction plutôt que dans le milieu liquide.  Ce procédé a été utilisée dans l’extraction 

des phénols, des antioxydants et des anthocyanines issues des pépins de raisin (Ghafoor et al., 

2009). Avec cette méthode, on extrait en 30 min l’huile des pépins de raisin, alors qu’il en faut 

6 h avec le soxhlet (Da Porto et al., 2013).   

 

          1.1.6.5. Extraction assistée par micro-ondes (MAE)  

           Les micro-ondes sont des ondes électromagnétiques qui possèdent une fréquence 

variable de 300 MHz à 300 GHz. La rotation du dipôle est induite lorsque les micro-ondes 

entrent en contact avec les molécules polaires. Une chaleur est libérée lors de l’alignement du 

dipôle. Elle est uniquement produite par la conversion de l’énergie au sein de la matrice. Par 

conséquent, le temps de chauffage est réduit. L’augmentation de la température conduit au 

gonflement et à la rupture des cellules, ce qui permet au soluté d’être libéré dans le solvant 

(Figure 12). Ensuite, le soluté peut être séparé en utilisant de la distillation.  

           L’avantage majeur de la MAE est son rendement élevé, sa réduction du temps 

d’extraction et du solvant utilisé. Comparativement aux autres méthodes, la MAE a fait preuve 

de rapidité et d’efficacité (Romero-Díez et al., 2019). La MAE a été aussi utilisée comme 

prétraitement précédant les méthodes d’extraction conventionnelles afin d’améliorer le 

rendement et réduire le temps d’extraction de 15 min à 90 s (Romero-Díez et al., 2019).        

 

 

Figure 12 : Mécanisme d’action des micro-ondes dans la lyse cellulaire  

(Onumaegbu et al., 2018). 

         1.1.6.6. Extraction à haute pression (HPP)  

         L’extraction à haute pression (HPP) est utilisée pour les composés thermolabiles, car c’est 

une technique non-thermique qui utilise de hautes pressions, allant de 100 à 1000 MPa. 

L’augmentation de la pression engendre des changements structuraux dus à la déprotonation 

des groupements chargés et à l’interruption des ponts ioniques. Ceci augmente la perméabilité 

des membranes cellulaires et permet de libérer l’extrait des cellules dans le solvant. Lors du 

processus, la pression est transférée uniformément de sorte que l’extraction soit réalisée en 

seulement 1 à 2 min. L’augmentation de la pression accroit le rendement de l’extraction et 

diminue le temps d’extraction.    
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         Le rendement d’extraction des anthocyanines a été triplé avec la HPP (Corrales et al., 

2008). L’étude des différents paramètres d’extraction des anthocyanines issus des pépins de 

raisin a montré que la concentration d’éthanol (50 à 70°C) à 600 MPa permet d’avoir le meilleur 

rendement (Corrales et al., 2009). Les composés phénoliques extraits des marcs de raisin avec 

la HPP ont été encapsulés en utilisant les systèmes de diffusion à base de nano-émulsion (Sessa 

et al., 2013). Ces dernières ont été produites en utilisant l’huile de tournesol, au vu de sa grande 

stabilité.  

 

           1.1.6.7. Extraction accélérée par les solvants (ASE)  

            L’extraction accélérée par les solvants (ASE) est connue sous l’appellation d’extraction 

avec solvant pressuré. Une température et une pression élevées sont appliquées sur le solvant 

d’extraction. La haute pression conduit à l’augmentation du point d’ébullition, de telle sorte 

que l’extraction soit réalisée à une température élevée. Ceci qui permet aussi une pénétration 

profonde du solvant dans l’échantillon et le maintien du solvant dans un état liquide (Richter et 

al., 1996).  

        

           1.1.6.8. Extraction par chauffage ohmique pulsé  

           Le chauffage ohmique pulsé combine les traitements thermiques et électriques. La 

chaleur est générée lors de l’application du courant alternatif, ce qui accélère le processus 

d’extraction des phénols. La perméabilité des membranes cellulaires augmente avec 

l’augmentation du champ électrique et de la température. Les échantillons congelés-décongelés 

sont plus susceptibles à l’endommagement cellulaire. L’intensité électrique de 400 V/cm avec 

30% d’éthanol, comme solvant, aboutit à un rendement maximum en polyphénols (El Darra et 

al., 2013).  

     

           1.1.6.9. Extraction avec les solvants eutectiques profonds 

           Les solvants eutectiques profonds (DESs) sont formés de deux ou plus de composés en 

utilisant le chauffage à 80°C (Abbott et al., 2003) ou la lyophilisation (Gutierrez et al., 2009). 

Ils sont caractérisés par un faible point de fusion par rapport à leurs matériaux de départ et leurs 

propriétés peuvent être modifiées par simple changement de ces composés. Comme solvants 

eutectiques utilisés pour l’extraction des polyphénols, nous pouvons citer le chlorure de choline 

combiné avec l’urée, l’hydrate de carbone avec l’urée et les sels de chlorure, l’acide décanoique 

avec les sels d’ammonium, etc. Leur facilité d’utilisation, leur faible pression de vapeur et leur 

toxicité réduite font de ces solvants un choix de préférence pour l’extraction des polyphénols.  

           L’extraction des anthocyanines à partir des pelures de raisin en utilisant les DESs (acide 

citrique et maltose) a prouvé son caractère écologique en tant que méthode d’extraction (Jeong 

et al., 2015). De plus, le rendement d’extraction de polyphénols issus des pelures de raisin a été 

amélioré en utilisant un DES constitué de chlorure de choline et d’acide oxalique comme 

donneur d’hydrogène (Bubalo et al., 2016). Les rendements en phénols totaux et en 

anthocyanines totaux obtenus avec les DESs étaient de 91 et 24 mg g−1 de matière sèche, 

respectivement (Radošević et al., 2016).  
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      1.1.7. Activités biologiques des polyphénols issus des sous-produits oléïcoles 

           La littérature rapporte plusieurs activités mises en évidence pour les polyphénols issus 

de diverses sources, particulièrement celles des sous-produits d’origines végétales. Ainsi, il est 

établi que les polyphénols de l’olive et des sous-produits-oléïcoles possèdent les propriétés 

suivantes : anti-oxydantes, anti-inflammatoires, anti-athérosclérotiques, anti-tumorales, anti-

bactériennes, anti-virales et cardioprotectives (Alarcon De La Lastra et al., 2001 ; Tripoli et al., 

2005 ; Khan et al., 2007; Waterman et Lockwood, 2007 ; Servili et al., 2009 ; Ciceracle et al., 

2010 ; Omar, 2010a,b). 

 

           1.1.7.1. Activité anti-oxydante et anti-inflammatoire 

           L’oxydation est à la base des dégradations alimentaires et du vieillissement des tissus 

biologiques. Les espèces réactives à l’oxygène (ROS) (H2O2, HO∙, NO∙, O2
.−, 1O2) agissent 

comme des agents oxydants en attaquent les protéines, les acides nucléiques, les acides gras 

insaturés, et les vitamines. Plusieurs systèmes de défense existent naturellement chez l’homme 

et les animaux pour neutraliser les agents oxydants. Ces antioxydants regroupent des enzymes 

de détoxification (telles que la glutathion peroxydase, la catalase, la superoxyde dismutase, la 

glutathion réductase) et la complexation du fer et du cuivre par des antioxydants de l’organisme 

(Berset, 2005).       

           L’apport alimentaire est la deuxième source des antioxydants. Par exemple, Les 

sécoiridoides de l’huile d’olive et des sous-produits oléïcoles et autres composés phénoliques 

sont susceptibles de réagir avec les espèces réactives de l’oxygène (ROS). L’oleuropéine et ses 

dérivés tyrosol et hydroxytyrosol ont démontré leur propriété de piégeage des radicaux libres 

in vitro ainsi que in vivo dans plusieurs investigations (Visioli et al., 2000a ; Visiolo et al., 

2000b). Ces composés sont capables à piéger les (ROS) tels que le peroxyde d’hydrogène 

(H2O2), l’anion superoxyde (O2
.−), et les espèces réactives à l’azote telles que le monoxyde 

d’azote (NO.) et le peroxynitrite (ONOO-) (Salami et al., 1995 ; Visioli, et al., 1998 ; De La 

Puerta et al., 2001 ; Moreno, 2003 ; O’Dowd et al., 2004). 

         L’effet anti-inflammatoire des polyphénols est observé par diminution du stress oxydatif 

grâce à leur activité de piégeage des radicaux libres. Les polyphénols peuvent aussi inhiber les 

enzymes impliquées dans la mobilisation de l’acide arachidonique, à savoir la cyclooxygénase 

et la lipooxygénase (Bitler et al., 2005 ; Puel et al., 2006). Ces enzymes réduisent les médiateurs 

de l’inflammation (thromboxane B2, leukotriène B4, interleukine 1) (Miles et al., 2005 ; Visioli 

et al., 2005 ; Bogani et al., 2007). La production des interleukines 1-𝛽 par les monocytes est 

réduite grâce l’oleuropéine glucoside (Miles et al., 2005). De plus, il est rapporté que le tyrosol 

et l’hydroxytyrosol pouvaient interférer dans le contrôle de l’expression des gènes de 

l’inflammation, en particulier le gène NFkB (Moreno et al., 2003 ; Maiuri et al., 2005).  

 

           1.1.7.2. Activité anti-athérosclérotique et cardioprotectrice 

           Selon plusieurs études, le changement au niveau des lipoprotéines de faible densité 

(LDL) est impliqué dans le développement de l’athéroslérose. Aussi, cette molécule est 

considérée comme un biomarqueur dans le cas des maladies cardiovasculaires (Manna et al., 

2004; Perona et al., 2006). A une certaine dose, l’hydroxytyrosol et l’oleuropéine protègent les 

molécules de LDL contre l’oxydation par le radical péroxyl et les métaux Salami et al., 1995 ; 

Galli et Visioli, 1999 ; Fito et al., 2000 ; Wiseman et al., 2002). Les études in vivo ont démontré 
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que les LDL des animaux ayant reçu un régime riche en hydroxytyrosol et en oleuropéine 

étaient plus résistantes à l’oxydation et que leur cholestérol sérique ainsi que la concentration 

des triglycérides étaient réduites. Il est aussi rapporté que dans certains cas, l’hydroxytyrosol et 

l’oleuropéine pouvaient augmenter le taux des lipoprotéines à haute densité (HDL) et réduire 

la pression artérielle (Huang et al., 1991; Coni et al., 2000 ; Benkhatlti et al., 2002 ; Marrugat 

et al., 2004 ; Fito et al., 2005 ; Fki et al., 2005). 

            La résistance à l’oxydation est due à l’incorporation des molécules LDL par les 

polyphénols et autres antioxydants de source différente (De La Torre et al., 2007). De plus, 

l’huile d’olive peut également empêcher la survenue des troubles cardiovasculaires et la 

formation de la plaque athéroslérotique par la réduction de la production des médiateurs de 

l’inflammation (Petroni et al., 1997 ; De La Puerta et al., 1999 ; Andrikopoulos et al., 2002 ; 

Ruano et al., 2005 ; Gonzalez-Santiago et al., 2006 ; Singh et al., 2007 ; Bogani et al, 2007).    

 

            1.1.7.3. Activité anti-tumorale, anti-proliférative et anti-mitotique 

           Il est rapporté que l’oleuropéine et l’hydrytyrosol possèdent des effets protecteurs contre 

les cancers du sein, du colon, de la prostate et de la peau (Trichopoulou et al., 1995 ; Budiyanto 

et al., 2000 ; Owen et al., 2000 ; Quiles et al., 2002 ; Babich et Visioli, 2003 ; Corona et al., 

2007). Ces molécules agissent essentiellement sur la prolifération, l’apoptose, la différenciation 

et la migration des cellules cancéreuses (Della Ragione et al., 2000 ; Lopez et al., 2004 ; Fabiani 

et al., 2006 ; Abaza et al., 2007). D’après Hamdi et Castellon (2005), l’oleuropéine peut inhiber 

la prolifération et la migration des cellules tumorales (sein et colon) en empêchant la réplication, 

la motilité et l’invasion de ces cellules. Elle peut également affecter le cytosquelette par rupture 

de l’organisation des filaments d’actines dans les cellules. De plus, l’oleuropéine et 

l’hydroxytyrosol auraient un effet protecteur contre les altérations génétiques qui conduisent à 

l’activation oncogénique (Menendez et al., 2007).   

 

           1.1.7.4. Activité anti-microbienne et anti-virale 

           L’activité anti-microbienne de l’oleuropéine, hydroxytyrosol et tyrosol, ainsi que 

d’autres phénols a été étudiée in vitro contre plusieurs pathogènes tels que Staphylococcus 

aureus, Salmonella enteritidis, Bacillus cereus, et aussi contre les mycoplasmes, champignons, 

virus et protozoaires (Fleming et al., 1973 ; Furneri et al., 2002 ; Del Rio et al., 2003 ; 

Winkelhausen et al., 2005 ; Battinelli et al., 2006 ; Soler-Rivas et al., 2006 ; Sousa et al., 2006 

; Baidez et al., 2007). L’effet anti-microbien des polyphénols est relié à leur capacité à dénaturer 

les protéines en agissant en surface. Cette action conduit au déversement du contenu cellulaire 

des bactéries. Cet effet pourrait être le résultat de la destruction du peptidoglycane et la 

dégradation de la membrane cellulaire.   

            L’activité anti-virale a été également décrite, notamment contre les virus de 

l’immunodéficience (HIV) (Lee-Huang et al., 2003 ; Micol et al., 2005 ; Lee-Huang et al., 

2007). L’ydroxytyrosol et le tyrosol sont des inhibiteurs de la fusion et de l’intégration de 

l’HIV-1 dans la cellule hôte. L’oleuropéine peut aussi interférer avec la synthèse des acides 

aminés nécessaires à l’activité virale, à la diffusion, au développement et à l’attaque 

membranaire de la cellule (Lee-Huang et al., 2007). 
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            1.1.7.5. Activité anti-vieillissement 

            Il a été rapporté que le vieillissement est un facteur de risque d’une large gamme de 

maladies telles que les maladies neurodégénératives (Alzheimer, Parkinson, Huntington, 

sclérose amyotrophique latérale), les maladies inflammatoires et le diabète de type 2 (Saxena 

et al., 2011 ; Wang et al., 2012 ; Si et Liu, 2014 ; Kennedy et al., 2014). Plusieurs études ont 

démontré l’impact bénéfique des polyphénols de différentes sources alimentaires sur ces 

maladies.  

            L’étude de l’effet des polyphénols de l’huile d’olive vierge sur la production des 

médiateurs de l’inflammation par les cellules humaines a révélé que l’oleuropéine glycosylé 

inhibait l’interleukine1-𝛽 à 80% par comparaison à l’acide caféique 40% (Miles et al., 2005). 

De plus, l’administration de l’oleuropéine a amélioré la tolérance au glucose (Poudyal et al., 

2010 ; Khalili et al., 2017) et elle a réduit la résistance à l’insuline ainsi que la sensibilité envers 

celle-ci (Kim et al., 2014 ; Lepore et al., 2015). L’oleuropéine a aussi démontré son pouvoir 

d’induction d’autophagie des cellules agrégées et organelles endommagées. Le processus 

d’autophagie est un processus déficitaire chez les patients souffrant d’Alzheimer (Cordero et 

al., 2018). 

 

           1.1.7.6. Autres bioactivités  

           Beaucoup d’autres activités ont été attribuées aux polyphénols de l’olive et des sous-

produits oléïcoles telles que le renforcement du système immunitaire (Visioli et al., 1998) ainsi 

que la prévention de certaines maladies liées au stress oxydatif, aux troubles inflammatoires 

telles que l’ostéoporose (Puel et al., 2004) ainsi qu’aux maladies rhumatismales (Linos et al., 

1999). Les polyphénols ont aussi démontré un effet protecteur de la peau en intervenant contre 

la peroxydation des lipides engendrée par les rayonnement UV (Meeran et al., 2009).   

 

    1.1.8. Applications industrielles des polyphénols issus des sous-produits oléïcoles  

           La recherche dans les sous-produits oléïcoles vise à améliorer les produits alimentaires 

et leurs propriétés ainsi qu’à obtenir des additifs naturels innovants pour les cosmétiques, 

médicaments, etc. (Pérez et al., 2021). 

           L’industrie agroalimentaire s’intéresse à introduire les antioxydants naturels dans les 

emballages pour préserver les produits alimentaires et prolonger leur durée de vie, tout en 

maintenant les caractéristiques organoleptiques intactes. Dans ce contexte, le secteur de 

l’emballage alimentaire développe des matériaux issus des sous-produits agricoles, tels que les 

fibres lignolcellulosiques des grignons d’olive (Nunes et al., 2016).  

          Par ailleurs, Luzi et collaborateurs (2019) ont développé un film ternaire pour 

l’emballage alimentaire actif. Il est constitué de l’alcool polyvinylique comme matrice 

polymérique et de l’amidon nanostructuré pour le renforcement, ainsi que l’hydroxytyrosol 

comme agent antioxydant. La littérature montre qu’il y a un effet prolongé de libération de 

l’hydroxytyrosol à partir du film ternaire avec une forte activité antioxydante.  

          Cejudo et collaborateurs (2022) ont utilisé l’extrait des feuilles d’olivier dans les films 

polyethylène téréphthalate/polypropylène, où l’oleuropéine et la lutéoline-7-glucoside étaient 

les principaux antioxydants phénoliques. L’efficacité de ce film vis-à-vis de l’oxydation des 

lipides a été évaluée durant le stockage des graines de tournesol. Les résultats ont montré un 

retard d’oxydation des lipides.   



    Synthèse bibliographique 

19 
 

           D’autres applications se trouvent également dans l’industrie du cosmétique. A titre 

d’exemple, différentes concentrations des composés phénoliques tels que l’hydroxytyrosol, le 

tyrosol et l’oleuropéine issus des margines ont été utilisés comme boosters dans les filtres UV. 

L’absorption des filtres UV augmente en fonction de la concentration des composés 

phénoliques, et le piégeage des phénols d’olive dans les particules de silice a amélioré leur 

résistance à l’eau (Galanakis et al., 2018). 
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Partie II : Protéines du lait 

1.1.1. Production du lait 

          D’après les données de la FAO (2020) la production mondiale du lait a atteint 906 

millions de tonnes en 2020, avec une hausse de 33% par rapport à 2007. Il a été rapporté que 

la production mondiale du lait devrait augmenter de 1.6 % par an ces dix prochaines années 

(pour atteindre 997 millions de tonnes en 2029), soit plus vite que celle de la plupart des 

principaux produits agricoles (OECD/FAO, 2020). Par ailleurs, la production mondiale du lait 

de vache dépasse les 734 millions de tonnes en suivant la même tendance (Figure 13).  

 

Figure 13 : Production laitière mondiale (millions de tonnes) (Anonyme 1, 2020). 

          La production du lait de vache représente 81% de la production mondiale de lait, le lait 

de bufflonne 15%, et les autres types de laits (chèvre, brebis et chamelle) représentent 4%. La 

figure 14 illustre la répartition globale du lait de vache.  

 

Figure 14 : Répartition de la production mondiale du lait de vache (734 millions de tonnes) 

(Anonyme 2, 2020). 
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           D’autre part, la production du lactosérum, co-produit de la fabrication fromagère, est 

estimée à environ 180 à 190 x106 de tonnes/an, dont seulement 59% est utilisée industriellement 

(Figure 15) (Richards et al., 2002 ; Yorgun et al., 2008). Il a été rapporté que la production de 

1–2 kg de fromage peut générer 8–9 kg de lactosérum (Rektor et al., 2004 ; Atra et al., 2005).   

 

Figure 15 : Production globale du lactosérum et ses utilisations (Pais Chanfrau, 2013). 

    1.2.2. Composition générale du lait 

 Le lait est un liquide biologique sensé contenir tous les nutriments requis pour les 

nouveaux- nés des mammifères. Par conséquent, la composition du lait diffère en fonction des 

besoins du nouveau-né des différentes espèces (El-Agamy, 2006). Le lait contient de l’eau et 

plusieurs groupes de nutriments. Les composés organiques (protéines, glucides et lipides) sont 

présents à des teneurs assez proches (de 30 à 40 g L−1). Il contient également des éléments 

fonctionnels tels que les vitamines (B, C, A, D), les enzymes (lipase, phosphatase alcaline, 

protéases, catalase, etc.) et des sels dissous tels que les phosphates, calcium, magnésium, 

potassium et sodium. En outre, le lait comporte des gaz dissous (5% par volume) tels que le 

dioxyde de carbone (CO2), le nitrogène (N) et l’oxygène (O2), des composés protéiques non 

azotés (ammoniac, urée, acide urique, etc.) et enfin des pigments (riboflavine et xanthophylle) 

(Gautheron et Lepouze, 2012). 

   Du point de vue chimique, le lait est une émulsion d’huile dans l’eau où la fraction 

lipidique est principalement localisée dans des gouttelettes sphériques appelées globules 

lipidiques (Sichien et al., 2009). La composition du lait varie en fonction de plusieurs facteurs 

tels que l’espèce, la race, la variation individuelle, la saison, l’âge, le stade de lactation, 

l’alimentation, etc. (Haenlein, 2004 ; Claeys et al., 2014). 

   1.2.3. Protéines du lait 

           Le lait bovin contient entre 30 à 36 g L−1 de protéines. La teneur en protéines dépend de 

la race, le stade de lactation, la santé et l’alimentation de l’animal (Fox, 2011). Les protéines 

majeures du lait sont subdivisées en caséines, qui représentent approximativement 79% des 

protéines totales et les protéines sériques (environ 19% du total protéique), (Topel, 2004), ainsi 
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que des protéines mineures qui sont associées au lactosérum à l’exception des protéines 

membranaires du globule gras. Le tableau I récapitule la composition du lait bovin en protéines.  

Tableau I : Composition protéique du lait bovin (Walstra et al., 1984). 

 Concentration dans 

le lait (g 𝐤𝐠−𝟏) 

Proportion des 

protéines totales (%) 

Protéines totales du lait 32.7 100.0 

Caséine 26.0 79.5 

αS1-caséine 10.0 30.6 

αS2-caséine 2.6 8.0 

ß-caséine 9.3 28.4 

γ-caséine 0.8 2.4 

Κ-caséine 3.3 10.1 

Protéines sériques 6.3 19.3 

ß-Lactoglobuline 3.2 9.8 

α-Lactalbumine 1.2 3.7 

Albumine sérique bovine  0.4 1.2 

Immunoglobulines 0.7 2.1 

Protéines mineures 0.8 2.4 

Protéines du globule gras 

membranaire 

0.4 1.2 

 

    1.2.3.1. Caséines 

           Les caséines sont des phosphoprotéines qui se présentent en agrégat micellaire (avec des 

cations bivalents : calcium et magnésium). Cette organisation permet une dispersion très stable 

des fractions hydrophobiques dans un état colloïdal sous l’action des liaisons hydrophiles. La 

fraction de caséine comprend la caséine αs1 (32%), la caséine αs2 (10%), la caséine 𝛽 (28%) et 

la caséine 𝜅 (10%) (Tableau II). La fraction totale des caséines est isolée par précipitation au 

pHi en rajoutant l’acide ou via l’utilisation de la présure. Dans les deux cas un co-produit 

(lactosérum) est généré (O’Kennedy, 2011). 

 

Tableau II : Composition de la micelle de caséine bovine (Mcmahon et Brown, 1984). 

 

       1.2.3.2. Protéines sériques  

           Les protéines sériques sont des protéines globulaires structurées autour des hélices alpha. 

Les acides aminés acido/basiques, hydrophiliques et hydrophobiques y sont répartis d’une 

manière équilibrée tout au long de la chaine polypeptidique (Evans, 1982). Ce sont des protéines 

solubles obtenues après précipitation des caséines au pH 4.6 à 20°C. Elles regroupent, d’une 

        Composé Teneur (100g/micelles) Composé Teneur (100g/micelles) 

𝜶s1-caséine 35.6 magnésium 0.1 

𝜶s2-caséine 9.9 sodium 0.1 

ß-caséine 13.6 potassium 0.3 

𝜿-caseine 11.9 citrate 0.4 

Caséines mineures 2.3 acide sialique 0.3 

calcium 2.9 galactose 0.2 

phosphate 2.9 galactosamide 0.2 
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part, une fraction protéique (80%) constituée de la 𝛽-lactoglobuline (𝛽-Lg), l’𝛼-lactalbumine 

(𝛼-La), l’albumine sérique bovine (BSA), les immunoglobulines et la lactoferrine et, d’autre 

part, une fraction non protéique (20%) composée des protéoses peptones et de composés 

nitrogéniques (Tableau III) (Smithers, 2008).  

 

Tableau III : Profil protéique du lactosérum (Eigel et al., 1984 ; Brew et al., 1970 ; 

Korhonen 1995 ; de Wit, 1998). 

Protéine Concentration 

(g 𝐋−𝟏) 

Poids moléculaire 

(kDa) 

Nombre d’acides 

aminés 

ß-Lactoglobuline 1.3 18.277 162 

α-Lactalbumine 1.2 14.175 123 

Sérum albumine bovine 0.4 66.267 582 

Immunoglobulines 

(A,M,C) 

0.7 25.000 (chaîne légère) + 

70.000 (chaîne lourde) 

- 

Lactoferrine  0.1 80.000 700 

Lactoperoxidase 0.03 70.000 612 

Glycomacropeptide 1.2 6700 64 

 

            Les protéines sériques ont été également scindées en deux fractions selon leur 

importance quantitative, à savoir : les protéines majeures qui regroupent la 𝛽-lactoglobuline 

(~50% des protéines totales du lactosérum), 𝛼–lactalbumine (~25%), l’albumine sérique bovine 

(~6%), les immunoglobulines et les protéose-peptones (~10 % pour chaque entité). Dans l’autre 

fraction, on retrouve la lactoférrine (LF), la lactoperoxidase (LP), la plasmine, etc. Au vu de 

leurs rôles biologiques variés, ces fractions ont fait l’objet de nombreuses investigations qui ont 

permis de mieux les caractériser en considérant leur poids moléculaire, leur point isoélectrique, 

leurs propriétés de dénaturation, leur réactivité chimique, leur capacité de complexation et leur 

comportement dans le milieu (Mulvihill et Ennis, 2003 ; Bonnaillie et Tomasula, 2009). 

 

            1.2.3.2.1. Protéines majeures 

           Les protéines majeures du lactosérum (𝛽-Lg, 𝛼-La, BSA, Igs) représentent plus de 95% 

de la fraction non caséinique. La 𝛽-Lg et l’𝛼-La sont toutes les deux synthétisées dans la glande 

mammaire. Par contre la BSA est transportée vers la glande mammaire via le sang.  

           La 𝛽-Lg est une protéine constituée de 162 acides aminés de 18 000 Da. Elle a cinq 

résidus cystéines qui forment des liaisons disulfures entre les résidus 66-160, 119-121, ou 106-

119 (Figure 16).            

Cette protéine se trouve sous forme de dimer au pH 3 à 7. La 𝛽-Lg est impliquée dans le 

transport du rétinol et l’activation de la lipase (O’Mahony et Fox, 2013).  
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Figure 16 : Structure primaire de la 𝛽-lactoglobuline (Liu et al., 2007). 

 

          Pour sa part, l’𝛼-La est la plus petite protéine parmi les protéines majeure avec un poids 

moléculaire de 14 175 Da. Elle est constituée de 123 acides aminés avec huit résidus cystéine 

connectés par des ponts disulfures au niveau des positions 6-120, 28-111, 61-77, et 73-91 

(Figure 17). Elle joue un rôle important dans la biosynthèse du lactose et possède une capacité 

à se lier aux cations bivalents (calcium, fer, zinc, etc.). Certaines formes mineures de l’𝛼-La 

contiennent des entités carbohydratés telles que le mannose, le galactose, le fructose, le N-

acétylgalactosamine et l’acide N-acétylneuraminique (Farrell et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Structure primaire de l’𝛼-lactalbumine (Eskin et Goff, 2013). 

 

            La BSA est formé de 583 acides aminés dont 35 résidus de cystéine. Ces résidus (sauf 

Cys34) forment des ponts disulfure (Figure 18). Cette protéine de 66 465 Da possède différents 

domaines qui se distinguent de part leur hydrophobicité, leur charge nette et les sites de liaison 

au ligand. La BSA est une protéine multifonctionnelle avec une capacité exceptionnelle de 

liaison au ligand. Cette protéine est bien connue pour son pouvoir liant aux acides gras, aux 
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composés phénoliques et aux ions métalliques. La solubilité des acides gras liés à la BSA est 

améliorée de façon remarquable (Belinskaia et al., 2021).    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18 : Structure primaire de l’albumine sérique bovine (Byrne et al., 2015). 

                                    R=Arg, N=Asn, D=Asp, E=Glu, Q=Gln, K=Lys, F=Phe, W=Trp, Y=Tyr 

                            Les autres acides aminés sont représentés par la première lettre de leur appellation. 

 

           Les immunoglobulines représentent les protéines les plus volumineuses et denses de ce 

groupe (PM >1 000 000 Da). Elles sont classées en IgG, IgA, IgM, IgE et IgD. Elles et se 

trouvent sous forme de monomères ou de polymères d’une unité de base constituée de deux 

chaînes légère et lourde.  

          Les régions variables des chaines légère et lourde sont responsables de la liaison à 

l’antigène. Par contre, les fonctions de la fixation du complément, le transport membranaire, le 

catabolisme et l’hypersensibilité immédiate sont attribuables à la région constante de la chaîne 

lourde. Les immunoglobulines sont impliquées dans la protection contre les infections et dans 

l’immunité passive (Marnila et Korhonen, 2011; Hurley et Theil, 2013).        

 

            1.2.3.2.2. Protéines mineures 

            La lactoferrine est une glycoprotéine consistant en une seule chaîne polypeptidique de 

690 acides aminés de 80 000 Da. Son pHi   est singulièrement de ~8.0 alors que la plupart des 

protéines sériques ont un pHi acide (4.5 à 5.5). Cette particularité lui permet d’avoir une forte 

charge positive à la surface au pH neutre (Ye et Singh, 2006a). La lactoferrine est connue pour 

sa capacité à se lier au fer (Baker et Baker, 2005). Elle est impliquée dans plusieurs fonctions 

telles que la prolifération et la différenciation cellulaire, la régulation de la granulopoéïse et 

l’activation de la réponse immunitaire non spécifique (Kanyshkova et al., 2001).  

             La lactoperoxidase (EC 1.11.1.7) (LPO) est une glycoprotéine de 78 000 Da consistant 

en une chaîne polypeptidique de 612 acides aminés. Elle contient un groupe hémique 
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ferriprotoporphyrine IX, lié par deux groupements esters Glu375 et Asp275 au niveau du site 

actif. La lactoperoxidase est connue pour ses propriétés antimicrobiennes (O’Mahony et al., 

2013). 

             Le glycomacropeptide (GMP) est le produit d’hydrolyse de la κ-caséine au niveau de 

la liaison Phe-Met (105-106) à travers l’action de la chymosine ou de la digestion avec la 

pepsine. Ce peptide de 64 acides aminés, fortement glycosylé, est caractérisé par sa composition 

en acide sialique. Ce dernier joue un rôle dans la prévention de l’adhésion intestinale des 

pathogènes (Baieli et al., 2017). De plus, en raison de sa faible composition en acide aminé 

aromatique, le glycomacropeptide pourrait être une protéine intéressante pour la 

phénylcétonurie, maladie où la phénylalanine n’est pas métabolisée (Pellegrino et al., 2013).  

 

      1.2.3.3. Comparaison interespèces des protéines 

        Le lait des différentes espèces présentent des variations de composition ainsi que des 

caractétirisques physico-chimiques différentes. Le tableau IV montre la composition générale 

du lait des différentes espèces. Il apparait que le lait ovin est le plus concentré en protéines, en 

matière grasse et minéraux. Des concentrations similaires sont observées pour le lait bovin et 

caprin. Le lait camelin possède les concentrations les plus faibles en matière grasse et en 

minéraux. 

Tableau IV : Composition générale du lait de différentes espèces (Konte, 1999). 

                               Composition % 

 Eau lipides Protéines Lactose            Cendre 

Bovine 87.2 3.7 3.5 4.9 0.72 

Caprine 86.5 4.0 3.6 5.1 0.82 

Ovine 82.7 6.4 5.5 4.7 0.92 

Cameline 87.7 3.4 3.5 4.7 0.71 

 

           De plus, il a été observé que la concentration des protéines individuelles au niveau des 

fractions de caséines et lactosérum varie aussi entre les quatre espèces (Tableau V). Il est 

notable que le lait camelin se distingue par sa richesse en 𝛼-lactalbumine ainsi que par l’absence 

de 𝛽-lactoglobuline dans le lactosérum. La défficience de ce lait en 𝛽-lactoglobuline pourrait 

être intéressante pour la consommation, vue que cette protéine est considérée comme l’un des 

allergènes majeures responsable des allergies chez l’enfant (El Hatmi et al., 2015).  

           Par ailleurs, il est établi qu’un lait présentant un faible ratio caséines:protéines sériques 

aurait une meilleure digestibilité des protéines. Parmi les différents type de lait existant, c’est 

le lait humain qui possède le plus faible ratio caséines:protéines sériques (29:71–33:67) et 

parallèlement un ratio 𝛽-caséine:αs-caséines relativement supérieur. Cette propriété permet au 

lait camelin de se rapprocher d’avantage du lait humain et d’être le candidat de choix pour les 

formules infantiles (Tari et al., 2018).  
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Tableau V : Composition protéique du lait des différentes espèces (Roy et al., 2020).  

Concentration dans le lait (g 𝐋−𝟏) 

 Bovin Caprin Ovin Camelin Humain 

Caséines totales 24.6-28 23.3-46.3 41.8-52.6 22.1-26.0 2.4-4.2 

Protéines sériques totales 5.5-7.0 3.7-7.0 10.2-16.1 5.9-8.1 6.2-8.3 

Ratio caséines/protéines 

sériques  

82:18 78:22 76:24 73 :27-

76 :24 

29.71-33.67 

 Caséines majeures      

𝛼s1Caséine  8-10.7 0-13.0 2.4-22.1 4.9-5.7 0.77 

𝛼s2 Caséine 2.8-3.4 2.3-11.6 6.0 2.1-2.5 Absente 

𝛽-Caséine 8.6-9.3 0-29.6 15.6-39.6 14.4-16.9 3.87 

𝜅-Caséine 2.3-3.3 2.8-13.4 3.2-12.23 0.8-0.9 0.14 

Protéines sériques 

majeures 

     

𝛽-lactoglobuline 3.2-3.3 1.5-5.0 6.5-13.5 Absente Absente 

𝛼-lactalbumine 

 

1.2-1.3 0.7-2.3 1-1.9 0.8-3.5 1.9-3.4 

 

         En outre, des différences au niveau des séquences primaires ont été rapportées pour les 

différentes espèce de lait. Par exemple, la séquence des proteines bovines montrent 87.6 % 

d’homologie avec celles des protéines caprines et 58.4 % avec le lait humain (Tableau VI) 

(Roncada et al., 2012 ; Tsabouri et al., 2014). Cette hétérogénéité inter-espèce des protéines,  

principalement dues au facteur génétique, détermine leurs structures et leurs propriétés 

physico-chimiques ainsi que leur allergénicité (Ng-Kwai-Hang, 2011).  

 

Tableau VI : Comparaison des séquences d’acides aminées des protéines majeures du lait 

bovin, caprin, ovin, camelin et humain (Tsabouri et al., 2014). 

 

Homologie de séquence (%) 

 Bovin 

versus  

Caprin 

Bovin 

versus 

Ovin 

Bovin 

versus 

Camelin 

Bovin 

versus 

Humain 

Protéines sériques  

𝜶-lactalbumine 

𝜷-lactoglobuline 

   Albumine sérique bovine 

95.1 

94.4 

71.2 

97.2 

93.9 

92.4 

69.7 

Absente 

N.D 

53.2 

Absente 

76.6 

Caséines 

𝜶s1Caséine 

𝜶s2 Caséine 

87.9 

88.3 

88.3 

89.2 

44.2 

58.3 

31.9 

N.D 

𝜷-Caséine 91.1 92.0 69.2 56.5 

𝜿-Caséine 84.9 84.9 58.4 53.2 

Moyenne 87.6 91.1 60.0 58.4 

N.D : non disponible. 
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    1.2.4. Méthodes d’obtention des peptides bioactifs  

          La libération des fragments peptitiques à partir des protéines natives est une condition 

impérative pour manifester leurs fonctions dans l’organisme vivant. Toutes les protéines du 

lait possèdent de petits fragments inactifs au sein de leurs séquences précursseurs. Les peptides 

biolgiquement actifs peuvent être essentiellement obtenus par hydrolyse enzymatique, 

fermentation microbienne ou par des méthodes chimiques ou mécaniques (Korhonen et 

Pihlanto, 2003b).  

 

        1.2.4.1. Hydrolyse enzymatique 

         Elle représente la méthode la plus communément utilisée dans la production des peptides 

bioactifs. L’hydrolyse enzymatique est la dégradation des protéines en de petits peptides et/ou 

acides aminés en utilisant des enzymes protéolytiques. Au cours de l’hydrolyse, les liaisons 

amides sont clivées. Par conséquent, les peptides et/ou acides aminés libres sont générés 

(Figure 19). Les produits formés peuvent être de nouveaux substrats pour l’enzyme (Adler-

Nissen, 1993). 

                                                                                                                          

 
Figure 19 : Réaction d’hydrolyse des protéines (Adler-Nissen, 1993). 

 

            Le processus d’hydrolyse se déroule en trois étapes consécutives. Premièrement, il y a 

la formation du complexe Michaelien (protéine et enzyme), ensuite la liaison peptidique est 

clivée et le peptide est libéré. Finalement, le peptide restant est clivé par l’enzyme après attaque 

nucléophilique par la molécule d’eau (Adler-Nissen, 1993) (Figure 20).  

 

 
                  Figure 20 : Mécanisme catalytique des protéases (Adler-Nissen, 1993). 

 

 Ainsi, la plupart des peptides bioactifs connus sont obtenus en utilisant les enzymes 

digestives (pepsine, trypsine). Par exemple, la trypsine est l’enzyme la plus fréquement utilisée 

dans la production des peptides inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine et des 

peptides de complexation du calcium (FitzGerald et al., 2004). D’autres enzymes gastro-
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interstinales telles que l’alcalase, la chymotrypsine, la pancréatine, la pepsine et la 

thermolysine sont utilisées dans l’industrie agroalimentaire (Korhonen et Pihlanto,  2003a). 

De plus, les enzymes provenant des bactéries et champignons ont été également uilisées pour 

générer des peptides bioactifs à partir de diverses sources de protéines (Korhonen et Pihlanto,  

2003b). 

           Concernant les protéines globulaires, comme c’est le cas des protéines sériques du lait,   

la plupart des liaisons peptidiques ne sont pas accessibles à l’enzyme, car elles sont situées à 

l’intérieur de la protéine. Par conséquent, une dénaturation reversible est nécessaire pour 

permettre l’exposition en surfance des liaisons enfouies à l’intérieur de la molécule (postulat de 

Linderstrøm-Lang). Les états de protéines repliés et dépliés (dénaturée) sont en équilibre en 

solution. A l’inverse, les protéines dénaturées (ou qui ont naturellement une structure peu 

ordonnée, comme c’est le cas des caséines) sont suscepetibles d’être clivées facilement par des 

enzymes protéolytique (Figure 21) (Adler-Nissen, 1986a ; Swaisgood,  1992).  

   

 

 

 

             

Figure 21: Théorie de Linderstrøm-Lang (Adler-Nissen, 1986a). 

 

           Le résultat de la protéolyse dépend de trois facteurs principaux : le substrat, le type de 

la protéase et les conditions d’hydrolyse.  

           La composition du substrat en acides aminés et sa structure tridimentionnelle affectent à 

la fois sa sensibilité envers les protéases et le type de peptide formé durant l’hydrolyse. Ainsi, 

la digestion des protéines sériques du lait peut être améliorée par un traitement thermique peu 

dénaturant ou une exposition aux ultrasons pendant des temps assez courts (Reddy et al., 1988 

; Guo et al.,  1995 ; Cheng et al., 2021).  

           L’influence du type de protéase sur l’hydrolyse est due à sa specificité et au pH, lequels 

dépendent de la composition du site catalytique de l’enzyme. Le site actif de l’enzyme pourrait 

être soit un acide aminé tel que la sérine, la cystéine ou l’acide aspartique, ou bien un ion 

métallique comme le zinc dans la plupart des cas (Adler-Nissen, 1993). Les protéases à sérine 

sont toutes des endo-protéases, mais les métallo-protéase sont le plus souvent des exopeptidases 

(Whitaker, 1994). Les protéases à cystéine et les metallo-protéases sont actives à un pH neutre ; 

par contre, les protéases à sérine et celles à l’acide aspartique sont actives au pH alcalin et acide,  

respectivement (Adler-Nissen, 1993). 

           Les acides aminés présents à l’intérieur du site catalytique sont importants pour la 

fixation du substrat. Ces acides aminés detérminent quelle liaison sera hydrolysée et donc la 

spécificité de l’enzyme (Adler-Nissen, 1993). Par ailleurs, la spécificité des enzymes 

appartenant au même groupe de protéases peut différer. Par exemple, la trypsine, la 

chymotrypsine et l’élastase sont toutes les trois des endoprotéases à sérine. Cependant,  elles 

ont une spécificité préférentielle pour l’acide aminé du côté carboxylique de la liaison amide. 

La trypsine préfère les résidus lysine et arginine. Par contre, la chymotrypsine a une préférence 

 

‘Native’                  Dénaturée               Intermédiaire              Produit final 

 

  v: vitesse de la réaction, E : enzyme 

v-0 

v+0 

E 
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pour les acides aminés aromatiques (phenylalanine, tryptophane, tyrosine). L’élastase préfère 

les acides aminés avec une courte chaine latérale tels que l’alanine (Whitaker,  1994).   

           Notons que les principales variables qui determinent le résulat de la réaction 

enzymatique  sont la température, le pH, le ratio (enzyme/substrat) et le temps de la réaction. 

Les trois premiers facteurs déterminent le taux de réaction et peuvent influencer la specificité 

de l’enzyme. Le temps de réaction détermine uniquement le degré d’hydrolyse. L’interaction 

de ces pramètres peut influencer la composition des hydrolysats (Adler-Nissen, 1986a).   

 

      1.2.4.2. Fermentation microbienne 

           La libération des peptides bioactifs à partir des protéines du lait en utilisant la protéolyse 

microbienne est actuellement assez maîtrisée. Il existe plusieurs souches qui possèdent un fort 

pouvoir protéolytique (Matar et al., 2003). L’effet bénéfique de ces microorganismes en 

fermentation tient compte de la production de peptides bioactifs aux multiples propriétés 

favorables à la santé humaine (Hayes et al., 2007). Par exemple, plusieurs investigations ont 

confirmé que les souches L. helveticus étaient capables de libérer les peptides antihypertenseurs. 

Les plus connus sont les tripeptides (Val-Pro-Pro) et (Ile-Pro-Pro) et leur capacité a été établie 

dans les modèles rat et humain (Aihara et al., 2005 ; Mizushima et al., 2004 ; Seppo et al., 

2003). De plus Chen et al. (2007) ont observé que la fermentation du lait avec cinq souches de 

bactéries lactiques suivis d’une hydrolyse avec les protéases microbiennes a augmenté l’activité 

inhibitrice de L’ACE des hydrolysats. Deux tripeptides (Gly-Thr-Trp) et (Gly-Val-Trp) dotés 

d’une activité inhibitrice de l’ACE ont été identifiés et un effet antihypertenseur est démontré 

dans le modèle animal.  

            La protéolyse des protéines du lait avec les bactéries lactiques implique trois étapes. En 

premier, les protéases de la paroi celluaire des bactéries lactiques dégradent les proteines en 

oligopeptides de 4-18 acides aminés. Ensuite, les oligo-, di-, et tripeptides sont internalisés dans 

les cellules des bactéries lactiques via un système de transport cellulaire spécifique. Enfin, les 

peptides internalisés sont hydrolysés d’avantage en acides aminés libres (Savijoki et al., 2006).   

           La préparation des hydrolysats de protéines du lait par la fermentation microbienne passe 

par l’innoculation de la solution de protéine avec les souches bactériennes (pH et température 

de la souche), suivi de l’incubation à la durée requise. Les bactéries sont recupérées enfin par 

centrifugation ou par ultrafiltration (El Salam et El-Shibiny, 2019).    

 

      1.2.4.3. Autres méthodes  

            Les peptides bioactifs peuvent également être obtenus par des processus physiques et/ou 

chimiques tels que les ultrasons, les microondes et les traitements chimiques (acides et alcalins) 

(McSweeney et O’Mahony, 2016). Ces méthodes ont en commun leur principe d’action sur les 

protéines sources où la production de peptides bioactifs résulte de la dénaturation des protéines, 

entraînant leur dépliement, ce qui aide à exposer en surface les groupements fonctionnels 

spécifiques.  Ceci permet l’augmentation des intéractions intermolécualires avec le milieu et la 

réduction de la viscosité (He, 2017a).  

           Les hydrolyses alcalines et acides sont aussi pratiquées aux fins d’obtention de peptides 

bioactifs, bien qu’en général ces méthodes soient utilisées pour l’étude de la composition des 

protéines et l’isolement des acides aminés (Griggs, 1920).  A titre d’exemple, Khueychai et al. 

(2018) ont identifié un dipeptide antihypertenseur, Tyr-Val à partir de l’ovalbumine avec une 
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IC50 de 63.97 μg ml−1, en utilisant une hydrolyse alcaline (0.25 M NaOH) à 40 °C pendant 2–

10 h. Néanmoins, ces hydrolyses chimiques sont difficilement controlables et génèrent des 

produits de qualités nutrionnelles réduites. Par contre, l’hydrolyse enzymatique est réalisée dans 

des conditions modérées et ne présente aucun effet indésirable (Killara et Vaghela,  2004). 

 

   1.2.5. Activités biologiques des protéines sériques et leurs hydrolysats 

           Les peptides bioactifs sont par définition des fragments d’hydrolyse de protéines ayant 

un impact positif sur les fonctions de l’organisme humain et donc sur sa santé (Kitts et Weiler, 

2003), en contribuant notamment à réduire le risque de maladies chroniques et en boostant la 

protection immunitaire naturelle (Hartmann et Meisel, 2007).  De ce fait, un certain engouement 

pour les peptides bioactifs est constaté ces dernières décennies, en raison de leur potentiel à 

promouvoir la santé humaine. 

  De nos jours, les protéines du lait sont considérées comme la source la plus importante 

de peptides bioactifs. En effet, l’administration orale de ces fragments pourrait influencer 

positivement différents systèmes tels que le système cardiovasculaire, digestif, endocrinien, 

immunitaire et nerveux.  

           L’activité de ces peptides dépend de leur séquence et de la composition en acides aminés. 

La taille des séquences bioactives peut varier de 2 à 20 résidus d’acides aminés. Plusieurs 

peptides sont connus pour avoir des propriétés multifonctionnelles (Hartmann et Meisel, 2007). 

Actuellement, des peptides doués d’activités biologiques et issus du sérum du lait ont été 

identifiés comme régulateurs de fonctions biologiques comme l’activité antihypertensive, 

antioxydante, antithrombotique, opioïde, antidiabétique, antimicrobienne, immunomodulatrice, 

cytomodulatrice et chélatrice de minéraux (Hayes et al., 2007).  

 

      1.2.5.1. Activité inhibitrice de l'enzyme de conversion de l'angiotensine (ACE) 

           L’enzyme de conversion de l’angiotensine I (ACE, peptidyldipeptide hydrolase, EC 

3.4.15.1) a été associé au système rénine-angiotensine qui régule la pression artérielle 

périphérque. L’inhibition de cette enzyme peut avoir un effet antihypertenseur. D’autre part, ce 

même effet pourrait être également obtenu par d’autres mécanismes tels que l’inhibition de la 

libération  de l’endotheline-1 par les cellules endothéliales (Maes  et  al.,  2004), la stimulation 

de l’activité de la bradykinine (Perpetuo et al., 2003) et l’amélioration de la production l’oxyde 

nitrique, dérivé endothéliale (Sipola et al., 2002), ainsi que l’action vasodilatatrice par la liaison 

aux recepeteurs opiacés (Nurminen et al., 2000).  

           Parmi les peptides inhibiteurs de l’ACE, un grand nombre a été isolé à partir du 

lactosérum. La capacité d’un peptide à inhiber l’ACE est reliée à sa composition en acides 

aminés, mais aussi  à  sa  séquence  primaire.  Par  exemple,  il est rapporté que la  présence  

d’un  résidu  proline  et  des acides aminés aromatiques (Trp, Tyr, Phe) en position C-terminale 

du peptide semble accroître sa capacité  d’inhibition  de  l’ACE  (Yamamoto  et Takano,  1999 

;  Mizuno  et  al.,  2004). Il  a aussi été montré que les peptides contenant un résidu Arg en 

position C-terminale seraient de bons inhibiteurs de l’ACE (Maruyama et al., 1989 ; Meisel et 

Schlimme, 1994). 

 Notons que l’hydrolyse avec la trypsine génère la plupart des peptides inhibiteurs de 

l’ACE (Mullally et al., 1997 ; Naik et al., 2013). La séquence f142-148 (ALPMHIR) libérée 

par hydrolyse trypsique de la 𝛽-Lg possède la plus forte activité d’inhibition de l’ACE (Mullally 
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et al., 1997b). Elle doit son pouvoir inhibiteur à la charge nette positive conférée par le résidu 

Arg en position C-terminal de la séquence (Fitzgerald et Meisel, 2000). Le tableau VII dresse  

la  liste  de quelques séquences  peptidiques à activité antihypertensive. 

 

Tableau VII : Peptides antihypertenseurs identifiés dans le lactosérum. 

 

       

      1.2.5.2. Activité antioxydante 

           Il est admis que la consommation des antioxydants a un effet bénéfique contre le stress 

oxydatif, parallèlement aux stratégies de défenses endogènes (Fang et al., 2002).  

 Dans ce cadre, les peptides antioxydants représentent des antioxydants naturels qui 

présentent un fort intérêt, en raison de leur sécurité sanitaire et disponibilité dans une large 

gamme de sources protéiques (Brandelli et al., 2015), d’autant que l’utilisation des antioxydants 

synthétiques (tels que l’hydroxytoluène butylé, l’hydroxyanisole butylé, le gallate de propyle 

et la tert-butylhydroquinone) se trouve de plus en plus limitée, en raison de leur potentiel 

toxique sur la santé humaine.  

           Le mécanisme d’action des peptides antioxydants implique l’inhibition de la 

peroxydation des lipides, le piégeage des radicaux libres et la chélation des ions métalliques de 

transition (Qian et al., 2008). Ces peptides excercent leur effet en convertissant la cystéine en 

glutathion, qui possède un potentiel antioxydant intracellulaire pour préserver les cellules des 

endommagements par les ROS (espèces réactives à l’oxygène) (Marshall, 2004).  

 L’activité antioxydante des peptides bioactifs est liée à leur composition en acides 

aminés, leur structure, leur configuration, leur hydrophobicité et leur emplacement dans la 

séquence (Chen et al., 1996 ; Chen et al., 1998 ; Saito et al. 2003). La présence de certains 

acides aminés (Tyr, Trp, Met, Lys, Cys, His) est responsabble de l’activité antioxydante par 

chélation d’ions métalliques. En outre, les acides aminés aromatiques contribuent à l’activité 

antioxydante en donnant un proton aux radicaux qui présentent une déficience en électrons 

(Wang et Mejia, 2005). 

           L’hydrolyse enzymatique de la 𝛽-Lg avec la corrolase permet de libérer un peptide 

antioxydants 𝛽-Lg (f19-29) avec une activité antioxydante plus efficace que le BHA (butyl 

hydroxyanisol, E 320). L’activité  antioxydante  de  ce  peptide  serait  due  à  la présence des 

résidus Trp, Tyr et Met dans sa séquence (Hernàndez-Ledesma et al., 2005). Le tableau VIII 

présente quelques séquences  peptidiques à activité antioxydants. 

Séquence peptidique Protéine source Référence 

IIAEK 

IPAVFK 

ALPMHIR 

CMENSA  
VLDTDYK 

VAGTW 

VFK 

LAMA 

LDAQSAPLR 

VGINYWLAHK 

YGL  

β-Lg f(71-75) 

β-Lg f(78-83) 

β-Lg f(142-148) 

β-Lg f(106-111) 

β-Lg f(94-100) 

β-Lg f(15-19) 

β-Lg f(81-83) 

β-Lg f(22-25) 

β-Lg f(32-40) 

α-La f(99-108) 

α-La f(50-52) 

Power et al., (2014) 

 

Mullally et al., (1997) 

Pihlanto-Leppälä et al., 

(2000a) 
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Tableau VIII : Peptides antioxydants identifiés dans le lactosérum. 

 

      1.2.5.3. Activité anti-diabétique 

           La régulation du glucose a été reliée à la consommation de peptides bioactifs dérivés du 

lait. Différents mécanismes sont impliqués tels que l’activité insulinotropique, l’action 

sécretoire des incrétines et l’action sur différentes enzymes métaboliques impliquées dans la 

régulation du glucose (dipeptidyl peptidase IV, 𝛼-amylase, 𝛼-glucosidase) (Lacroix  et  Li-

Chan,  2014a,b). L’effet insulinotropique des compososés dérivés du lait a été particulièrement 

attribué aux peptides dérivés du lactosérum (Oseguera-Toledo et al., 2014).  

           La réponse observée chez l’humain avec divers hydrolysats de lactosérum est 

probablement due aux acides aminés libres et à la composition des peptides. A titre d’exemple, 

la présence de la leucine a montré une forte activité insulinotropique (Geerts et al., 2011). Cette 

dernière est associée à l’absoption intestinale des acides aminés libres (Leu, Ile, Phe, Arg, Tyr, 

Thr, Val, Ala, et Lys) et à certains dipeptides (Ile-Leu, Leu-Leu, et Val-Leu) et probablement 

aussi aux peptides cycliques (Morifuji  et  al.,  2010). Le degré d’hydrolyse des protéines 

digérées déterminent le niveau d’acides aminés dans le plasma (Morifuji et al., 2010).  

 Lacroix et Li-Chan, (2014b) ont identifié deux fragments LKPTPEGDL et 

LKPTPEGDLEIL de la 𝛽–Lg avec une forte action inhibitrice de la dipeptidyl peptidase IV 

(IC50 = 45 et 57 µM, respectivement) en utilisant la pepsine. Le tableau IX présente quelques 

séquences peptidiques à activité antidiabétique. 

 

 

 

 

 

 

 

Séquence peptidique Protéine source Référence 

INYW 

LDQW 

VGINYWLAHK 

VLVLDTDYK 

IDALNEK 

KTKIPAVF 

WYSLAMAASDI 

YVEEL 

MHIRL 

VLDTDYK 

VRTPEVDDE 

LQKW 

LDTDYKK 

FNPTQ 

VAGTWY 

WYSL 

α-La f(101-104) 

α-La f(115-118) 

α-La f(99-108) 

β-Lg f(92-100) 

β-Lg f(84-91) 

β-Lg f(75-82) 

β-Lg f(19-29)        

β-Lg f(42-46)        

β-Lg f(145-149)    

β-Lg f(94-100)       

β-Lg f(123-131)    

β-Lg f(58-61)        

β-Lg f(95-101)       

β-Lg f(151-155)    

β-Lg f(15-20)        
β-Lg f(19-22) 

Sadat et al., (2011) 

 

Mann et al., (2015) 

 

 

Hernández-Ledesma et al., (2005) 

 

Athira et al., (2015) 

Contreras et al., (2011) 

 

Power et al., (2014)  
Zhang et al., (2013) 
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Tableau IX : Peptides antidiabétiques identifiés dans le lactosérum. 

 

      1.2.5.4. Activité de complexation des minéraux  

           Les peptides dérivés du lactosérum après leur digestion protéolytique ont montré une 

capacité importante à complexer certains cations tels que le calcium, le fer et le zinc (Caetano-

Silva et al., 2015 ; Chaud et al., 2002 ; Zhao et al., 2015 ; Zhou et al., 2012). En raison de ce 

potentiel, ces peptides sont considérés comme une bonne alternative afin d’atténuer les 

problèmes associés aux déficiences en fer, calcium et zinc observées dans les cas d’anémie et 

d’ostéoporose et bien d’autres troubles métaboliques. La supplémentation en ces peptides est 

considérée comme l’un des meilleurs moyens pour remplacer la prise des sels minéraux qui 

présentent une faible biodisponibilité et un risque de promouvoir la formation des espèces 

réactive à l’oxygène, ainsi que l’endommagement de la muqueuse gastrique (Chaud et al., 

2002 ; Wang et al., 2013). 

           Par ailleurs, il a été rapporté que la charge nette, la longeur de la chaine latérale et le 

groupement fonctionnel des acides aminés seraient directement liés au degré de complexation 

de ces peptides aux cations (Reddy et Mahoney, 1995). Les études ont montré que la 

complexation fer-peptide implique principalement les groupements carboxyls, mais aussi 

l’azote aminé de la lysine, l’azote du groupement guanidine de l’arginine et du groupement 

imidazole de l’histidine, ainsi que la glycine et la proline (Storcksdieck et al., 2007).  

           En outre, il a été établi que la présence de la Lys, Ala, et Phe à une certaine concentration 

permettait une bonne complexation des peptides au fer (Kim et al., 2007). De même, il a été 

observé que les groupements carboxyliques étaient parmi les principaux sites de complexation 

au fer dans les 28 séquences obtenues par l’hydrolyse de la 𝛽–Lg avec la pancréatine, ainsi que 

la présence des acides aminés Glu et/ou Asp dans toutes ces séquences.  

 Zhao et al. (2015) ont identifié un tripeptide Tyr-Asp-Thr complexant fortement le 

calcium avec une capacité de 79.5 μg mg−1  en indiquant que les principaux sites de 

complexation concernent l’atome d’oxygène, le groupement carbonyl et l’azote des 

groupements aminés ou iminés. Le tableau X présente quelques séquences  peptidiques 

complexant les minéraux. 

 

     1.2.5.5. Activité antimicrobienne 

           Le lactosérum est une source riche en protéines et peptides antimicrobiens qui peuvent 

exercer une activité microbienne comparable à celle des antibiotiques. Les mécanismes d’action 

sont au moins basés sur la rupture de la membrane cellulaire des microbes. L’activité 

Séquence peptidique Protéine source Référence 

WLAHKALCSEKLDQ 

LAHKALCSEKL 

LCSEKLDQ 

TKCEVFRE 

LKPTPEGDL 

LKPTPEGDLEIL 

IPAVFKIDA 

IPAVFK 

α-La f(104-117) 

α-La f(105-115) 

α-La f(110-117) 

α-La f(4-11) 

β-Lg f(46-54) 

β-Lg f(46-57) 

β-Lg f(78-86) 

β-Lg f(78-83) 

Lacroix et Li-Chan, (2014b) 

 

 

 

 

Power et al., (2014) 
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microbienne est liée à la charge, la taille, la composition en acide aminés, la structure 

secondaire, l’hydrophobicité des peptides, etc. (Brandelli  et  al.,  2015). 

 

Tableau X : Peptides complexant les minéraux identifiés dans le lactosérum. 

 

 

 Les peptides de charge négative, dérivés de la 𝛽-Lg et la 𝛼-La ont montré une activité 

antibactérienne contre les bactéries Gram-positives et une faible activité sur les bactéries Gram-

négatives (Pellegrini et al., 1999 ; Pellegrini et al., 2001). 

 Pellegrini et al. (2001) ont identifié quatre peptides (𝛽-Lg f15-20, f25-40, f78-83 et f92-

100) qui  exercent  une  forte  activité  antimicrobienne  contre  les  bactéries  Gram-positives. 

Les mêmes auteurs ont démontré que la substitution de certains acides aminés au niveau de ces 

séquences a permis de montrer que les acides aminés basiques (Lys et Arg) jouent  un role 

important dans la l’activité antimicrobienne de ces peptides. Le tableau XI regroupe quelques 

séquences peptidiques à activité antimicrobienne. 

 

Tableau XI : Peptides antimicrobiens identifiés dans le lactosérum. 

 

 

1.2.5.6. Activité opioïde 

           Les peptides opioides ont été observés au sein des protéines du lactosérum telles que  la 

LF, 𝛽-Lg, 𝛼-La et la BSA (Belem et al.,1999). Ces peptides sont appelés lactorphines en 

référence aux endorphines. Ils exercent leur activité à une concentration de l’ordre du 

micromolaire. La réponse physiologique observée dépend du récepteus opiacés (µ,  δ  et  κ) 

auquels ils se lient au niveau du système nerveux central ou dans le tractus gastro-intestinal 

Séquence peptidique Protéine source Référence 

TPEVDDE 

VLDTDYK 

VEELKPTPEGDLEI 

FD 

CKDDQNPH 

DDDLTDDI  

β-Lg f(125-131) 

β-Lg f(94-100) 

β-Lg f(43-56) 

β-Lg f(136-137) 

α-La f(61-68) 

α-La f(82-89) 

Caetano-Silva et al., (2015) 

 

 

Zhao et al., 2014          

Caetano-Silva et al., (2015) 

 

Séquence peptidique Protéine source Référence 

IDALNENK 

TPEVDDEALEK 

VAGTWY 

AASDISLLDAQSAPLR 

VLVLDTDYK 

IPAVFK 

EQLTK 

GYGGVSLPEWVCTTF/ 

ALCSEK 

CKDDQNPH/ISCDKF 

β-Lg f(84-91) 

β-Lg f(125-135) 

β-Lg f(15-20) 

β-Lg f(25-40) 

β-Lg f(92-100) 

β-Lg f(78-83) 

α-La f(1-5) 

α-La f(17-31)S-S(109-114) 

 

α-La f(61-68)S-S(75-80) 

Demers-Mathieu et al., 

(2013) 

 

Pellegrini et al., (2001) 

 

 

 

Pellegrini et al., (1999) 
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(Maubois et Léonil, 1989). La séquence des peptides opioides typique comporte à l’extrémité 

N-terminal les acides aminés Tyr-Gly-Gly-Phe (Teschemacher et al., 1997).  

            Il a été démontré que la 𝛼-lactorphine pouvait induire la sécretion de la mucine ainsi 

que le gène d’expression de la mucine dans les cellules épithéliales du côlon humain en se liant 

au récepteur μ (Martínez-Maqueda et al., 2012). Un effet similaire a été observé avec les 

hydrolysats tryptiques de la 𝛽-Lg (𝛽-lactorphine), probablement à travers une voie opioïde 

(Martínez-Maqueda et al., 2013). Les hydrolysats de lactosérum ayant une capacité de moduler 

la production de la mucine peuvent être prometteurs dans l’amélioration de la protection gastro-

intestinale (Brandelli et al., 2015). Le tableau XII présente quelques séquences peptidiques à 

activité opiacée. 

 

 Tableau XII : Peptides opioïdes identifiés dans le lactosérum. 

 

      1.2.5.7. Activité immunomodulatrice  

           De plus en plus d’investigations suggérent l’existence de peptides immunomodulateurs 

dans la séquence primaire des protéines du lait et du lactosérum en particulier. Les peptides 

dérivés du lactosérum peuvent améliorer les fonctions des cellules immunitaires. Ceci peut être 

vérifié en mesurant la prolifération des lymphocytes, la synthèse d’anticops et la régulation des 

cytokines (Gill et al., 2000).  

            Une hydrolyse théorique de la 𝛽-Lg et de l’𝛼-La réalisée avec la trypsine ou la 

chymotrypsine a été conduite afin d’évaluer les propriétés immunomodulatrices des peptides 

libérés. Les peptides dérivés de la 𝛽-Lg f(15-20), f(55-60), f(84-91), f(92-105), f(139148), 

f(142-148), et de l’𝛼-La f(10-16) ont stimulé la prolifération des lymphocytes à différents 

degrés. Par contre, les peptides 𝛽-Lg  f(15-20),  f(55-60) et f(139-148) ont induit divers effets 

inhibiteurs et/ou stimulateurs de la sécretion des cytokines (Jacquot et al., 2010). Ces résulats 

confirment que l’hydrolyse de la 𝛽-Lg et l’𝛼-La par les enzymes digestives peut générer des 

peptides dotés d’un potentiel qui influence la réponse immunitaire spécifique à travers la 

modulation de la prolifération des splénocytes et la sécretion des cytokines (Brandelli  et  al.,  

2015). Le tableau XIII présente quelques séquences  peptidiques à activité immunomodulatrice 

identifiées dans le lactosérum.  

 

 

 

 

 

Séquence peptidique Protéine source Référence 

YGLF 

YLLF  

α-La f(50-53) 

β-Lg f(102-105) 

Pihlanto-Leppälä, (2001) 

 

  Tableau XIII: Peptides immunomodulateurs identifiés dans le lactosérum. 

 Séquence peptidique Protéine source Référence 

YG  

YGG 

GLF  

α-La f50-51  

α-La f18-20 

α-La f51-53 

 

Berthou et al., 1987 

 

Xu, 1998 
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   1.2.6. Applications industrielles des peptides bioactifs 

            A l’heure actuelle il exite un nombre important de peptides à activités biologiques. 

Cependant, seulement un nombre restreint de peptides est produit à l’echelle industrielle. Cette 

limitation est due, d’une part, au manque de technologies appropriées à une grande échelle 

(Korhonen, 2002 ; Kitts et Weiler, 2003 ; Pouliot et al., 2006 ; Korhonen et Pihlanto, 2007b) 

et, d’autre part, au fait que peu de peptides identifiés ont subi avec succès la validation clinique 

(Jauhiainen et Korpela 2007). Par ailleurs, les techniques de nanofiltration et d’ultrafiltration 

sont actuellement utilisées au niveau des industries afin de produire des peptides bioactifs. Ces 

derniers sont déjà utilisés comme ingrédients dans différentes péparations telles que les 

boissons fruitées et laitères et dans les produits de confiseries et les gommes à mâcher (Murray 

et FitzGerald, 2007 ; Erdman et al., 2008 ; Saito, 2008).  

           De plus, des produits contenant des peptides antihypertenseurs, anticariogéniques, etc. 

sont actuellement commercialisés. Dans la plupart des études considérant l’humain comme 

modèle, un effet modéré ou une réduction significative de la pression artérielle est observée 

après consommation des hydrolysats ou des produits laitiers fermentés. Les tripeptides 

antihypertenseurs 𝛽-CN (Val-Pro-Pro) et 𝜅-CN (Ileu-Pro-Pro) comercialisés sous les noms 

Calpis et Evolus, respectivement sont les plus étudiés (Takano, 2002 ; Seppo et al., 2002). Il 

est à noter que la majorité des peptides commercialisés sont issus de l’hydrolyse des caséines, 

vu l’abondance de ces dernières et leur facilité relative à la coupure enzymatique pour générer 

des peptides bioactifs.   
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II. MATERIEL ET METHODES 
           Le présent travail a été réalisé grâce à la collaboration de plusieurs laboratoires de 

recherches :  

Lb A- Laboratoire de Biochimie Analytique et Biotechnologies (LABAB), Université Mouloud 

Mammeri de Tizi-Ouzou, Algérie ; 

Lb B- Laboratoire de Qualité des Aliments et Chimie des Produits Naturels, Institut 

Agronomique Méditerranéen de la Canée, Grèce 

Lb C- Laboratoire de Réactions et Génie des Procédés, Axes Bioprocessus-Biomolécules, 

Nancy, France. 

Aussi le matériel listé ci-après est domicilié dans l’un de ces laboratoires, répertorié en 

recourant aux abréviations sus mentionnées (Lb A, B ou C).  

 

2.1. Matériel  

       2.1.1. Appareillage 

- Unité de chromatographie liquide de haute performance (HPLC sur C8 en phase inversée 

Shimadzu, Lb A) ; 

- Unité de chromatographie liquide de haute performance couplée à la spectrométrie de masse 

en Tandem (Thermo Scientific Fisher, Lb B) ; 

- Unité de chromatographie liquide de haute performance (HPLC) en phase inversée couplée à 

un spectromètre de masse Orbitrap ID-X Tribrid (Thermo Scientific, Lb C) ; 

- Unité d’électrophorèse sur mini cuves verticales (Hoeffer SE 200, Bio-Rad ; Lb A et Lb B) ; 

-  Spectrophotomètre UV-Visible (Schott, Lb B ; Shimadzu, Lb A) ; 

- Lyophilisateur à plateaux (Telstar LyoQuest, Lb A) ; 

- Centrifugeuse réfrigérée (max 28 000xg ; Sigma, Lb A) ; 

- Bain d’huile thermostaté (Velp Scientifica, Lb B) ; 

- Sonicateur: (35kH, Bandelin electronic, Lb A) ; 

- Autres matériels nécessaires : balance de précision à 0.01 mg (Denver Instrument, balances 

analytiques à affichage digital (0.01 g ; Denver Instrument) ; pH mètre (Hanna instruments) ; 

bain-Marie (Memmert) ; agitateurs variés, etc. 

 

          2.1.2. Matériel biologique 

                2.1.2.1 Feuilles d’olivier  

           Les feuilles d’olivier Olea europaea. de la variété Koroneiki ont été collectées 

manuellement du jardin de l’Institut Agronomique Méditerranéen de la Canée, Grèce. Les 

feuilles ont été séchées au four à 50°C pendant 24 h jusqu’à stabilisation de la masse, ensuite 

elles ont été broyées dans un mixeur et tamisées jusqu’à obtention de particules de taille 

inférieure à 180 microns. La poudre de feuilles d’olivier a été conservée dans un flacon 

hermétiquement fermé à température ambiante pour les analyses ultérieures.   

                2.1.2.2 Echantillons de lait  

           Les échantillons de lait bovin utilisés dans le cadre de cette étude proviennent de la 

région Tizi Ouzou et sont collectés en période hivernale. D’autres échantillons de différentes 

espèces (caprine, ovine et cameline) sont été également utilisés en guise de comparaison.           
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    2.1.2.3 Enzymes et standards  

          Nous avons eu recours aux enzymes protéolytiques suivantes pour obtenir les 

hydrolysats :  

- alpha chymotrypsine (EC 3.4.21.1) : issue de pancréas bovin (firme : Merck) ; 

- pepsine (EC 3.4.23.1) : issue d'estomac de porc (firme : Fluka) ; 

- trypsine (EC 3.4.21.4) : issue de pancréas bovin (firme : Fluka). 

         L’Albumine Sérique Bovine (BSA) commerciale (Fischer Scientific) et l’acide gallique 

ont été utilisés comme standards pour les dosages respectifs des protéines et des polyphénols. 

        Tandis que l’hydroxytyrosol ( > 98%, le tyrosol (98%), l’oleuropéine ( > 89%, la rutine 

(≥ 99%) et la lutéoline-7-O-glucoside (≥ 98%) ont été utilisés comme étalon interne en 

chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse. 

          Des protéines étalons ont été utilisées comme marqueurs de poids moléculaire en 

électrophorèse en PAGE-SDS.  Il s’agit de : l’Albumine sérique bovine (67 kDa), l’Ovalbumine 

(45 kDa), la 𝛽-Lactoglobuline (18 kDa) et l’𝛼-Lactalbumine (14 kDa).  

 

       2.1.3. Produits et réactifs spécifiques  

             Une gamme assez large de produits chimiques et de réactifs relativement spécifiques 

nous a permis de réaliser nos investigations. Nous citerons ci-après les principaux d’entre-eux :  

              Tris (hydroxyméthyl) aminométhane, acrylamide, N, N, N’, N’ tétraméthyléthylène 

diamine (TEMED), dodécyl sulfate de sodium (SDS), glycine, acide 2,4,6-

trinitrobenzensulfonique (TNBS), bis-acrylamide, bleu de Coomassie G-250, Folin, 

néocuproine, L-Arginine (> 98%), L-Cystéine, L-Lysine (> 98%), L-Proline (> 99%),  réactif 

de Folin Ciocalteu.  

2.2. Méthodes  

   2.2.1. Etude relative aux polyphénols des sous-produits oléïcoles 

          2.2.1.1. Synthèse des solvants eutectiques profonds (DESs) 

           Les solvants eutectiques profonds (DESs) sont synthétisés suivant la méthodologie 

décrite par (Cunha et al., 2018). Le glycérol (donneur d’hydrogène, HBD) est mélangé 

séparément avec trois acides aminés (lysine, proline et arginine), accepteurs d’hydrogène 

(HBA), à différents rapports molaires (Rmol
D/A

), afin d’atteindre le rapport (HBD/HBA) optimal. 

Les mélanges sont chauffés à 70°C sous une agitation de 500 rpm jusqu’à formation d’un 

liquide parfaitement transparent. Les (DESs) sont contrôlés continuellement pour leur stabilité 

et formation de cristaux durant une période d’au moins 30 jours. 

       

         HBD                                                                   HBA 

Figure 22: Structures du donneur d’hydrogène (HBD) et des accepteurs d’hydrogènes (HBA) 

des DESs synthétisés. 

 

Glycérol Arginine Proline Lysine 
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         2.2.1.2. Extraction des polyphénols et optimisation du processus  

           L’effet des facteurs (RL/S), (CDES) et (T) sur le rendement d’extraction des polyphénols 

est étudié en utilisant le plan expérimental Box–Behnken (BBD) de la méthodologie des 

surfaces de réponses (Bezerra et al, 2008). Le plan Box-Behnken répond à un critère 

d’optimisation particulier soit pour maximiser ou minimiser un phénomène donné. Dans ce plan 

les niveaux de variables sont situés au milieu des arrêtes de chaque côté du cube (Figure 23). 

Ce plan est constitué de 15 essais dont trois représentent les points centraux. Chaque facteur 

requiert trois niveaux (Box et Behnken, 1960).  

 
Figure 23 : Plan Box-Behnken pour trois facteurs (Goupy, 2006). 

 

            Les niveaux des variables sélectionnées (RL/S), (CDES) et (T), désignées respectivement 

X1, X2, X3, sont présentés analytiquement dans le tableau XIV. Les variables sont codées à trois 

niveaux : −1 (limite inférieure), 0 (moyenne) et +1 (limite supérieure), en se basant sur 

l’équation qui transforme la valeur réelle (Zi) en une valeur codée (𝑥𝑖) selon un plan 

expérimental défini.  

                        𝒙𝒊 = (
𝒁𝒊−𝒁𝒊

𝟎

∆𝒁𝒊
) 𝜷𝒅                                   (01) 

Où ∆𝑍𝑖  est la distance entre la valeur réelle au point central et la valeur réelle au niveau supérieur 

ou inférieur de la viariable, 𝛽d est la valeur majeure de la limite codée et 𝑍𝑖
0 est la valeur réelle 

au point central.  

           L’intervalle des valeurs des trois variables est choisi en fonction des données de la 

littérature et le rendement en polyphénols totaux (RPT) représente la réponse d’intérêt. L’analyse 

de variance (ANOVA) est utilisée pour évaluer la signification statistique des modèles 

mathématiques obtenus. De plus, la fonction de désirabilité de l’approche d’optimisation est 

appliquée pour déterminer les conditions optimales des variables qui atteindraient la désirabilité 

maximale du rendement d’extraction (RPT).    

           Les modèles developés ont été sujets au test d’ajustement, qui est utilisé pour déterminer 

si les modèles sont adéquats pour décrire les données observées (Garg et al., 2013). Le 

coefficient de corrélation (r2) a aussi été utilisé afin d’indiquer le pourcentage de variabilité des 

paramètres d’optimisation expliqués par le modèle. Une valeur du (r2) proche de l’unité montre 

un meilleur pouvoir prédictif du modèle (Yetilmezsoya et al., 2009). En outre, la validité du 
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modèle statistique est déterminé par le degré du rapprochement de la valeur observée, obtenue 

dans les conditions optimales, de la valeur prédite du modèle développé (Joseph Davidson et 

al., 2008).      

Tableau XIV : Valeurs des variables indépendantes utilisées dans le plan d’expérience. 

Variables indépendantes 

 

Codes des variables 

 

Niveaux des variables codées 

−1 0 +1 

RL/S  (mL g−1) X1 50 100 150 

CDES (%, w/v) X2 60 75 90 

T (°C) X3 40 60 90 

            Pour chaque modèle pris en compte, les extractions sont réalisées avec un volume 

adéquat de solvant, selon les différents points du plan expérimental. L’expérimentation a 

consisté en une combinaison variée des trois facteurs étudiés, à savoir la concentration en eau 

(CDES), les différents (RL/S) et températures (T) telles que ces variables sont données par le plan 

expérimental. L’ensemble des extractions sont faites dans un bain d’huile (± 0.5°C) sous une 

agitation continue de 900 rpm pendant 150 min. En parallèle, une extraction sous des conditions 

optimales avec l’éthanol (70% ; v/v), le méthanol (70% ; v/v) et l’eau (100%) est aussi réalisée 

afin de comparer le taux des phénols totaux des (DESs) et celui obtenu avec les solvants 

conventionnels. La figure 24 reprend les principales étapes suivis pour l’optimisation du 

rendement en polyphénols totaux (RPT). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24: Schéma des principales étapes suivies pour l’optimisation du rendement en 

polyphénols totaux. 

       

Synthèse des solvants eutectiques 

Extraction des polyphénols 

Détermination des 

polyphénols totaux 
HPLC-MS/MS 

Validation statistique des données/ 

Détermination des conditions optimales 

d’extraction 

Détermination des polyphénols totaux 
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    2.2.1.3. Détermination des polyphénols totaux  

          Le taux des polyphénols totaux (RPT) a été déterminé en utilisant le réactif de Folin 

Ciocalteu. Le rendement est exprimé en mg d’équivalents d’acide galliques (GAEs) par 

gramme de masse sèche. Une partie aliquote constituée de 0.78 mL d’eau distillée, 0.02 mL 

d’échantillon et de 0.05 mL du réactif de Folin Ciocalteu a été mélangée. Après exactement 1 

min, 0.15 mL de carbonate de sodium est ajouté (20%, w/v). Ensuite le mélange est placé à 

l’obscurité pendant 60 min et l’absorbance est lue à 750 nm.  La concentration des phénols 

totaux (CPT) est calculée en recourant à la courbe étalon (Figure 25). Le rendement en 

polyphénols totaux est déterminé en mg équivalent d’acide gallique (GAEs) par g de masse 

sèche en appliquant l’équation suivante : 

                                               RPT (mg GAE 𝐠−𝟏 ms) = 
𝐂𝐏𝐓×𝐕

𝐦
                          (02) 

où V est le volume du milieu extracteur et m, CTP sont respectivement la masse de la matière 

d’étude (g) et la concentration des phénols totaux (mg L−1) (Karakashov et al., 2015).    

 

 

Figure 25 : Courbe étalon du dosage des phénols totaux en utilisant l’acide gallique comme 

standard.  

          2.2.1.4. Chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse en tandem 

(LC-MS/MS) 

            La séparation et l’analyse qualitative et quantitative de molécules biologiques de faibles 

poids moléculaires, telles les polyphénols, nécessitent l’utilisation de techniques comme la 

chromatographie liquide à hautes performances (HPLC), qui sont sensibles, résolutives, 

reproductibles et se faisant en un laps de temps réduit.  

         Pour cela, nous avons séparé nos échantillons sur une RP-HPLC en utilisant une C18 (125 

mm × 2 mm, 4 μm). L’unité de chromatographie est couplée à un spectromètre de masse (Figure 

26). Cette unité est menée d’un détecteur TSQ Quantum Access MS/MS, couplé à une pompe 

surveyor LC (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA.). L’élution est conduite à 40 °C en 

utilisant deux solutions : (A : eau ; acide acétique 1%) et (B : méthanol ; 1% acide acétique), 

y = 1.1899x + 0.0015

R² = 0.999

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

A
b
so

rb
an

ce
 à

 7
5
0
 n

m
 

Concentration en acide gallique (µg mL−1) 



Matériel et Méthodes 

43 
 

avec un gradient linéaire (0 min, 5% B ; 35 min, 100% B). Le débit d’écoulement est 0.3 mL 

min-1.  

         Les spectres de masse ont été obtenus avec un mode d’ionisation négatif à une température 

du capillaire de 300°C, une pression de 30 (unité arbitraire), pression de gaz auxiliaire de 15 

(unité arbitraire) et une pression de collision de 1.5 mTorr. La quantification des étalons utilisés 

(l’oleurpéine, l’hydroxytyrosol, le tyrosol, la lutéoline-7-O-glucoside et la rutine) est réalisée 

via une courbe de calibration externe en utilisant l’intensité de fragment la plus élevée produite 

durant la dissociation de collision induite (DID) du précurseur, l’ion moléculaire sélectionné 

(Tableau XV).   

 

 
 

Figure 26 : Photographie de l’appareillage de chromatographie en phase liquide couplé à un 

spectromètre de masse (LC-M/MS) (Thermo Scientific Fisher). 

 

Tableau XV :  Courbes de calibration et intensités de dissociation des fragments par 

collisions induites. 

Composé 
Equation de la courbe de 

calibration externe 

Coefficient de 

corrélation 

Ion 

moléculaire 

Fragment 

d’ion 1 

Fragment 

d’ion 2 

   M-1 (quantificateur) (qualificatif) 

Oleuropéine Y = 4920.6x + 109.162 r² = 0.9957 539 275 377 

Hydroxytyrosol Y = 425.38x – 1387.8 r² = 0.9994 153 122.2 123.2 

Tyrosol Y = 197.8x – 5810.1 r² = 0.9992 137 106.2 119.1 

Lutéoline-7-O-

glucoside 
Y = 8567.3x + 10782 r² = 0.9996 447 284 285 

Rutine Y= 13,579.286x + 100,080.787 r² = 0.9984 609 300 270.9 
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     2.2.2 Etude relative aux protéines du lait  

           2.2.2.1. Isolement des protéines sériques totales  

           A partir du lait frais de collecte issu des différentes espèces mentionnées plus haut, nous 

procédons tout d’abord à un écrémage à 3500x g pendant 20 min, à 4°C, en prenant au préalable 

le soin de porter le lait à environ 30°C au bain-Marie pendant quelques minutes, sous agitation 

douce, afin de mieux solubiliser la matière grasse. Après centrifugation, la matière grasse est 

écartée et le lait est acidifié selon les cas : à pH 4.6 (lait bovin et ovin), à pH 4.3 (lait camelin) 

et à pH 4.2 (lait caprin), en utilisant une solution d’acide chlorhydrique 4N.  

           Après avoir écarté délicatement le culot de centrifugation formé par les caséines, le 

surnageant contenant les protéines sériques est recueilli et son pH est porté à la neutralité par 

ajout d’une solution d’hydroxyde de sodium 2N. Cette opération est répétée trois fois afin de 

s’assurer de la pureté du lactosérum. Ce dernier est par la suite dialysé en utilisant des 

membranes ayant un seuil de coupure de 8 kDa, contre de l’eau distillée à 4°C pendant 48 h, 

avec changement de bain trois fois par jour. Les échantillons dialysés sont congelés à (-40°C), 

en couches peu épaisses dans des coupelles. Ils sont ensuite lyophilisés et conservés sous cette 

forme jusqu’à leur utilisation ultérieure (Figure 27).  

 

 

                                                Centrifugation 3500 xg/20mn/4°C 

                                                                                   

                                                                              Acidification (HCL, 4N)                                                                 

                                                                              Centrifugation 3500 xg/20mn/20°C 

                                                  

                                                                                 

                                                                               Séparation des fractions  

                                                                                  

                                

 

                                                                                                                          Dialyse et lyophilisation 

                                                                                                                                         

                                                                                                                                                                           

                                                                                                                                                          

 

 

 

   

 

 

Figure 27 : Etapes d’isolement des protéines sériques et les analyses ultérieures appliquées  

sur cette fraction. 
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           2.2.2.2 Dosage des protéines  

           La détermination de la concentration en protéines est réalisée avec la méthode de Lowry 

(Lowry et al., 1951). Cette méthode colorimétrique est la plus communément utilisée pour 

l’estimation de la quantité des protéines dans les échantillons biologiques. De plus, une bonne 

corrélation est établie avec la méthode Kjeldahl dans le cas des protéines du lait. Le principe de 

la réaction est basé sur une réaction de Biuret qui donne naissance à un complexe cuivrique 

coloré dans un milieu alcalin, ainsi qu’une réduction du réactif de Folin-Ciolcalteu par les 

noyaux phénoliques de la tyrosine, tryptophane, cystéine et histidine.    

           La teneur en protéines sériques est déterminée en utilisant la sérum albumine bovine 

(BSA) comme standard (Figure 28).               

 

 
 

 

Figure 28 : Courbe étalon du dosage des protéines avec la méthode de Lowry et al. (1951) en 

utilisant la BSA comme standard.  

 

           2.2.2.3. Préparation des hydrolysats des protéines sériques bovines 

           L’hydrolyse des protéines sériques est réalisée dans un tampon phosphate pH 8.0 pour 

la chymotrypsine (EC 3.4.21.1 ; 350 U mg-1 activité protéique) et la trypsine (EC 3.4.21.4 ; 

1645 U mg-1 activité protéique). Cependant pour la pepsine, un tampon de chlorure de 

potassium au pH 2.0 (EC 3.4.23.1 ; 1936 U mg-1 activité protéique) est utilisé. Le lactosérum 

est incubé avec les enzymes à différents ratios molaires afin d’atteindre le ratio optimal 

enzyme/substrat (v/v). La réaction enzymatique est réalisée à 37°C pendant 24 h.  

           L’hydrolyse combinée avec les trois enzymes est également réalisée dans le but de miner 

certaines étapes du tractus digestif. Ainsi, l’action de pepsine est combinée à celle de la 

chymotrypsine de manière séquentielle, de même que pour la pepsine avec la trypsine. En outre, 

la chymotrypsine est aussi combinée avec la trypsine dans hydrolyse simultanée. Dans le 

modèle combiné incluant la pepsine, l’hydrolyse est arrêtée après 2 h par ajustement du pH à 

8.0 en utilisant l’hydroxyde de sodium 3N, afin de continuer l’hydrolyse soit avec la 
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chymotrypsine ou bien avec la trypsine. L’hydrolyse avec la combinaison 

chymotrypsine/trypsine est réalisée pendant 24 h sans interruption, car les deux enzymes 

s’opèrent au même pH. 

           Après incubation, les réactions enzymatiques sont arrêtées en chauffant à 100°C pendant 

3 min. Les hydrolysats sont centrifugés à 1000xg pendant 10 min à 10°C.  Le surnageant est 

utilisé pour les mesures de cette étude, à savoir l’activité anti-oxydante et le degré d’hydrolyse.    

            

          2.2.2.4. Processus d’hydrolyse enzymatique des protéines sériques bovines et plans 

expérimentaux 

           Un plan factoriel complet est utilisé afin d’étudier l’effet du temps de sonication appliqué 

comme prétraitement aux protéines sériques avant l’hydrolyse enzymatique et le ratio 

enzyme/substrat (E:S) sur l’activité enzymatique, en utilisant la chymotrypsine, la trypsine et 

la pepsine de façon séparée. Les plans factoriels peuvent être complets ou fractionnaires. Un 

plan factoriel complet consiste à réaliser toutes les combinaisons possibles des facteurs et des 

niveaux. Dans les plans factoriels complets, le nombre total d’expérimentation pour un nombre 

de facteur k à deux niveaux est 2k. Ainsi, pour deux facteurs et trois niveaux nous aurons 3² 

essais pour notre plan (Jiju, 2014).   

            Par ailleurs, un plan Box-Behnken est utilisé pour l’étude de l’effet de trois facteurs 

dans le cas de l’hydrolyse enzymatique séquentielle. Outre le prétraitement et le ratio E:S (v/v), 

le taux en pourcentage de chacune des enzymes composant la combinaison enzymatique (E1:E2) 

(v/v %) est utilisé comme troisième facteur dans les modèles de l’hydrolyse enzymatique 

combinée à savoir : (pepsine/chymotrypsine), (pepsine/trypsine), et chymotrypsine/trypsine).  

            Les niveaux de variables indépendantes sélectionnées : temps de sonication, (E:S), 

(E1:E2) désignées X1, X2, X3 respectivement, sont présentés analytiquement dans le tableau XVI.  

            L’intervalle des valeurs des trois variables est choisi sur la base des données de la 

littérature et l’activité anti-oxydante mesurée par la méthode CUPRAC représente la réponse 

d’intérêt.  L’analyse de variance (ANOVA) est utilisée pour évaluer la signification statistique 

des modèles mathématiques obtenus. De plus, la fonction de désirabilité de l’approche 

d’optimisation est appliquée pour déterminer les conditions optimales des variables qui 

atteindraient la désirabilité de la valeur CUPRAC.    

           Les modèles ajustés ont été sujets au test d’ajustement, qui est utilisé pour déterminer si 

les modèles sont adéquats ou non pour décrire les données observées (Garg et al., 2013). Le 

coefficient de détermination (r2) a aussi été utilisé afin d’indiquer le pourcentage de variabilité 

des paramètres d’optimisation expliqués par le modèle. Une valeur du (r2) proche de l’unité 

montre un meilleur pouvoir prédictif du modèle (Yetilmezsoya et al., 2009). En outre, la validité 

du modèle statistique est déterminé par le degré du rapprochement de la valeur observée 

obtenue dans les conditions optimales de la valeur prédite du modèle développé (Joseph 

Davidson et al., 2008).      

         L’hydrolyse est réalisée au bain-Marie selon le plan expérimental de chaque modèle. Les 

échantillons de lactosérum dépourvus de tout ajout enzymatique ont été utilisés comme 

contrôles dans les mêmes conditions des points expérimentaux.   

 

 

 



Matériel et Méthodes 

47 
 

Tableau XVI : Valeurs des variables indépendantes utilisées dans le plan d’expérience. 

Variables indépendantes 

 

Codes des 

variables 

 

Niveaux des variables codées 

-1 0 +1 

Temps de sonication (min) X1 10 25 40 

E:S (v/v %)             X2 2 2.5 5 

E1:E2 (v/v %) X3 30 50 70 

 

           2.2.2.5. Evaluation de l’activité anti-oxydante des hydrolysats des protéines 

sériques bovines avec la méthode CUPRAC  

            L’activité anti-oxydante a été évaluée par la méthode CUPRAC (CUPric Reducing 

Antioxydant Capacity). C’est une méthode colorimétrique basée sur un principe de transfert 

d’électron. Elle consiste à mesurer l’absorbance du complexe Cu(I)-néocuproine (Nc) formé 

lors de la réaction redox des antioxydants avec le réactif CUPRAC (Cu(II)-Nc) (Figure 29).   

            Il a été que rapporté que seules les méthodes CUPRAC et ABTS sont capables de 

mesurer de manière simultanée les antioxydants de nature lipophilique et hydrophilique avec la 

même précision. Cette propriété est attribuable au fait que les chromophores de deux méthodes 

sont solubles à la fois dans le milieu aqueux et les solvants organiques (Özyürek et al., 2008). 

D’autre part, le test de DPPH serait plus approprié aux antioxydants lipophiliques extraits avec 

les solvants organiques. Quant aux méthodes au Folin et FRAP, elles sont plus appropriées aux 

antioxydants solubles dans les solutions aqueuses et les solutions aqueuse-alcooliques (Apak et 

al., 2007).  

 
Figure 29 : Chromophore de la réaction CUPRAC (Özyürek et al., 2011). 

  

           L’activité anti-oxydante des différentes fractions d’hydrolysats des protéines sériques 

est mesurée en triplicata suivant la méthodologie de Çekiç et al. (2009).  Un mélange de 

chlorure de cuivre dihydtraté (0.01 M), néocuproine (0.0075 M), d’échantillon hydrolysé et un 

tampon tris pH 7.0 à un rapport de 1:1:1:2 a été incubé à une température ambiante pendant 30 

min à l’obscurité. Le tampon utilisé est composé de 0.086 M de tris, 0.09 M glycine, 4 mM 
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citrate, 5% SDS et 8 M urée. Une courbe étalon de cystéine 0.8 mM est utilisée afin d’obtenir 

les valeurs CUPRAC (Figure 30). L’absorbance est lue à 450 nm.   

 

                   

 
 

 

Figure 30 : Courbe étalon du dosage des peptides/acides aminés antioxydants des hydrolysats 

en utilisant la cystéine comme standard. 

 

           2.2.2.6. Degré d’hydrolyse enzymatique des hydrolysats des protéines sériques 

bovines avec la méthode au TNBS  

            Le degré d’hydrolyse (DH) est défini comme le pourcentage des liaisons peptidiques 

clivées par rapport au nombre total des liaisons peptidiques durant l’hydrolyse enzymatique 

(Adler-Nissen, 1986a). Il existe diverses méthodes pour la détermination du (DH) telles que la 

méthode du pH-stat, la titration au formol, les méthodes spectroscopiques (ninhydrine, O-

phtaldialdehyde (OPA), l’acide 2,4,6-trinitrobenzenesulfonique (TNBS) (Nnanna et al., 2007). 

La méthode du pH-stat est basée sur le nombre de protons libérés durant l’hydrolyse. Les 

méthodes des titrations au formol, TNBS, OPA sont basées sur la mesure du groupement aminé 

généré pendant l’hydrolyse qui est quantifiable par spectrophotométrie. La figure 31 illustre un 

exemple de réaction entre le TNBS avec une amine primaire.  

              Une comparaison entre ces méthodes a permis de mettre en évidence des avantages et 

inconvénients pour chacune de ces méthodes. Cependant, il a été montré l’existence d’une 

bonne corrélation entre la méthode OPA et la méthode au TNBS (Panasiuk et al., 1998).  

               Dans notre présente étude, nous avons utilisé la méthode au TNBS pour sa convenance 

relative en terme de reproductibilité. Les groupements d’acides aminés primaires sont 

déterminés dans chaque hydrolysat en utilisant le test à l’acide trinitrobenzensulfonique 

(TNBS) décrit par Adler-Nissen (1979). 
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Figure 31 : Réaction de l’acide 2,4,6 trinitrobenzensulfonique avec un acide aminé 

(Rutherfurd, 2010). 

 

     L’échantillon et le TNBS 0.01% sont dissous chacun dans un tampon de bicarbonate 

de sodium 0.1 M (pH 8.5) qui sont ensuite dissous à un rapport de 2:1 (500 µL échantillon :250 

µL TNBS), puis incubés à 37°C pendant 2 h à l’obscurité. La réaction est arrêtée par ajout de 

250 µL de SDS 10% et 125 µL HCL 1M. L’absorbance est lue à 340 nm. La formule suivante 

est utilisée pour le calcul du degré d’hydrolyse :  

 

                                         DH (%) = 100(AN1−AN2)/Npb 

 

                où AN1 et AN2 sont les contenus en azote aminé des protéines avant et après 

hydrolyse (mg g−1 protéine), respectivement, et Npb est le contenu d’azote des liaisons 

peptidiques des protéines (mg g−1). Les valeurs de AN1 et AN2 sont obtenues à partir de la 

courbe étalon de la L-glycine mg L−1 à 340 nm (Figure 32). Ces valeurs ont été divisées par la 

teneur en protéine des échantillons de lactosérum pour avoir les masses (mg) d’acide aminé par 

g de protéine.  

 

 
 

 

Figure 32 : Courbe étalon du dosage des groupements amines libres en utilisant la glycine 

comme standard. 
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           2.2.2.7. Méthodes électrophorétiques  

            L’électrophorèse est une technique consistant à faire migrer les protéines dans un gel 

sous l’influence d’un champ électrique, permettant ainsi leur séparation. Les protéines se 

déplacent soit vers l’anode ou la cathode en raison de leur caractère amphotère, pouvant être 

visualisées sous forme de bandes de migration. 

            La séparation des protéines est réalisée sur un gel de polyacrylamide (PAGE) pour son 

pouvoir de tamis moléculaire attribuable à sa structure particulière. Le gel de polyacrylamide 

est formé par polymérisation des monomères d’acrylamide (CH2=CH-CO-NH2) et de bis-

acrylamide (CH2=CH-CO-NH-CH2-NH-CO-CH=CH2). La réaction de polymérisation est 

catalysée par un générateur de radicaux   libres   composé   de   persulfate   d’ammonium (NH4)2 

S2O8 et de N,N,N,N- tetraméthylènediamine (TEMED) (Fritsch et Krause, 2003). 

 

                    2.2.2.7.1. Comportement Electrophorétique des protéines en conditions non 

dissociantes et non dénaturantes (PAGE-native) 

           Dans les conditions non dissociantes et non dénaturantes des protéines, la migration 

électrophorétique se fait en fonction de leur charge et leur poids moléculaire. Il est établi que 

ces conditions sont appropriées aux protéines de forme globulaire tel est le cas des protéines 

sériques du lait.  

           Nous avons adopté la méthode de Hillier et al. (1976). Le gel de polyacrylamide (T : 

12%, C : 2.7%) est coulé sur un système de mini cuve en plaques verticales (Hoefer SE  200 et 

SE  280, U.S.A). Le tampon de gel (pH 8.9) est composé de Tris/HCl. Le tampon d’électrodes 

(pH 8.3) est constitué de Tris (5 mM), glycine (77 mM).  

         Les échantillons de protéines sériques, à l’état lyophilisé (1 mg mL−1) sont dissous dans 

le tampon de gel et le glycérol (50%), puis sont déposés dans les puits à raison de 5µL à 10 µL. 

La migration électrophorétique est réalisée à 250 V, 20 mA, 4 W à température ambiante 

pendant environ 60 min.   

 

                     2.2.2.7.2. Comportement Electrophorétique des protéines en PAGE-SDS 

          L’utilisation du dodécylsulfate de sodium (SDS) permet une migration des protéines en 

fonction de leur taille, puisque cet agent anionique donne une charge négative aux protéines en 

se fixant sur les zones hydrophobes ce celles-ci. Cette fixation est rendu possible grâce à 

l’utilisation d’un agent réducteur, le 𝛽-mercaptoéthanol qui assure la rupture des liaisons 

disulfures à une température élevée 100°C.  

           Le gel d’électrophorèse sur polyacrylamide en présence de sodium dodécylsulphate est 

réalisé sur un système de mini gel vertical tel qu’il a été décrit par Laemmli (1970), avec 

quelques modifications ajoutées. Les gels de polyacrylamide sont préparés par co-

polymérisation de l’acrylamide et du bis-acrylamide en utilisant le TEMED et le persulfate 

d’ammonium. Le gel de séparation à 12% d’acrylamide (pH 8.8) est composé de Tris-HCL (1.5 

M) et du SDS (10%). Le gel de concentration à 4% d’acrylamide (pH 6.8) contient du Tris-HCl 

(0.5 M) et du SDS (10%)  

           Un milligramme d’échantillon lyophilisé est dissous dans 800 µL de tampon composé 

de Tris-HCL (0.5 M ; pH 6.8), du SDS (10%), de l’eau distillée et du 𝛽-mercaptoéthanol, 

respectivement dans un rapport (2:1:1:0.2). Après chauffage de l’échantillon à 100°C pendant 

4 à 5 min et refroidissement, 200 µL de glycérol (50%) et du bleu de bromophénol sont rajoutés 
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et homogénéisés parfaitement avant le remplissage des puits. Le tampon d’électrode (pH 8.3) 

est composé de Tris-HCl (0.25 M), de glycine (1.92 M) et du SDS (10%).  

           L’électrophorèse est réalisée, à température ambiante, en une heure à 200 V et 20 mA. 

Les gels sont colorés pendant 1 heure dans une solution de décoloration contenant du bleu de 

Commassie R-250 dissous dans un mélange d’acide acétique (5%), du méthanol (1volume) et 

de l’eau distillée (1volume). Pour le calibrage moléculaire du gel, des marqueurs de protéines 

standards préparés au laboratoire LABAB ont été utilisées. Il s’agit de l’Albumine sérique 

bovine (67 kDa), l’Ovalbumine (45 kDa), la 𝛽-Lactoglobuline (18 kDa) et l’𝛼-Lactalbumine 

(14 kDa).  

 

            2.2.2.8. Analyse des peptides par chromatographie liquide à haute performance en 

phase inversée couplée à un spectromètre de masse  

           La chromatographie liquide à haute performance (HPLC) sur colonne en phase inverse  

permet de séparer les constituants d’un mélange en fonction de leur caractère hydrophobe. La 

phase stationnaire est principalement composée de silice greffée par des groupements 

hydrophobes, le plus souvent des chaînes linéaires de 8 ou 18 atomes de carbones (C-8 et C-

18). La phase mobile est un solvant polaire. Ainsi, les composés sont élués dans l’ordre de leur 

hydrophobie croissante. La détection en sortie de colonne est réalisée par mesure d’absorbance 

en UV (Smith, 1984). 

           La spectrométrie de masse est une technique d’analyse qui permet la détermination des 

masses moléculaires des composés analysés ainsi que leur identification et quantification.  Le 

principe de cette technique est basé sur la séparation et la détection des ions formés suite à 

l’ionisation des molécules à analyser. En fonction de l’information recherchée la source 

d’ionisation peut être de plusieurs types telles que l’électronébulisation ou électrospray (ESI), 

la désorption-ionisation laser assistée par matrice (MALDI),  le couplage plasma inductif (ICP), 

la désorption-ionisation sur silicium (DIOS), etc. (Domon, 2006).  

           Les hydrolysats protéiques de cette étude sont analysés sur un système UHPLC-HRMS 

(Thermo Scientific) composé d’une unité de chromatographie liquide (VanquishTM) reliée à un 

détecteur à barrette de diodes (PDA) et à un spectrophotomètre Orbitrap ID-X™ Tribrid de 

haute résolution opérant au mode d’ionisation electrospray (ESI).  

            Les peptides ont été séparés à 30°C en utilisant une colonne C18 (Thermo Scientific™ 

Acclaim™ 120) avec un débit d’élution de 200 µL min-1. La phase mobile est constituée de la 

solution A (eau avec l’acide formique à 0.1%) et de la solution B (acétonitrile et acide formique 

à 0.1%). Après un lavage de la colonne avec la solution B (95%) et une étape d’équilibration 

pendant 15 min avec la même solution (5%), les peptides sont élués en 40 min, en utilisant un 

gradient de 5 à 50% de la solution B.  

             L’analyse des masses est réalisée en mode ESI positif (ESI+) dans les conditions 

suivantes : le voltage du spray à 3.5 kV ; les gaz « sheath », « auxiliairy » et « sweep » sont 

fixés à 35, 7 et 10 (unité arbitraire units.min-1), respectivement ; la température du vaporisateur 

et le tube du transfert d’ion à 300°C. 

            La calibration du spectromètre de masse est réalisée en utilisant une solution Thermo 

Scientific Pierce TMFlexMixTM. Les données obtenues de la spectrométrie de masse sont traitées 

avec le logiciel Xcalibur v. 3.0 (Thermo Scientific). De plus, un autre logiciel “Compound 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Ionisation_par_%C3%A9lectron%C3%A9buliseur
https://fr.wikipedia.org/wiki/D%C3%A9sorption-ionisation_laser_assist%C3%A9e_par_matrice
https://fr.wikipedia.org/wiki/Spectrom%C3%A9trie_%C3%A0_plasma_%C3%A0_couplage_inductif
https://fr.wikipedia.org/wiki/D%C3%A9sorption-ionisation_sur_silicium
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Discoverer” metabolomics v. 3.3 (Thermo Scientific) a permis la détection automatique des 

masses peptidiques dans les hydrolysats protéiques.  

 

 
 

Figure 33: Photographie de l’appareillage Orbitrap ID-X Tribrid (Thermo Scientific). 

          

2.2.3. Analyses statistiques  

           L’ensemble des extractions et hydrolyses ont été réalisées deux fois et toutes les analyses 

ont été répétées au moins trois fois. Les valeurs utilisées sont le résultat des moyennes calculées. 

Le plan expérimental et les statistiques de la surface des réponses ont été réalisés sur JMPTM 

Pro 13 (SAS, Cary, NC, USA). Les régressions linéaires et non linéaires ont été réalisées avec 

Sigma PlotTM 12.0 à un seuil de signification d’au moins 95% (p < 0.05). 
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Chapitre 1 : Les sous-produits oléïcoles : extraction des polyphénols par utilisation des 

solvants eutectiques profonds et évaluation de l’activité anti-oxydante  

           Dans ce chapitre, nous avons abordé, d’une part, la synthèse des nouveaux solvants 

eutectiques profonds à base de glycérol et, d’autres parts, l’optimisation des conditions 

d’extraction des polyphénols issus des feuilles d’olivier avec ces solvants. Nous avons aussi 

essayé d’établir une comparaison entre l’efficacité d’extraction des polyphénols obtenus avec 

les solvants eutectiques profonds et celle utilisant les solvants conventionnels. Enfin, nous nous 

sommes intéressés à comparer le rendement d’extraction des polyphénols obtenu avec les 

différents sous-produits oléïcoles sous les conditions optimales.  

     3.1. Synthèse des solvants eutectiques profonds (DESs) 

           La synthèse des DESs utilisés est précédée par une série d’essais de criblage qui 

comporte différents ratios molaires de donneurs et d’accepteurs d’hydrogène. Les mélanges 

glycérol-acides aminés ont été testés avec différents   dans un intervalle de 1:1 à 11:1. Les DESs 

sont préparés en les chauffant à 70°C pendant 60 min sous une agitation de 500 rpm.  

           Les résultats de cette préparation montrent que les ratios testés ont abouti à des mélanges 

miscibles et transparents pour les combinaisons glycérol-lysine (GL-Lys) et glycérol:proline 

(GL-Pro). Néanmoins, l’utilisation des ratios Rmol
D/A

 (3:1) et (5:1) n’a pas permis d’avoir un 

solvant transparent dans le cas de la combinaison glycérol-arginine. Par contre, les ratios  Rmol
D/A

 

(7:1), (9:1) et (11:1) ont été adéquats pour un mélange miscible (Figure 34).  

 Afin de choisir le ratio Rmol
D/A

 dans cette étude, différentes extractions ont été réalisées et 

le rendement en polyphénols totaux est considéré pour les trois DESs étudiés.   

 

 
 

Figure 34 : Photographies des solvants eutectiques profonds (constitués de glycérol et 

d’arginine) prises à différents ratios molaires.  

 

           Les extractions sont réalisées à une concentration du solvant DES (CDES) (70%, w/v) et 

un ratio liquide/solide (RL/S) de 40 mg mL−1 sous des conditions de chauffage à 50°C et une 
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agitation à 500 rpm pendant 150 min. Le choix du Rmol
D/A

  est basé sur le taux le plus élevé en 

polyphénols (Tableau XVII).  

 Ainsi, le solvant GL-Arg est synthétisé à un ratio molaire donneur / accepteur 

d’hydrogène (HBD:HBA ; 7:1). Par contre, les solvants GL-Lys et GL-Pro sont préparés à un 

ratio HBD:HBA (3:1). Par conséquent, l’effet du ratio molaire pourrait constituer une variable 

explicative des résultats obtenus vu que l’homogénéité des conditions n’est pas totalement 

satisfaite pour tous les DESs. Notons que les ratios Rmol
D/A

 inférieurs à ceux utilisés dans cette 

étude forment des mélanges cristallisés, notamment dans le cas du GL-Arg. Signalons aussi que 

des mélanges peu pratiques sont observés dans le cas des solvants GL-Lys et GL-Pro en raison 

de leur viscosité élevée.  

 

Tableau XVII : Rendement en polyphénols totaux avec les différents ratios en utilisant les 

solvants eutectiques profonds et les solvants conventionnels. 

Solvant Ratio molaire 

(HBD:HBA) 

polyphénols totaux (mg GAE g-1) 

GL-Lys 3:1 

5:1 

7:1 

66.24 

59.43 

59.22 

 

GL-Arg 

 

11:1 

9:1 

7:1 

 

50.24 

52.20 

54.66 

 

Eau 

 

- 

 

21.03 

Ethanol (70%) - 46.16 

Méthanol (70%) - 45.81 

 

    3.2. Optimisation du processus d’extraction des polyphénols 

            Un plan Box-Behnken (BBD) est adopté afin d’étudier l’effet combiné des variables : 

ratio liquide/solide (RL/S), concentration du solvant eutectique profond (CDES) et température 

(T) sur le rendement en polyphénols totaux (RPT) des extraits de feuilles d’olivier. 

L’expériementation a fait l’objet de 15 essais constitués des différentes combinaisons de 

variables conçues par le plan expérimental. Le tableau XVIII présente le plan expérimental ainsi 

que les valeurs expérimentales et prédites pour les trois modèles étudiés  GL-Lys, GL-Pro et 

GL-Arg. 

 

            



Résultats et Discussion 

55 
 

 

*Données non transformées. 

 

     

Expérimentation 
Variables indépendantes Rendement en polyphénols (RPT, mg GAE 𝐠−𝟏ms) 

 

 

RL/S           

(X1, mL 𝐠−𝟏) 

CDES           

(X2, % w/v) 

T           

(X3, °C) 
GL−Lys GL−Pro GL−Arg 

   
Mesurées Prédites Mesurées Prédites Mesurées * Prédites * 

      

1 50(−1) 90(+1) 60(0) 124.58 123.65 78.59 79.84 80.860 78.680 

2 100(0) 75(0) 60(0) 131.91 133.49 73.99 74.63 73.110 74.810 

3 50(−1) 75(0) 40(−1) 101.50 100.40 61.87 62.28 70.100 72.610 

4 150(+1) 75(0) 80(+1) 191.60 139.70 87.81 87.40 114.93 112.39 

5 50(−1) 75(0) 80(+1) 146.70 144.40 79.21 77.80 95.530 96.930 

6 150(+1) 90(+1) 60(0) 165.21 160.89 84.39 84.63 88.070 89.810 

7 50(−1) 60(−1) 60(0) 92.370 96.700 67.45 67.20 75.960 74.230 

8 100(0) 60(−1) 80(+1) 153.50 151.47 76.79 78.45 98.030 98.370 

9 150(+1) 60(−1) 60(0) 146.00 146.93 78.86 77.61 74.910 77.100 

10 100(0) 90(+1) 40(−1) 120.32 122.36 72.41 70.76 74.510 74.170 

11 100(0) 60(−1) 40(−1) 114.00 110.77 59.77 59.61 67.400 66.600 

12 100(0) 75(0) 60(0) 136.65 133.49 75.92 74.63 76.620 74.810 

13 150(+1) 75(0) 40(−1) 136.26 138.60 66.48 67.89 72.620 71.140 

14 100(0) 75(0) 60(0) 131.91 133.49 73.99 74.63 74.690 74.810 

15 100(0) 90(+1) 80(+1) 177.54 180.79 86.80 86.96 107.16 107.96 

Tableau XVIII : Plan Box–Behnken codé et non codé avec les données observées et prédites. 
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             3.2.1. Validation des modèles mathématiques 

            La validation des modèles développées a tenu compte d’un certain nombre de 

paramètres statistiques tels que la normalité, le coefficient de détermination (r²), la valeur p (p-

value), le coefficient de variation, etc. 

            La distribution des données a été analysée dans le but de vérifier la présence 

d’observations abbérantes et la normalité des données à travers le test de Shapiro-Wilk. Le 

résultat de cette analyse n’a montré aucune observation abbérante. Cette disttibution n’a été 

observée qu’avec les modèles GL-Lys et GL-Pro avec une p-value de 0.98 et 0.72, 

respectivement. Cependant, une valeur sgnifiative est obtenue dans le cas du modèle GL-Arg               

(p). 

           Par ailleurs, il a été rapporté que lorsque la normalité des données est absente, les 

coefficients estimés et les erreurs standards sont biaisés. Ce qui conduirait à des conclusions 

erronnées au niveau des intervalles de confiance et des tests de significations (Glass et al., 

2012). Ainsi, afin d’assurer l’allure Gaussienne, les valeurs RPT du modèle GL-Arg ont été 

sujettes à une transformation mathématique. L’un des objectifs statistiques d’avoir recours aux 

transformations de données réside en l’obtention de valeurs symétriques qui permet de 

conditionner et de faciliter l’analyse des données dans les étapes ultérieures (Tsai et al., 2017). 

           Dans cette étude, les valeurs RPT du modèle GL-Arg ont été converties via la 

transformation Box-Cox (Malaeb et al., 1997 ; Asar et al., 2014). La transformation se présente 

sous cette forme :  

(𝝀) =    
𝒚𝝀 − 𝟏

𝝀
, 𝐬𝐢 𝝀 ≠ 𝟎;

𝐥𝐨𝐠 𝒚, 𝐬𝐢 𝝀 = 𝟎.

  

(03) 

Où Y est la valeur transformée. Le paramètre (𝝀) définie une transformation particulière. Il peut 

être une racine carré quand  𝝀 = 0.5 ou un logarithme naturel quand 𝝀  = 0. La valeur optimale 

lambda est choisie dans l’intervalle [−2; +2] avec des sauts de 1/10. Cette valeur est 

sélectionnée sur la base du plus faible écart type obtenu, ce qui correspond à une valeur  𝝀 = 

1.2 (Ishak et al., 2018). L’application de cette transformation a permis un test Shapiro–Wilk 

non significatif avec une p-value (p = 0.095), ce qui normalise les données et satisfait 

l’hypothèse du test. Toutes les analyses consécutives ont été réalisées sur les données 

transformées pour le modèle GL-Arg.  

           Une relation empirique exprimée par l’équation polynomiale du deuxième ordre avec les 

termes d’interaction est établie entre le plan expérimental et les variables utilisées sur la base 

du plan expérimental Box–Behnken. L’équation finale en terme de variables significative 

codées et leurs interactions est donnée dans le tableau XIX.   
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Tableau XIX : Equations polynomiales et paramètres statistiques calculés après 

application du plan d’expérience.  

DES Equations polynomiales de deuxième ordre     r2 p 

GL-Lys RPT =133.49  + 10.22 X1  + 21.86 X2  +  24.78 X3  +  10.04𝑋3
2 0.99 0.0002 

GL-Pro RPT =74.63  +  4.91 X1 + 3.80 X2 + 8.76 X3 0.98 0.0006 

GL-Arg RPT =0.83 + 2.64×10−4 X1+1.55×10−4 X2 + 9.06×10−4 

X3 + 1.98×10−4 𝑋2
2  +  4.36×10−4 𝑋3

2 
0.99 0.0002 

X1, X2, X3: effets principaux; ; effets quadratiques. 

 

            Ces modèles donnent des rendements d’extractions des polyphénols respectifs de 98% 

pour GL–Pro (r2=0.98) et 99% pour GL–Lys et GL–Arg  (r2=0.99) et présentent de faibles 

erreurs aléatoires et erreurs quadratiques moyennes (RMSE) où RMSE=4.3927 pour GL–Lys, 

1.7598 pour GL–Pro et 0.0001 pour GL–Arg. Par conséquent, ces résultats nous conduisent à 

conclure que les modèles développés sont hautement significatifs (Figure 35).  

 

                  GL-Lys  GL-Pro                                       GL-Arg 

  

Figure 35 : Graphiques des valeurs observées en fonction des valeurs prévues des solvants 

eutectiques profonds présentant quelques paramètres statistiques.  

           Par ailleurs, la validité des modèles mathématiques est aussi vérifiée avec le test du 

manque d’ajustement. Ce test est utilisé pour détecter l’existence d’observations qui présentent 

une faible correspondance au modèle même dans le cas d’une significativité importante de la 

tendance générale (Bischoff et al., 2006). Le manque d’ajustement est non significatif quand 

un nombre limité d’observations se trouvent en dehors de la région ombragée de l’intervalle de 

confiance du graphique réel par prédiction (Figure 36). 
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Figure 36 : Résultats du test d’ajustement des solvants eutectiques profonds testés. 

            Dans cette étude, toutes les observations se localisent dans l’intervalle de la tendance 

générale. De plus, les r2 obtenus pour GL–Lys (r2=0.9985, p=0.2235) ; GL–Pro (r2=0.9958, 

p=0.5723) ; et GL-Arg (r2=0.9979, p=0.2223) indiquent que tous les modèles sont robustes.       

           Le coefficient de variation (CV) et le coefficient de corrélation entre les valeurs mesurées 

et les valeurs prédites sont déterminés afin d’évaluer la qualité d’ajustement des modèles. Les 

résultats (CV, %, 3.13 pour GL-Lys, 2.35 pour GL–Pro, et 0.01 pour GL-Arg) indiquent un 

faible CV, ce qui suggère une faible déviation entre les valeurs mesurées et les valeurs prédites 

(Ramí et al., 2014). Les valeurs du CV et du r2 obtenues sont une indication forte que les 

modèles développés présentent une fiabilité et une précision adéquates.    

           Les valeurs expérimentales mesurées sous les conditions optimales sont comparées aux 

valeurs prédites dans le tableau XX. La valeur mesurée pour GL-Pro se situe dans l’intervalle 

des valeurs prédites. Cependant, les valeurs expérimentales obtenues sous les conditions 

optimales sont proches des valeurs prédites dans le cas des modèles GL–Lys et GL–Arg. 

Néanmoins, la faible différence entre les deux valeurs (expérimentale et prédite) dans ces deux 

cas n’a pas montré de signification pratique sur la qualité d’ajustement des deux modèles. Cette 

différence pourrait être due à une source incontrôlée de variation pendant le processus 

d’extraction (température, agitation, etc.) ou à des erreurs expérimentales mineures.   

 GL−Arg 

  GL−Pro 

GL−Lys 
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            En considérant l’ensemble des paramètres statistiques de vérification des modèles 

mathématiques et les résultats obtenus, nous pouvons conclure que ces modèles mathématiques 

de prédiction sont valides et convenables pour l’optimisation des conditions d’extraction des 

polyphénols.  

Tableau XX : Conditions optimales prédites et comparaison du rendement en 

polyphénols entre les valeurs expérimentales et prédites des DESs testés. Les 

extractions sont réalisées sous une agitation (900 rpm) pendant 150 min.  

DES 

 

Intervalle des 

valeurs prédites  

(mg g−1) 

  

Valeurs observées 

* (mg g−1) 
Conditions optimales  

   RL/S (mL 𝐠−𝟏) CDES (%, w/v) T (°C) 

GL–Lys [189.58, 21.27] 188.39 ± 0.37  150 90 80 

GL–Pro [86.31, 97.00] 95.97 ± 0.74  150 90 80 

GL–Arg 
[0.83053, 0.8313] a 

[112.48, 129.68] b 

0.83002 ± 0.47 a 

100.01± 1.98 b 
150 90 80 

*moyenne écart type de trois déterminations. a : transformation Box–Cox des données ; b : données avant 

transformation. 

 

           De plus, le plan d’expérience a permis de détecter une signification statistique du 

coefficient quadratique 𝑋3
2 (T) dans deux modèles, à savoir GL-Lys et GL-Arg ainsi que 

l’absence d’un effet croisé parmi les variables. En outre, les résultats obtenus montrent un effet 

significatif (p <  0.05) pour toutes les variables (X1, X2, X3) sur le processus d’extraction des 

polyphénols. Ce résultat peut se visualiser à travers les évolutions des profils prédictifs, qui 

examinent les relations dynamiques entre les données et les résultats (Figure 37).  Ces 

évolutions présentent un aspect général courbé qui illustre les réponses non linéaires des effets 

des modèles. L’augmentation observée dans chaque variable conduit à une augmentation dans 

la réponse dans le trois DESs testés.  
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A. Glycérol−Lysine 

 

B. Glycérol−Proline 

 

C. Glycérol−Arginine 

 

Figure 37 : Evolution des profils prédictifs présentant la désirabilité générale des solvants 

eutectiques profonds Glycérol–Lysine (A), Glycérol–Proline (B), et Glycérol–Arginine (C) 

avec les valeurs optimales des variables RL/S, CDES, et T. 
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       3.2.2. Effet des facteurs étudiés sur le rendement des polyphénols extraits 

          En utilisant la fonction de désirabilité, la valeur RPT désirée est atteinte sous un  RL/S 150 

mL g−1, une CDES 90%, w/v, et une T 80 °C avec tous les DESs étudiés. Notons que ces 

conditions permettent d’avoir une valeur maximale de désirabilité respective de 0.992, 0.995, 

et 0.958 pour GL–Lys, GL–Pro et GL–Arg. Les résultats de cette étude indiquent que les 

variables RL/S, CDES et T affectent considérablement l’extraction des polyphénols issus des 

feuilles d’olivier. Ceci est en accords avec la littérature qui rapporte l’importance de ces 

variables dans l’extraction des polyphénols en général (Xia et al., 2015). 

 

              3.2.2.1 Ratio liquide/solide 

           La variable RL/S montre un effet significatif élevé. Ceci est en accord avec les 

investigations précédentes qui ont rapporté une proportionnalité importante entre la matière 

végétale et le solvant dans les processus d’optimisation de l’extraction (Rakotondramasy-

Rabesiaka et al., 2010). Ce paramètre clé joue un rôle important dans le phénomène de diffusion 

qui définit en grande partie le cours de l’extraction et son rendement. Un rendement d’extraction 

élevé est souvent observé quand une grande proportion de phase liquide est utilisée. Cette 

dernière conduit à une saturation de la concentration et à une meilleure solubilisation des 

polyphénols (Katsampa et al., 2015 ; Chakroun et al., 2021).  

 

           Dans cette étude, la valeur optimale du RL/S (150 mL g−1) est plus élevée que les valeurs 

rapportées par la littérature.  Les valeurs du RL/S  varient habituellement entre 10 et 45 mL g−1 

en utilisant les DESs. La valeur du RL/S obtenu est également plus élevée que celle des solvants 

conventionnels qui peut atteindre 120  mL g−1 dans certaines investigations (Vetal et al., 2013 ; 

Dedousi et al., 2015). Les différences observées concernant la valeur optimale du RL/S peut être 

dues à la variation au niveau du solvant utilisé, aux conditions expérimentales de l’extraction 

(température, agitation, temps d’extraction, etc.), à l’intervalle choisi pour le RL/S ou encore à 

la source des polyphénols. Bien que l’objectif d’optimiser l’extraction des polyphénols soit 

commun, les différentes conditions d’extraction utilisées dans diverses études affectent la 

valeur optimale du RL/S et par conséquent la présente comparaison.   

             3.2.2.2. Concentration du DES 

           Tout comme le RL/S, la concentration du DES (CDES) a montré un effet significatif 

important sur le rendement d’extraction des polyphénols issus des feuilles d’olivier. Le niveau 

optimal de la CDES était le même avec les trois DESs de cette étude (90%, w/v). Ceci suggère 

que la quantité d’eau requise pour atteindre un rendement maximal est exactement la même 

pour trois DESs. L’addition d’eau au DESs est l’un des moyens de raffinement des propriétés 

physico-chimiques des DESs. Ainsi, l’ajustement de la quantité d’eau est capital pour affiner 

les propriétés des DESs telles que la viscosité et la polarité qui affectent de manière significative 

le rendement d’extraction (Dai et al., 2016).   

           Des études récentes ont estimé une quantité d’eau optimale variant entre 10 et 50% (Dai 

et al., 2013), qui peut même atteindre même 63.8% selon Jancheva et al. (2017). Il a été noté 

que l’addition d’eau aux DESs jusqu’à un certain point se situant au-dessus du point optimal, 
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pouvait affecter négativement le rendement de l’extraction, car une grande quantité d’eau peut 

entrainer la rupture des liaisons hydrogènes entre le HBD et le HBA (Dai et al., 2015).  

           Nous observons dans cette étude une quantité d’eau optimale de 10% (v/v) pour tous les 

DESs utilisés. Autrement dit, les HBAs testés nécessitent la même quantité d’eau et les 

différences de structures ainsi que les propriétés physico-chimiques de la lysine, la proline et 

l’arginine n’ont pas affecté la polarité des DESs. Un tel résultat est plutôt contradictoire avec 

certaines informations publiées qui rapportent des quantités d’eau différentes en utilisant des 

chaînes d’HBAs de différentes longueurs. Il a été observé que plus la chaîne de l’HBA est 

longue, plus grande sera la quantité d’eau nécessaire (Slim et al., 2018).  

           Par conséquent, la différence d’efficacité des trois DESs serait due à un autre facteur tel 

que le pH du milieu d’extraction (Ajila et al., 2011). L’alcalinité conférée par les acides aminés 

assure un environnement plus ou moins alcalin qui peut ioniser les polyphénols et les rendre 

plus polaires et solubles dans les solvants. La lysine, la proline et l’arginine possèdent des pKa 

égales à 10.57, 10.47 et 12.10, respectivement. En terme d’efficacité de solvant, le résultat 

attendu sur la base de l’explication donnée serait alors GL–Arg, puis GL–Lys et en dernier GL–

Pro. Cependant, l’ordre obtenu était GL–Lys, GL–Arg et en dernier, GL–Pro, ce qui explique 

uniquement l’ordre obtenu pour GL–Lys et GL–Pro.  

           Ce résultat suggère l’existence d’un autre facteur important concernant le solvant GL–

Arg. Il a été souligné que le Rmol
D/A

 à un certain point pouvait favoriser l’extraction des 

polyphénols en raison de la diminution de la viscosité et la diffusivité élevée (Bi et al., 2013). 

En conséquence, l’utilisation d’un Rmol
D/A

 plus élevé dans le cas des solvants GL–Lys et GL–Pro 

s’avère évidemment d’une influence significative sur les processus d’optimisation d’extraction 

des polyphénols.   

            L’extraction sous les conditions optimales avec GL–Lys a abouti à un rendement de 

54.83 et 40.32% supérieur à celui obtenu avec GL–Pro et GL–Arg, respectivement. En 

revanche, L’extraction réalisée avec GL–Arg a permis d’avoir un rendement de 24.32% 

supérieur à celui obtenu avec GL–Pro. Ce résultat suggère que le solvant GL–Lys est le plus 

efficace pour extraire les polyphénols. Ceci serait dû à la forte liaison hydrogène entre les 

polyphénols de la plante, indépendamment du Rmol
D/A

 et de l’alcalinité (Fanali et al., 2020 ; Rente 

et al., 2021). Par voie de conséquence, nous pouvons conclure que les différences de rendement 

en polyphénols sont principalement attribuées aux liaisons hydrogènes des HBAs utilisés dans 

cette étude. Ainsi, l’affinement des propriétés physico-chimiques des HBAs pourrait être un 

indicateur important pour l’amélioration de l’extraction des polyphénols.  

             3.2.2.3. Température 

          Il a été rapporté qu’un effet favorable est observé avec la température sur l’extraction des 

polyphénols. En effet, une augmentation de la température conduit à un rendement plus élevé 

en polyphénols par amélioration de la solubilité et des réactions hydriques (Gironi et al., 2011 ; 

Vergara-Salinas et al., 2012). Ceci est en accord avec le résultat obtenu dans cette étude. Un 

effet significatif est observé avec tous les DESs utilisés à la même température optimale (80°C). 

Ces résultats montrent une similitude avec les conclusions de l’étude de Bucić-Kojić et al., 
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(2007) qui ont obtenu un rendement d’extraction le plus élevé à 80°C. La figure 38 illustre 

l’effet des variables expérimentales sur le rendement d’extraction à travers une évolution des 

profils prédictifs de surface en 3D. 

 

                                                                      GL−Lys      

 
 

 
 

GL–Pro 

 
  

  

GL–Arg 

   

Figure 38 : Profils de surface en 3D présentant la variation simultanée des variables   

CDES et T, RL/S et T, et RL/S et CDES sur le rendement d’extraction avec les trois 

solvants eutectiques profonds. 
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           En outre, d’autres investigations sur la cinétique décrivent une relation proportionnelle 

entre la diffusion et la température suivant la loi d’Arrhenius (Cacace et al., 2003 ; Pedreschi et 

al., 2009). Par contre il est signalé que le rendement d’extraction en polyphénols ainsi que leurs 

diversités sont plus atténués à des températures élevées et avec un temps d’exposition plus long 

(Ho et al., 2008). Toutefois, ce niveau de température varie selon les auteurs en fonction des 

solvants d’extraction utilisés, du substrat de départ, etc. (Ho et al., 2008).  

 

    3.3. Evaluation de l’activité anti-oxydante des polyphénols  

           Les polyphénols totaux sont déterminés après 150 min d’extraction. L’objectif de cette 

mesure est de comparer l’efficacité des DESs synthétisés. La teneur en polyphénols totaux dans 

tous les extraits obtenus avec les DESs est supérieure à celle des extraits obtenus avec l’éthanol 

(70%, v/v), méthanol (70%, v/v) et l’eau, dans les conditions optimales d’extraction (Figure 

39).  

 

Figure 39 : Rendement d’extraction en polyphénols obtenus avec les solvants eutectiques 

profonds et les solvants conventionnels. Les extractions sont réalisées sous les conditions 

optimales (RL/S = 150 mL g–1, CDES = 90%, T = 80 °C) et agitation (900 rpm) pendant          

150 min. 

           La comparaison entre les DESs utilisés renseigne sur le rendement optimal en 

polyphénols issus des feuilles d’olivier. Les résultats montrent une activité anti-oxydante plus 

importante dans le cas des DESs, sous les conditions optimales de RL/S = 150 mL g–1, CDES = 

90%, et T = 80 °C. Les DESs utilisés ne sont pas de même efficacité face aux solvants 

conventionnels. En effet, le mélange GL–Lys s’avère être le solvant le plus efficace pour 

l’extraction des polyphénols contenus dans les feuilles d’olivier. Alors que le solvant GL–Arg 

est légèrement meilleur que le solvant GL–Pro. Les rendement en polyphénols RPT obtenus sont 

évalués respectivement à 188.39, 100.01 et 95.96 mg g−1 équivalent d’acide gallique  pour GL–
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Lys, GL–Arg et GL–Pro, comparativement à ceux obtenus avec l’éthanol (65.95), le méthanol 

(62.27) et l’eau (52.97) mg g−1 équivalent d’acide gallique.  

            L’extraction avec GL–Lys a permis d’obtenir des rendements d’extraction supérieurs 

de 64 % par rapport à l’utilisation de l’éthanol, 66.01% par rapport au méthanol et 71.09% par 

rapport à l’eau. Ces écarts indiquent l’efficacité remarquable du solvant GL–Lys comparée 

aussi bien, à celle des autres DESs, que des solvants conventionnels. Ce résultat est en accord 

avec la littérature où un meilleur potentiel d’extraction est rapporté avec les DESs (Kottaras et 

al., 2017). Cette différence pourrait être fortement liée aux propriétés physico-chimiques des 

acides aminés utilisés (HBAs) qui interagissent plus ou moins favorablement avec le glycérol 

pendant le processus de préparation et avec les polyphénols contenus dans les feuilles d’olivier 

lors de l’extraction. Ces forces intermoléculaires impliquent les liaisons hydrogènes et même 

les interactions de van der Waals (Francisco et al., 2013). 

 

     3.4. Comparaison de l’activité anti-oxydante des sous-produits oléïcoles  

           Une comparaison de l’activité anti-oxydante entre différents sous-produits oléïcoles 

(feuilles d’olivier, margines et grignons) est réalisée sous les conditions optimales (RL/S = 150 

mL g–1, CDES = 90%, T = 80 °C) préalablement obtenues avec les DESs étudiés en utilisant les 

feuilles d’olivier comme source de polyphénols.  

 Il apparait, au vu des résultats consignés sur le tableau XXI, que le mélange GL-Lys est 

le solvant qui extrait le plus de polyphénols à partir des trois produits oléïcoles. Nous relevons 

aussi que les margines présentent le taux de polyphénols le plus élevé par rapport aux feuilles 

et aux grignons d’olive tel qu’il a été observé par Tercan et Seker, 2010. Dans cette étude, il a 

été noté que l’interaction entre le solvant et la source des polyphénols est plus importante 

lorsque celle-ci est moins compacte. Cette information explique la raison pour laquelle nous 

observons un meilleur rendement d’extraction avec les margines par rapport aux grignons et 

feuilles d’olivier qui seraient plus solides. De plus, nous observons un même ordre d’activité 

anti-oxydante des polyphénols extraits avec les solvants conventionnels. Parmi ces derniers, 

l’éthanol s’avère le plus efficace dans l’extraction des polyphénols, suivi du méthanol ensuite 

de l’eau. Ces résultats sont comparables à ceux rapportés par d’autres études (Lafka et al., 2013 

; Kim et Lee, 2017).  

 

Tableau XXI : Comparaison de l’activité anti-oxydante (mg équivalent d’acide gallique) 

obtenue avec différents sous-produits oléïcoles. L’extraction des polyphénols est réalisée sous 

les conditions optimales obtenues avec les DESs en utilisant les feuilles d’olivier. 

 Feuilles d’olivier     Margines     Grignons 

Glycérol-Lysine 188.39 ±0.372 199.97 ±0.003 132.57 ±0.003 

Glycérol-Proline 95.970 ±2.637 160.22 ±0.003 44.360 ±0.001 

Glycérol-Arginine 100.01 ±1.976 129.41 ±0.002 71.480 ±0.001 

Eau 52.970 ±0.001 81.160 ±3.072 12.900 ±1.675 

Ethanol 70% 65.950 ±0.002 85.310 ±3.537 20.867 ±2.699 

Méthanol 70% 62.270 ±0.001 87.940 ±2.047 19.870 ±2.234 

      Les valeurs présentées sont les moyennes calculées ±l’écart type. 
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     3.5. Quantification des polyphénols par LC-MS/MS 

           Les composés polyphénoliques des extraits obtenus avec les DESs et l’éthanol 70% ont 

été quantifiés par la chromatographie liquide à haute performance couplée à la spectrométrie 

de masse (LC-MS/MS). Les résultats (Tableau XXII) montrent une teneur générale en 

polyphénols supérieure dans le cas des DESs par rapport à celle de la solution éthalonique. Ce 

résultat est en accord avec la détermination des polyphénols réalisée avec la méthode au Folin 

Ciocalteu décrite plus haut.  

          L’analyse individuelle de chaque composé montre des différences importantes de la 

teneur en tyrosol par rapport aux valeurs rapportées par la littérature, qui varient entre 90 à 660 

µg  g−1 (Özcan et al., 2016). De plus, la concentration du tyrosol dans cette étude est supérieure 

à celle de l’hydroxytyrosol et de l’oleuropéine. Ce résultat ne se situe pas dans la même 

tendance que celle mentionnée par certains auteurs qui ont rapporté des valeurs les plus faibles 

pour le tyrosol (Benavente-García et al., 2000). Ceci pourrait être expliqué par la plus grande 

stabilité du tyrosol, comparée aux autres composés phénoliques ou, probablement, par la 

sélectivité des solvants utilisés pour l’extraction du tyrosol (Karkovíc Markovíc et al., 2019). 

Les polyphénols pouvaient interagir avec les DESs à travers des liaisons hydrogènes et, par 

conséquent, augmenter leur stabilité et solubilité dans ces solvants où la composition 

(HBD/HBA) joue un rôle critique dans l’efficacité de l’extraction (Dai et al., 2014). 

       Notons qu’une forte corrélation linéaire est obtenue entre la teneur en tyrosol et celle des 

polyphénols totaux (TPC) avec tous les extraits DESs réalisés (Figure 40). 

Tableau XXII : Quantification des composés phénoliques dans les extraits secs des 

feuilles d’olivier (µg g−1 ) par chromatographie liquide à haute performance couplée 

à la spectrométrie de masse (LC-MS/MS). 

Solvant Concentrations des composés phénoliques (µg g−1) 

 Tyrosol Hydroxytyrosol Oleuropéine 
 Lutéoline-7-

O- Glucoside 
Rutine 

70% EtOH 19398.64± 362.12 205.78± 9.11 7381.03±52.14 1418.64±28.74 714.63±18.25 

GL–Lys 
53420.23

± 1135.12 
1687.95± 2.4 n.d 1377.14±17.25 286.69±0.69 

GL–Pro 27358.48± 175.71 231.95±9.8 7908.10±59.45 997.84±80.51 463.06±4.92 

GL–Arg 28312.65± 445.30 2686.44±7.9 n.d 1564.97±63.98 268.593±3.82 

Les valeurs présentées sont les moyennes de six déterminations, suivies de l’écart type. n.d : non détecté.  

  En terme de variabilité de la teneur en polyphénols des feuilles d’olivier, plusieurs 

facteurs ont été recensés comme étant impliqués dans ces variations. Nous pouvons citer la 

procédure d’extraction, le stress hydrique, la salinité, la fertilisation, la zone géographique, la 

période d’échantillonnage, l’exposition à la lumière, l’âge des feuilles, le stress au froid, la 

variété de l’olivier, les taux de bactéries et champignons présents, etc. (Quirantes-Piné et al., 

2013 ; Talhaoui et al., 2015). 
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          Quant à l’hydroxytyrosol, sa teneur dans cette présente étude est inférieure à la majorité 

des valeurs rapportées par les autres auteurs (Vinha et al., 2005 ; Ahmad-Qasem et al., 2013 ; 

Cittan et al., 2018). En revanche, elle est supérieure aux taux obtenus par Brahmi et al. (2013). 

De même pour l’oleuropéine, qui est absente des extraits de GL–Lys et GL–Arg, donne des 

teneurs assez proches de celles publiées dans le cas des extraits de GL–Pro et de la solution 

éthalonique (Ortega-García et al., 2010). Alors que sa teneur est supérieure à celle obtenue dans 

les investigations de Lee et al. (2009) et Afaneh et al. (2015).  

 

 

Figure 40 : Relation entre teneur totale en polyphénols (TTP) et concentration en tyrosol. 

          Il est à noter que les résultats de cette présente étude montrent une augmentation 

simultanée de la concentration de l’hydroxytyrosol et celle de l’oleuropéine. Cette observation 

est attribuée à la dégradation de l’oleuropéine en hydrotyrosol en raison des réactions chimiques 

et enzymatiques survenant lors du processus de traitement des feuilles d’olivier (Yuan et al., 

2015). En ce qui concerne les valeurs de la concentration de la lutéoline-7-O-glucoside et la 

rutine, elles se situent dans l’intervalle des limites supérieures et inférieures des valeurs 

rapportées dans la littérature (Liakopoulos et al., 2005 ; Japón-Luján et al., 2006 ; Goulas et al., 

2009 ; Talhaoui et al., 2016). 

 

    3.6. Conclusion 

           Afin de contribuer à l’usage de procédés peu polluants dans la valorisation des sous-

produits oléïcoles, nous avons mené des investigations en synthétisant et testant trois nouveaux 

solvants eutectiques profonds à base de glycérol et d’acides aminés : glycérol-lysine, glycérol-

proline et glycérol-arginine. Avec ces solvants et, à travers le plan d’expérience utilisé (Box-

Behnken), nous avons pu déterminer les conditions optimales d’extraction des polyphénols. Et 
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l’effet des paramètres d’extraction sélectionnés (RL/S, CDES, T) sur le rendement d’extraction 

des polyphénols.  

          Nous avons observé un effet significatif pour tous les paramètres étudiés sur le rendement 

en polyphénols. En outre, les résultats de l’évaluation de l’activité anti-oxydante des différents 

extraits de polyphénols obtenus sous les conditions optimales révèlent que le mélange glycérol-

lysine est le solvant le plus efficace pour l’extraction des polyphénols issus des feuilles d’olivier 

par comparaison aux autres DESs et aux solvants conventionnels. Ce résultat est encore une 

fois observé lors de l’utilisation de ces mêmes conditions dans l’extraction des polyphénols à 

partir des margines et des grignons d’olive. Par ailleurs, la quantification des composés 

phénoliques par LC-MS/MS nous a permis d’observer une teneur générale en polyphénols 

supérieure dans le cas des DESs par rapport à celle des solvants conventionnels. 
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Chapitre 2 : Les protéines sériques du lait : isolement, caractérisation et évaluation de 

l’activité anti-oxydante des protéines et leurs hydrolysats 

           Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés aux protéines sériques du lait qui se 

retrouvent rejetés dans le lactosérum par suite du procédé de fabrication fromagère. Dans une 

perspective de contribuer à la valorisation de ces rejets industriels de première importance, nous 

avons exploré une approche mathématique d’optimisation du processus d’hydrolyse 

enzymatique de ces protéines issues du lait bovin. Cette approche vise à établir les conditions 

d’hydrolyse optimales avec les enzymes digestives (chymotrypsine, trypsine et pepsine), 

opérant séparément ou en combinaison, afin de maximiser l’activité anti-oxydante des 

hydrolysats obtenus. Nous nous sommes intéressés également dans ce chapitre à la sensibilité 

de ces protéines issues de plusieurs espèces (bovin, caprin, ovin et camelin) vis-à-vis de ces 

enzymes protéolytiques. 

     3.2. Isolement des protéines sériques des laits des différentes espèces 

        3.2.1. Mesure du pH    

           Les valeurs moyennes du pH des différentes espèces de lait sont présentées dans le 

tableau XXIII. Nous remarquons que les pH des différents échantillons dans cette étude se 

situent dans les intervalles établis par la littérature. Il est rapporté que le pH du lait bovin, caprin, 

ovin, et camelin est compris dans les intervalles [6.6, 6.8], [6.3, 6.7], [6.6, 6.8], [6.31, 6.64], 

respectivement (Assenat, 1991 ; Guo, 2003 ; Tsioulpas et al., 2007 ; Ismaili et al., 2016). 

D’après la littérature les variations du pH du lait au sein de la même espèce dépendent de la 

composition de celui-ci (caséines, phosphate, vitamine C, acide gras, etc.), son état de fraicheur 

(qualité microbiologique) et des facteurs zootechniques (alimentation, stade de lactation, 

conditions de la traite et période de la traite) (Tsioulpas et al., 2007 ; Rahli et al., 2013 ; Ismaili 

et al., 2016). 

 

Tableau XXIII : pH du lait des différentes espèces. 

 

         3.2.2. Dosage des fractions protéiques     

           Les résultats de quantification des différentes fractions du lait bovin, caprin, ovin et 

camelin sont présentés dans le tableau XXIV.  

 

Tableau XXIV : Teneurs moyennes du lait des différentes espèces. 

 Lait bovin Lait caprin Lait ovin  Lait camelin 

Protéines totales (g 𝐋−𝟏)  30.50±0.04 41.90±0.03 49.67±0.05 32.23±0.01 

Protéines sériques (g 𝐋−𝟏) 5.100±0.01 5.320±0.01 4.160±0.02 5,710±0.01 

Caséines (g 𝐋−𝟏) 25.40±0.07 36.58±0.01 45.51±0.01 26.52±0.01 

 

 Lait bovin Lait caprin Lait ovin Lait camelin 

pH 6.79±0.01 6.68±0.01 6.72±0.02 6.50±0.01 

Provenance Tizi Ouzou Tizi Ouzou Djelfa Oued Souf 
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   Les valeurs obtenues indiquent que le lait ovin est le plus riche en protéines totales 

(49.67 g L−1) par rapport aux autres laits. En revanche, la valeur la plus basse a été obtenue 

avec le lait de vache (30.50 g L−1). Ce résultat est en accord avec les données de la littérature 

qui rapporte des teneurs élevées en protéines totales chez l’ovin ainsi qu’une tendance similaire 

chez le bovin (Cozma et al., 2011). Le taux limite en protéines de l’échantillon de lait de vache 

collecté trouve son explication dans l’alimentation relativement carencée, pauvre en herbe 

verte, qui est selon plusieurs auteurs, un facteur important dans la richesse en protéine du lait, 

en plus de la race (Jenkins et al., 2006 ; Alothman et al., 2019).  

           Les résultats indiquent que la fraction de caséine est majoritaire dans les différents laits 

où celui de brebis est le plus concentré en caséines (45.51 g L−1). Notons aussi que dans 

l’ensemble, la teneur en protéines sériques des autres laits est assez similaire et se situe autour 

de ~5 g L−1.  

 

     3.2.3. Isolement des protéines sériques et analyse électrophorétique 

        La précipitation des protéines du lait au point isoélectrique est un moyen d’isolement de 

ces dernières qui est pratiqué couramment aux seins des laboratoires, mais en procédant à des 

réajustements selon l’espèce laitière considérée. Les caséines sont précipitées à pH 4.6 dans le 

cas du lait bovin et ovin. Par contre les pH 4.2 et 4.3 sont utilisés pour la précipitation des 

caséines des laits caprin et camelin respectivement (Mati et al., 1991 ; Farrell et al., 2004 ; Si 

Ahmed Zennia et al., 2015 ; Zobiri-Illoul et al., 2020).  

            Sur la base du pH utilisé, le lactosérum peut être classé en lactosérum acide quand son 

pH est (<5.1), et en lactosérum doux quand le pH est  (>5.6) (Durham et Hourigan, 2007 ; 

Chavan et al., 2015). Ainsi, procédant par acidification, nous obtenons un lactosérum acide 

avec des caractéristiques relativement comparables à celles du lactosérum doux (Tableau 

XXV).  

 

Tableau XXV : Composition du lactosérum doux et acide (Durham, 2000) 

Composition Lactosérum doux Lactosérum acide 

 

  HCL Acide lactique 

Matière sèche (%) 6.6 5.1 6.0 

pH 6.1 4.7 4.0 

Lactose(%) 4.8 3.7 3.9 

Protéines (%) 0.9 0.73 0.72 

Cendre (%) 0.59 0.60 0.72 

Acide lactique (%) 0.13 0 0.60 

Matière grasse (%) 0.06 0.05 0.003 

Calcium (ppm) 430 1200 1140 

Phosphore (ppm) 440 680 900 

Potassium (ppm) 1460 1200 1530 

Sodium (ppm) 430 270 400 

Chlorure (ppm) 970 2600 910 

 

 Afin de vérifier la pureté de nos échantillons et leur non contamination, notamment par 

des résidus de caséines, une analyse électrophorétique est réalisée. Cette analyse, conduite en 
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conditions natives et en conditions dénaturantes en présence de détergent anionique (PAGE-

native et PAGE-SDS) nous permet d’avoir, par comparaison avec les profils décrits dans la 

littérature dans les mêmes conditions, une pré-identification des entités protéiques présentes. Il 

va sans dire que l’identification précise passe par l’isolement des protéines individuelles (ou le 

transfert des bandes sur des membranes) suivi d’un séquençage de l’extrémité N-terminale.  

 

              3.2.3.1. Comportement électrophorétique en conditions non dissociantes 

           Le profil électrophorétique sur gel de polyacrylamide des protéines sériques en 

conditions non dissociantes (PAGE-native) est présenté sur la figure 41. Globalement, l’allure 

des entités protéiques est assez comparable entre les espèces dans le nombre et l’intensité des 

bandes de migration, même s’il y a quelques différences, notamment par rapport à la référence 

bovine dans certains cas (lait camelin et caprin) et pour certaines protéines (𝛼-La, 𝛽-Lg et PP3). 

            Nous pouvons distinguer 5 bandes de migration, correspondant aux protéines sériques 

majeures du lait bovin, caprin et ovin, dans l’ordre suivant en partant du dépôt : 

immunoglobulines, composant-3 des protéose-peptones, l’albumine sérique, l’𝛼-Lactalbumine, 

puis la 𝛽-Lactoglobuline. Par contre, nous observons une bande supplémentaire pour le 

lactosérum camelin, qui correspondrait selon la littérature à la lactoferrine (Wangoh et al., 

1998 ; Singh et al., 2017) et deux bandes de même intensités correspondant aux variants de l’𝛼-

Lactalbumine, qui est la protéine majeure de ce lait (Conti et al, 1985).  

 

 

Figure 41 : Profils électrophorétiques sur gel de polyacrylamide en conditions non 

dissociantes (PAGE-native) des protéines solubles du lactosérum bovin (1), caprin (2),  

ovin (3) et camelin (4).  

      Igs : immunoglobulines ; PP3 : composante -3 des protéoses peptones ; LF : lactoferrine ;  

                     SA, sérum albumine ; α-La : α-Lactalbumine ; 𝛽-Lg : 𝛽-Lactoglobuline. 
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             3.2.3.2. Comportement électrophorétique dans les conditions dissociantes   

           Dans les conditions dissociantes et dénaturantes en présence de dodécyl sulfate de 

sodium (PAGE-SDS), les profils électrophorétiques obtenus présentent une certaine similitude 

au niveau du nombre de bandes et des niveaux de migration pour les protéines sériques du lait 

bovin, caprin et ovin (Figure 42). Le profil des protéines sériques du lait camelin se singularise 

par l’absence de 𝛽-Lg et la présence d’une bande inhabituelle bien focalisée proche de l’𝛼-La 

de ce même profil. De plus, les bandes correspondantes à la lactoferrine, à l’albumine sérique 

et aux IgG sont plus intenses et bien focalisées.   

 

 

 

   
              

           

 

          

 

 

 

           Globalement, nous observons une migration électrophorétique de 7 bandes ayant un 

aspect net et bien focalisé. Les deux premières peu apparentes correspondraient aux Igs et PP3 

car, comme rapporté par Mati et al. (1991), la migration de ces deux entités est faible en raison 

de leur structure non globulaire et leur caractère glycosylé et hydrophobe. Ensuite, selon l’ordre 

décroissant de leurs poids moléculaires, nous distinguons la lactoferrine, l’albumine sérique, 

les IgG, la 𝛽-Lg et enfin l’𝛼-La dans le cas des lactosérums bovin, caprin et ovin.  

           Pour le lait camelin, différents auteurs signalent l’existence de protéines spécifiques à ce 

lait d’où l’apparition de petites bandes supplémentaires sur le profil (Conti et al., 1985 ; Farah, 

1986 ; Beg et al, 1987 ; Ochirkhuyag, 1998 ; Merin et al, 2000 ; Ismail, 2017). D’une façon 

générale, l’ordre de migration obtenu est en accord avec plusieurs études déjà publiées (Farrell 

et al., 2004 ; Veith et Reynolds, 2004 ; El Hatmi et al., 2015).  
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Figure 42 : Profils électrophorétiques sur gel de polyacrylamide en 

PAGE-SDS (15%, C=2.7%) des protéines solubles du lactosérum bovin (1), caprin 

(2), ovin (3) et camelin (4). (1, 2 ,3 ,4 : dépôt 5µL, 1’,2’,3’,4’ : dépôt 10µL). 
Igs : immunoglobulines ; IgG : immunoglobulines G ; PP3 : composante 3 des protéose-peptones ; 

LF : lactoferrine ; SA : sérum albumine ; α-La : α-Lactalbumine ; 𝛽-Lg : 𝛽-Lactoglobuline. 
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3.3. Processus d’optimisation de l’hydrolyse enzymatique  

           Un plan factoriel complet (FFD) à trois niveaux et un plan Box-Behnken ont été appliqués afin d’étudier l’effet combiné des variables 

indépendantes (temps de sonication, ratio E:S, et ratio E1:E2) sur l’activité anti-oxydante des hydrolysats du lactosérum bovin et de trouver les 

valeurs optimales de ces variables. Les plans FFD et BBD consistent à réaliser respectivement douze et quinze expérimentations avec les différentes 

combinaisons de variables. Les tableaux XXVI et XXVII présentent les plans expérimentaux et les valeurs mesurées et prédites de chaque plan 

d’expérience.   

                                       Tableau XXVI : Plan factoriel complet codé et non-codé avec les données mesurées et prédites. 

Expérimentation 
           Variables indépendantes 

 
Valeur CUPRAC (µM Cys 𝐋−𝟏) 

 

 

Temps de sonication      

(X1, min) 

E:S              

(X2, % v/v) 
 Pepsine Chymotrypsine Trypsine 

   Mesurées Prédites Mesurées Prédites Mesurées Prédites  

1 25(0) 3.5(0)          542.00 533.17 739.00 734.19 601.00 601.19 

2 10(-1) 2(-1)  455.00     459.21 607.00 599.35 614.00 624.09 

3 25(0) 3.5(0)  533.00 533.17 730.00 734.18 597.50 601.19 

4 25(0) 3.5(0)  528.50 533.17 715.00 734.18 618.00 601.19 

5 40(+1) 5(+1)  522.50 516.71 599.00 610.02 595.00 578.53 

6 25(0) 2(-1)  517.50 503.07 649.00 656.54 529.00 526.43 

7 10(-1) 5(+1)  575.00 563.21 701.00 704.77 433.00 434.15 

8 10(-1) 3.5(0)  518.50 526.07 744.00 747.37 663.70 652.43 

9 25(0) 3.5(0)  532.30 533.17 746.00 734.18 601.00 601.19 

10 25(0) 5(+1)  516.00 533.57 636.00 621.21 414.00 429.32 

11 40(+1) 2(-1)  549.50 559.71 787.00 786.11 590.30 582.81 

12 40(+1) 3.5(0)  557.50 533.07 804.00 793.37 680.00 703.99 
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Tableau XXVII : Plan Box-Behnken codé et non-codé avec les données mesurées et prédites. 

Expérimentation 
Variables indépendantes 

 
Valeur CUPRAC (µM Cys 𝐋−𝟏) 

 

 

Temps de 

sonication     

(X1, min) 

E:S             

(X2, % v/v) 

E1:E2    

(X3, %) 
Pepsine-Chymotrypsine Pepsine-Trypsine Chymotrypsine-Trypsine 

   
Mesurées Prédites Mesurées Prédites Mesurées  Prédites  

      

1 25(0) 2(-1) 30(-1)         363.67 367.17 491.00 500.79 503.00 495.30 

2 25(0) 3.5(0) 50(0) 540.33 550.78 502.00 583.44 630.33 635.67 

3 25(0) 2(-1) 70(+1) 598.67 587.17 512.00 512.75 499.00 503.89 

4 25(0) 3.5(0) 50(0) 543.00 550.78 464.33 483.44 635.67 635.67 

5 10(-1) 3.5(0) 70(+1) 614.00 626.84 438.00 439.35 562.33 559.56 

6 10(-1) 5(+1) 50(0) 655.00 645.67 390.67 399.11 792.00 787.00 

7 10(-1) 3.5(0) 30(-1) 577.67 575.51 472.33 464.64 558.67 568.56 

8 25(0) 5(+1) 70(+1) 640.67 457.17 403.50 393.71 566.00 573.77 

9 40(+1) 3.5(0) 70(+1) 536.00 538.19 433.33 441.02 529.00 519.10 

10 40(+1) 5(+1) 50(0) 548.67 550.01 456.00 458.10 581.00 583.12 

11 10(-1) 2(-1) 50(0) 532.00 530.69 445.33 443.30 561.50 559.37 

12 25(0) 3.5(0) 50(0) 569.00 550.78 484.00 438.44 641.00 635.67 

13 25(0) 5(+1) 30(-1) 632.33 643.83 552.00 551.25 582.00 577.67 

14 40(+1) 2(-1) 50(0) 509.00 518.34 491.00 482.56 654.00 650.00 

15 40(+1) 3.5(0) 30(-1) 569.00 556.17 562.67 561.31 502.00 504.77 
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       3.3.1. Validation des modèles mathématiques 

            La validation des modèles développés a tenu compte d’un certain nombre de paramètres 

statistiques (normalité, coefficient de détermination (r²), valeur p (p-value), coefficient de 

variation, etc.).  

            L’analyse des données obtenues par le test de Shapiro–Wilk montre que ces dernières 

suivent en général une loi normale et ne comportent aucune observation aberrante. Les données 

obtenues avec la trypsine et la combinaison chymotrypsine-trypsine sont normalisées en 

utilisant la transformation Box-Cox avec 𝜆= +1.55, et 𝜆= 1.2, respectivement.  

           Le tableau XXVIII récapitule les équations finales en terme de variables significatives 

codées et leurs interactions. Il est clair que les modèles pepsine, chymotrypsine, trypsine, 

pepsine-chymotrypsine, pepsine-trypsine et chymotrypsine-trypsine sont hautement 

significatifs vue que la valeur du r² ≥ 0.90 et que ces modèles expliquent la variation de 

l’activité anti-oxydante à un niveau ≥ 90%.  

 

Tableau XXVIII : Equations polynomiales et paramètres statistiques calculés après 

implémentation des plans d’expérience. 

Enzymes 
Equations polynomiales du premier et deuxième ordre 

r2 p 

Pepsine YCUPRAC = 475.09 + 0.9 X1  + 10.17 X2 – 1.63 X1×X2 0.90 0.0066 

Chymotrypsine YCUPRAC = 737.08 + 1.53 X1 –  11.78 X2 – 3.13 X1 × X2 + 0.16 X1 
2 − 42.36 X2

2 0.98 <0.0001 

Trypsine YCUPRAC = 671.52 + 1.72X1 – 32.37X2 + 2.06X1×X2 + 0.34X1
2 − 54.81X2

2 0.98 <0.0001 

Pepsine-

Chymotrypsine 

YCUPRAC = 550.78 − 27X1 + 36.67X2 – 20.3X1×X2 – 101.67X2×X3 + 35.36X1
2 − 24.97X2

2 0.98 0.0008 

Pepsine-Trypsine YCUPRAC = 483.44 + 24.58X1 – 17.14X2 – 36.40X3 – 23.75X1×X3 – 42.37X2×X3 – 25.37X1
2 0.96 0.0041 

Chymotrypsine-

Trypsine 

YCUPRAC = 635.67 – 26.06X1 + 37.93X2 – 75.87X1×X2 – 103.64X3
2 0.99 <0.0001 

 

 

             Les résultats du test d’ajustement réalisés pour les six modèles montrent un r² ≥ 0.98 

et une p-value ≥ 0.05. Notons que ces résultats appuient la robustesse de tous ces modèles. 

             De plus, la détermination du coefficient de variation (CV) et le coefficient de 

corrélation entre les valeurs mesurées et les valeurs prédites montre une faible valeur du CV 

(< 10%), ce qui indique que l’écart entre les valeurs mesurées et les valeurs prédites est faible. 

Par conséquent, les résultats de la vérification de ces paramètres présentent une forte indication 

que les modèles développés sont d’une fiabilité et précision adéquates.    

           D’autre part, les valeurs expérimentales obtenues sous les conditions optimales ont été 

comparées aux valeurs prédites dans le tableau XXIX. Les résultats montrent que l’ensemble 

des valeurs mesurées se situe dans l’intervalle des valeurs prédites. Sur la base de tous les 

paramètres statistiques, nous pouvons conclure que les modèles mathématiques utilisés dans le 

cadre de cette étude sont des modèles de prédiction valides et convenables pour l’optimisation 

des conditions de l’hydrolyse enzymatique. 
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Tableau XXIX : Conditions optimales prédites et comparaison des valeurs CUPRAC 

observées et prédites. L’hydrolyse est réalisée sous les conditions optimales obtenues avec 

chaque modèle enzymatique. 

Enzymes Valeurs de 

l’intervalle prédit  

(µM Cys 𝐋−𝟏 ) 

Valeurs 

observées* 

(µM Cys 𝐋−𝟏 ) 

Conditions optimales 

   Temps de 

sonication  
(min) 

 E:S 

(%, 

v/v) 

E1:E2 

(%, 

v/v) 

Pepsine [535.266, 591.164] 575.00±0.01 10 5 - 

Chymotrypsine [789.727, 837.685] 815.33±0.02 40 2.81 - 

Trypsine [675.1307, 32.861] 680.00±0.01 40 3.5 - 

Pepsine-Chymotrypsine [660.589, 758.800] 668.00±0.04 10 5 30 

Pepsine-Trypsine [532.559, 625.705] 533.00±0.01 40 5 30 

Chymotrypsine-Trypsine [764.959, 809.312] 771.67±0.02 10 5 49.30 

* moyenne±écart type de trois déterminations. 
   

       3.3.2. Effet des facteurs étudiés sur l’hydrolyse enzymatique 

           Les résultats indiquent que les variables temps de sonication, ratio  E:S, ratio E1:E2  (X1, 

X2, X3) ont un effet significatif (p < 0.05) sur le processus de l’hydrolyse enzymatique à travers 

les modèles, à l’exception de la variable X3 qui ne montre pas d’influence significative dans le 

cas des modèles pepsine-chymotrypsine et chymotrypsine-trypsine. De plus, nous observons 

un effet croisé significatif avec quelques variables telles que X1×X2  dans les modèles pepsine, 

chymotrypsine, trypsine, pepsine-chymotrypsine, chymotrypsine-trypsine, X2×X3 avec les 

modèles pepsine-chymotrypsine, pepsine-trypsine et X1×X3 avec la pepsine-trypsine. 

           Par ailleurs, la valeur CUPRAC désirée est atteinte sous différentes conditions optimales 

propres à chaque modèle enzymatique. Ces conditions peuvent être visualisées sur l’évolution 

des profils de prédiction qui examinent les relations dynamiques simultanées entre toutes les 

données et les résultats (Figure 43). L’évolution de ces profils de prédiction présentent une 

tendance générale courbée à travers tous les modèles, ce qui illustre une réponse non-linéaire 

des effets obtenus.  

 

           3.3.2.1. Temps de sonication  

           Les résultats ont révélé un effet significatif pour le temps de sonication (X1) sur l’activité 

anti-oxydante à travers les six modèles. Ceci est en accord avec les données de la littérature qui 

mettent l’accent sur l’importance du prétraitement aux ultrasons sur l’hydrolyse des protéines 

(Abadía-García et al., 2016). En effet, l’impact des ultrasons est principalement causé par un 

réarrangement dans la structure protéique qui a pour effet d’engendrer une meilleure 

accessibilité de l’enzyme aux sites d’hydrolyse préalablement enfuies à l’intérieur du cœur 

hydrophobe de la protéine (Adjonu et al., 2013 ; Ozuna et al., 2015).  

           Nous relevons à travers les résultats un temps de sonication optimal à 10 min avec les 

modèles pepsine, pepsine-chymotrypsine et chymotrypsine-trypsine. Par contre, les modèles 

chymotrypsine, trypsine, et pepsine-trypsine montrent un temps optimal à 40 min.  
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A. Pepsine  

 

B. Chymotrypsine 

 

 

C. Trypsine 
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D. Pepsine−Chymotrypsine 

 

E. Pepsine−Trypsine 

 

F. Chymotrypsine−Trypsine 

 

 Figure 43 : Evolution des profils prédictifs présentant la désirabilité générale des enzymes : 

pepsine (A), chymotrypsine (B) trypsine (C), pepsine-chymotrypsine (D), pepsine-trypsine 

(E), chymotrypsine-trypsine (F), avec les valeurs optimales des variables : temps de 

sonication E:S, et E1:E2.  
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           Les résultats indiquent aussi un effet favorable de la sonication avec tous les modèles 

sauf avec la pepsine-chymotrypsine et chymotrypsine-trypsine où un effet significatif 

défavorable est observé.      

           L’effet négatif survenant à 10 min de sonication suggère que cette durée est insuffisante 

pour l’exposition des sites de clivage. Ceci est surtout valable pour la trypsine et chymotrypsine 

qui sont des enzymes à serine, actives à pH basiques où le rapprochement enzyme–substrat se 

fait dans une poche hydrophobe, qui doit être rendue accessible pour favoriser l’attaque 

nucléophile par la serine. Par ailleurs, les résultats indiquent un effet enzyme dépendant à 

l’égard de la sonication, car un effet positif est observé avec la pepsine à la même durée de 

sonication. Cette enzyme, qui a agit à pH acide à gauche des acides aminés aromatiques, a 

probablement besoin d’une durée de sonication limitée pour l’augmentation de l’affinité 

Enzyme–substrat.    

            D’autre part, les résultats montrent que la valeur CUPRAC la plus élevée (815.33 µM 

équivalent de Cys L−1) est obtenue à 40 min de sonication avec la chymotrypsine. Il apparait que 

la prolongation du temps de sonicaction et l’augmentation progressive de la température (39°C) 

dans le bain de sonication ont amélioré l’activité anti-oxydante dans cette étude. Ce résultat est 

en accordance avec les observations de Gammoh et al. (2020), Ma et al. (2018), et Chandrapala 

et al. (2011) qui rapportent que le contenu en thiols totaux n’est pas affecté par le temps de 

sonication car la localisation intramoléculaire des groupements thiols empêche leur dégradation 

par les ultrasons.  

         Cependant, d’autres études ont observé une diminution de l’activité anti-oxydante suite à 

la prolongation du temps de sonication qui pourrait conduire à l’agrégation des protéines et la 

dégradation des sites catalytiques. Ces divergences pourraient être attribuées aux différents 

paramètres du traitement ultrasonique utilisés (intensité, amplitude, fréquence) et à la 

complexité de l’échantillon et sa pureté (Wali et al., 2017). 

             3.3.2.2. Ratio enzyme/substrat  

           Les résultats indiquent que le facteur E:S ratio (X2) exerce une influence significative 

sur l’activité anti-oxydante des hydrolysats à travers tous les modèles (simples et combinés). 

Ce résultat est en accord avec la littérature qui souligne l’importance du ratio E:S parmi les 

autres paramètres d’hydrolyse en relation avec le taux d’hydrolyse et la libération des 

hydrolysats (Nongonierma et al., 2017).                                                                                            

 

           Dans cette étude, l’activité anti-oxydante la plus élevée est obtenue avec la 

chymotrypsine à un ratio de (2.81%). Ce qui coïncide avec le ratio E:S le plus bas parmi les 

ratios des modèles étudiés. Il a été rapporté que l’utilisation des ratios E:S faibles aboutie à 

l’activité anti-oxydante la plus élevée car le taux des di- et tri-peptides augmente et celui des 

grands peptides diminue (Silva et al., 2010). C’est également la raison pour laquelle l’activité 

anti-oxydante obtenue avec la trypsine est classée 3ème avec un ratio E:S de 3.5% par rapport à 

celle des autres modèles où l’activité anti-oxydante optimale est obtenue à un ratio E:S 5%.  
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           Par ailleurs, les résultats montrent des valeurs CUPRAC différentes à un même ratio E:S 

(5%) dans le cas des modèles de la pepsine et des enzymes combinées  (pepsine-chymotrypsine, 

pepsine-trypsine et chymotrypsine-trypsine). Les variations observées pourraient être dues aux 

conditions d’hydrolyse de l’enzyme et à sa spécificité, ainsi qu’à l’activité des enzymes dans 

chaque modèle (Morais et al., 2013). De plus, le fait d’avoir un temps d’hydrolyse réduit pour 

la chymotrypsine et la trypsine dans les modèles combinés incluant la pepsine pourrait 

également contribuer aux variations obtenues.  

           Par conséquent, la valeur CUPRAC la plus élevée devrait correspondre au modèle où la 

spécificité de l’enzyme permet la libération des fractions qui contiennent des acides aminés 

connus pour leur effet antioxydant tels que la tyrosine, le tryptophane, l’histidine, la cystéine, 

la méthionine, etc. (Cichosz et al., 2017; Kim et al., 2020). De plus, il a été observé que 

l’hydrolyse extensive à des ratios E:S élevés conduit à la libération d’acides aminés libres qui 

montrent une activité anti-oxydante inférieure par rapport à celle des petits peptides (Fasasi et 

al., 2012). 

 

              3.3.2.3. Ratio des enzymes combinées  

           Les résultats obtenus concernant le facteur E1:E2 (X3) indiquent un impact significatif 

mais négatif sur l’activité anti-oxydante dans le cas du modèle pepsine-trypsine. Cependant, 

l’influence du ratio E1:E2 sur l’activité anti-oxydante n’est pas statistiquement significative 

dans les cas des modèles pepsine-chymotrypsine et chymotrypsine-trypsine. Les résultats des 

optimums E1:E2 (%) obtenus sont respectivement 30:70, 30:70, et 49.3:50.7 pour la pepsine-

trypsine, pepsine-chymotrypsine et chymotrypsine-trypsine.  

           Notons qu’en terme d’activité anti-oxydante, ces combinaisons telles qu’elles sont 

mentionnées sont classées 6ème, 4ème, et 2ème parmi les six modèles étudiés. Il est important de 

souligner que dans le cas du complexe pepsine-trypsine, les valeurs CUPRAC de la pepsine et 

trypsine séparées sont classées 5ème et 3ème, respectivement. A partir de ce résultat, il est évident 

que le fait de combiner ces deux enzymes devient plus désavantageux pour la trypsine. Ceci 

pourrait être attribué soit à la réduction du temps d’exposition des protéines sériques à la 

trypsine, ou bien au contraire à une hydrolyse extensive qui a atteint un effet synergique avec 

la pepsine et la trypsine.  

           En principe, un effet synergique conduirait à un effet antioxydant supérieur à celui 

engendré avec les enzymes individuelles (Basavegowda et Baek, 2021). Cependant, si 

l’hydrolyse avec le complexe pepsine-trypsine a abouti à la libération d’acides aminés libres, 

l’activité anti-oxydante ne sera pas aussi élevée que celle des di- et tri-peptides réputés pour 

leur effet antioxydant supérieur (Decker et al., 2001 ; Wu et al., 2003 Hernandez-Ledesma et 

al., 2005). En effet, la génération des acides aminés libres durant l’hydrolyse extensive ne peut 

pas traduire l’effet synergique comme l’aurait fait les di- et tri-peptides. Donc cet effet existe 

mais il est inapparent dans ce cas. La décision finale peut uniquement être établie sur la base 

d’une analyse de la composition des hydrolysats qui confirmerait la suggestion la plus correcte.      

           Notons que dans le cas où la première suggestion est vérifiée, nous pourrions conclure 

que les deux dernières heures de l’hydrolyse ont un impact important sur le profil peptidique 

des hydrolysats et par conséquent sur leur activité anti-oxydante. Un même raisonnement 

pourrait aussi convenir au résultat obtenu avec la combinaison pepsine-chymotrypsine.  

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Basavegowda%20N%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Baek%20KH%5BAuthor%5D
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           Par ailleurs, le fait de combiner la chymotrypsine avec la trypsine parait être bénéfique, 

puisque la valeur CUPRAC du complexe est supérieure à celle obtenue avec la trypsine seule. 

Ceci confirme l’action synergique de ces deux enzymes qui sont actives au même pH où 

notamment, il est rapporté que la trypsine stimule l’action de la chymotrypsine par coupure 

hydrolytique de la chaîne polypeptidique du chymorypsinogène (Rovery, 1956 ; Zhou et al, 

2011).  

           Les figures 44 et 45 illustrent, respectivement, l’effet des variables sur l’activité anti-

oxydante des hydrolysats obtenus avec les enzymes seules ou combinées à travers une les 

profils de surface en trois dimensions.  
    

A.                                                                               B.                                             

 

 

C. 

 

 
 

 

Figure 44 : Profils de surface en 3D présentant la variation simultanée des variables : ratio 

E:S et temps de sonication sur l’activité anti-oxydante obtenue avec l’hydrolyse enzymatique ; 

chymotrypsique (A), trypsique (B) et pepsique (C). 
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A.     

(1)                                                 (2)                                          (3)                                      

 

B.   

(1)                                           (2)                                              (3)                                          

 
C.     

(1)                                                    (2)                                             (3)                                           

 
Figure 45 : Profils de surface en 3D présentant la variation simultanée des variables : ratio 

E:S avec le temps sonication (1), le ratio E1:E2 avec le temps de sonication (2), et le ratio 

E1:E1 avec le ratio E:S (3) sur l’activité anti-oxydante obtenue avec l’hydrolyse enzymatique 

combinée de la pepsine-chymotrypsique (A), pepsine-trypsique (B) et chymotrypsine-trypsine 

(C). 
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    3.4. Evaluation de l’activité anti-oxydante des hydrolysats des protéines  

           L’activité anti-oxydante des hydrolysats des protéines du lactosérum bovin a été évaluée 

aussi bien sous des conditions constantes que variables (Tableau XXX). L’hydrolyse est 

réalisée à une concentration de substrat (5.01 mg mL−1), pH (2.0 pour la pepsine et pH 8.0 pour 

la chymotrypsine et trypsine), pendant 24 h. Les autres paramètres de l’hydrolyse à savoir le 

temps de sonication, le ratio E:S et le ratio des enzymes combinées E1:E2 ont varié en fonction 

du plan expérimental. L’activité anti-oxydante est également mesurée sous les conditions 

optimales obtenues pour chaque modèle. Toutes les mesures sont accompagnées d’un contrôle 

constitué du substrat sans enzymes. 

           La mesure de l’activité anti-oxydante du contrôle a aboutie à des valeurs inférieures à 

celles de tous les hydrolysats. Ce résultat est en accord avec ceux des autres auteurs qui 

rapportent une capacité anti-oxydante des hydrolysats plus élevée par rapport à celle des 

protéines natives (Jin et al., 2020). Ce résultat constitue la première étape de validation des 

données. 

           Les résultats de l’activité anti-oxydante des hydrolysats indiquent que l’action de la 

chymotrypsine est plus efficace en terme d’activité anti-oxydante par rapport aux autres 

enzymes seules ou combinées. Ceci conduit à l’obtention d’un meilleur profil peptidique et à 

une valeur CUPRAC plus élevée évaluée à (815.33±0.52) µM équivalent de cystéine L−1, 

comparativement à celle obtenue par la combinaison chymotrypsine-trypsine (771.67±0.68), 

trypsine (680.00±0.98), pepsine-chymotrypsine (668.00±1.05), pepsine (575.00±0.55) et  

pepsine-trypsine (533.00±0.75).  

            Ces résultats sont en accord avec ceux de León-Espinosa et al. (2021). L’activité anti-

oxydante des hydrolysats chymotrypsiques obtenue par ces auteurs est supérieure à celle des 

hydrolysats pepsiques obtenus sur l’albumine sérique bovine (BSA) à un ratio molaire (1:10), 

pH 7.8 (chymotrypsine) et pH 2.0 (pepsine) pendant 4 h. Dans une autre étude, l’activité anti-

oxydante des enzymes digestives seules a été obtenue dans l’ordre décroissant : chymotrypsine 

> trypsine > pepsine par Adjonu et al. (2013), qui ont opéré à un pH 2.6 (pepsine) et pH 7.8 

(chymotrypsine et trypsine), E:S (1:40) pendant 24 h, avec un prétraitement thermique préalable 

de la BSA. 

 

     3.5. Activité anti-oxydante des hydrolysats des protéines sériques issues des laits de 

différentes espèces 

           Une comparaison de l’activité anti-oxydante des protéines sériques des laits ovin, caprin 

et camelin a été conduite sous les conditions optimales relatives aux modèles du lactosérum 

bovin. Les résultats (Tableau XXXI) montrent un ordre d’activité anti-oxydante différent à 

travers les enzymes et espèces utilisées. Tout comme les hydrolysats bovins, la valeur CUPRAC 

la plus élevée est obtenue avec la chymotrypsine pour les hydrolysats caprin et ovin. Cependant, 

la valeur CUPRAC la plus élevée des hydrolysats camelin est observée en utilisant le complexe 

pepsine-chymotrypsine. Ce dernier résultat est en accord avec les conclusions de Salami et al., 

(2010) qui ont observé une activité anti-oxydante 40% supérieure à celle des hydrolysats 

bovins. 
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Tableau XXX : Conditions optimales obtenues avec l’hydrolyse enzymatique simple et combinée des enzymes digestives en utilisant un plan 

factoriel complet et un plan Box-Behnken. 

 

 

 

Tableau XXXI : Valeurs CUPRAC des hydrolysats caprins, ovins et camelins obtenues sous les conditions optimales de chaque modèle 

enzymatique. 

              CUPRAC (µM Cys 𝐋−𝟏) 

 Caprin Ovin Camelin 

Chymotrypsine 813.00±0.28 694.00±0.01 704.67±0.96 

Trypsine 584.00±2.79 552.50±0.73 647.33±0.10 

Chymotrypsine-Trypsine 657.00±0.84 636.50±1.79 588.50±0.33 

Pepsine-Chymotrypsine 575.67±1.53 548.00±0.87 728.50±0.09 

Pepsine-Trypsine 479.00±1.04 547.00±0.43 696.33±0.65 

Pepsine      532.00±0.89 446.50±0.23 476.50±0.45 

Les valeurs présentées sont les moyennes calculées ± l’écart type.

Plan factoriel complet Plan Box-Behnken  

  Chymotrypsine Trypsine Pepsine Chymotrypsine-

trypsine 

Pepsine-chymotrypsine Pepsine-

trypsine 

 pH 8.0 8.0 2.0 8.0 2.0/8.0 2.0/8.0 

 

Paramètres constants 
[𝐬𝐮𝐛𝐬𝐭𝐫𝐚𝐭] (mg 𝐦𝐋−𝟏) 5.1 5.1 5.1 5.1 5.1 5.1 

Température (°C) 37 37 37 37 37 37 

 Temps total (h) 24 24 24 24 2/22 2/22 

 Temps de sonication 

(min) 

40 40 10 10 10 40 

Paramètres variables E:S (%) 2.81 3.5 5 5 5 5 

 E1:E2 (%) / / / 49.3:50.7 30:70 30:70 
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La particularité de la fraction protéique du sérum de ce lait en serait l’une des principales 

explications à ce taux élevé. En effet, plusieurs auteurs ont mentionné que le lactosérum du lait 

camelin, contient les protéines analogues aux laits des autres espèces, à l’exception de la 𝛽-

Lactoglobuline. Il se différencie néanmoins par sa richesse en protéines à effet anti-microbien 

puissant (Lactoferrine/ Lysozyme/ Lactoperoxydase), sa teneur plus élevée en composant-3 des 

protéose-peptones et surtout l’existence en son sein de protéines spécifiques non décrites dans 

les laits des autres espèces, notamment la protéine basique (Camel whey basic protein, CWBP), 

la protéine acide (Whey acidic protein, WAP) et la nouvelle protein (Novel Whey Protein, 

NWP). Ces dernières, qui ont entre 15 et 20 kDa, sont susceptibles d’être coupées par les 

enzymes protéolytiques et induire des peptides à effet anti-antioxydants importants (Beg et al., 

1986 ; Elagamy et al.,1996 ; Kappeler, 1998 ; Mati et al., 2017).  

 

     3.6. Degré d’hydrolyse enzymatique (DH) 

           Le degré d’hydrolyse (DH) est utilisé comme une indication de l’étendue de la 

dégradation des protéines. Le DH des hydrolysats avec les différentes enzymes utilisées a été 

mesuré dans leurs conditions optimales. Pour les hydrolysats bovins, les valeurs varient entre 

(01,90 ±  0,16%) et (11,59 ± 0,01%) et l’ordre décroissant est établi comme suit : 

chymotrypsine>trypsine>chymotrypsine-trypsine>pepsine-chymotrypsine>pepsine-

trypsine>pepsine.  

          S’agissant des hydrolysats des protéines des laits caprin, ovin et camelin, les résultats ont 

donné d’autres intervalles et ordres. Les valeurs de DH des hydrolysats obtenus avec la pepsine 

sont les plus faibles pour toutes les espèces et celles obtenues avec la chymotrypsine sont les 

plus élevées. Cette observation est comparable à celle signalée par Théolier et al. (2013) 

(Tableau XXXII).  

 

Tableau XXXII : Degré d’hydrolyse des hydrolysats bovin, caprin, ovin et camelin obtenus 

sous les conditions optimales de chaque modèle enzymatique.      

DH% 

 Bovin Caprin  Ovin Camelin 

Chymotrypsine 11.59±0.01 10.57±0.01 10.37±0.90 12.00±0.70 

Trypsine 10.90±0.01 10.34±0.05 13.00±0.01 11.16±0.18 

Chymotrypsine-Trypsine 07.65±0.00 09.75±0.08 12.82±0.53 09.52±0.10 

Pepsine-Chymotrypsine 06.89±0.02 07.46±0.03 07.45±1.20 05.14±0.36 

Pepsine-Trypsine 05.20±0.01 08.11±0.02 06.11±0.67 11.16±0.02 

Pepsine 01.90±0.16  02.35±0.04 02.85±0.20 02.81±0.25 

Les valeurs présentées sont les moyennes calculées± l’écart type. 

 

            Dans l’ensemble, les valeurs du DH obtenues se situent dans l’intervalle [5.5 , 24.0]% 

rapporté par la littérature, à l’exception des valeurs du DH des hydrolysats pepsiques obtenus 

qui sont très faibles (< 3%) (van der Ven et al., 2001). Ce résultat pourrait être attribué à la 

nature de la structure globulaire des protéines sériques qui limiterait l’accès de la pepsine à 

leurs sites spécifiques d’hydrolyse. Bien que la sonication soit utilisée comme prétraitement 

afin d’améliorer l’interaction enzymatique, il apparait que le temps de sonication utilisé (10 

min) ne soit pas suffisant pour induire une ouverture significative dans la structure protéique. 
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Toutefois, Adjonu et al. (2013) ont obtenu la valeur du DH la plus élevée avec la pepsine par 

rapport à celle de la chymotrypsine et de la trypsine en utilisant un traitement thermique au lieu 

de la sonication. Cela étant, la spécificité enzymatique, les conditions opératoires de l’hydrolyse 

(pH, E:S, [substrat], le prétraitement,  le temps d’hydrolyse ainsi que la méthode de mesure du 

DH sont les facteurs responsables des différences observées entre les auteurs (Pihlanto-Leppälä 

et al., 2000b ; Spellman et al., 2003 ; Peng et al., 2009).  

            En fonction de l’origine du lactosérum et des enzymes, nous observons dans cette étude 

tantôt une concordance tantôt une divergence entre les résultats du DH et ceux de la CUPRAC. 

Par exemple, Dans le cas des hydrolysats bovins, les valeurs du DH et de la CUPRAC pour la 

chymotrypsine et la pepsine-chymotrypsine occupent les mêmes positions 1ère et 4ème parmi les 

six modèles étudiés. Cependant, un ordre différent est obtenu avec la trypsine, chymotrypsine-

trypsine, pepsine-trypsine et pepsine qui sont classées 2ème,3ème, 5ème, 6ème avec les résultats du 

DH, versus 3ème, 2ème, 6ème et 5ème avec les résultats de la CUPRAC. Ces différences sont 

raisonnables car le DH reflète le progrès de la réaction à travers le suivie de la cinétique 

d’hydrolyse et non pas la composition réelle des hydrolysats et leurs propriétés (Aase 

Kristoffersen et al., 2019).  

           L’activité anti-oxydante dépend des propriétés des séquences d’acides aminés dérivées 

qui sont fonction de la spécificité enzymatique (Pihlanto, 2006). De plus, les hydrolysats ayant 

le même DH peuvent avoir différents profils peptidiques et être dotés de diverses bio-activités 

(Mullally et al., 1994 ; Mutilangi et al., 1995 ; Smyth et Fitzgerald, 1998). Par ailleurs, nous 

attribuons la même explication aux hydrolysats obtenus avec les autres espèces qui montrent 

une tendance similaire. Néanmoins, l’information complète concernant les antioxydants de ces 

hydrolysats nous a conduit à avoir recours à une analyse poussée par HPLC couplée à la 

spectrométrie de masse (LC-MS/MS), dont nous n’avons pas encore les résultats, en plus de la 

détermination du DH et la CUPRAC.     

     3.7. Contrôle de l’hydrolyse des protéines par électrophorèse en PAGE-SDS  

           Afin de voir si les protéines testées ont bel et bien été hydrolysées selon les conditions 

optimales arrêtées (notamment au bout de 24 h d’incubation), nous avons examiné les 

préparations avant et après hydrolyse, par électrophorèse en PAGE-SDS. La figure 46 illustre 

les profils où nous pouvons relever qu’après 24 h d’incubation, l’ensemble des protéines 

majeures a été dégradé et aucune bande de migration intense ne subsiste dans les différentes 

pistes, quelques soient l’enzyme, la combinaison d’enzyme et l’espèce d’origine du lait 

considérées.    

         Les résultats de la protéolyse rapportés dans la littérature sont assez similaires à ces 

conclusions. Le degré de digestion des protéines sériques est fonction du type d’enzyme utilisé 

ainsi que des conditions d’hydrolyse. Par exemple, une digestion totale est observée avec une 

hydrolyse de 6 h en utilisant la papaine (Pena-Ramos et Xiong, 2001). Par contre, pour un temps 

d’hydrolyse similaire Pena-Ramos et Xiong, (2002) ont observé une digestion partielle des 

protéines sériques avec la trypsine et la chymotrypsine. 

        Même si ce n’est pas l’objet à proprement parler de ces essais, nous aurions pu essayer de 

mettre en évidence les fragments protéiques issus de l’hydrolyse en réalisant une cinétique avec 

plusieurs temps d’incubation. Sauf que pour le faire il faut réaliser un gradient de porosité en 
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gel de polyacrylamide, en disposant d’un petit formeur de gradient (chose que nous n’avions 

pas pour le moment au laboratoire). Ceci pourrait être intéressant pour ne pas avoir à fixer de 

façon aléatoire le temps d’incubation, surtout qu’en la matière la nature des protéines peut 

différer selon l’espèce considérée et les sites potentiels de coupure avec.    

          

A.                                                                         B.  

 
 

          
 
C.                                                                          D. 

 

                                                                                      
 

Figure 46 : Profils électrophorétiques sur gel de polyacrylamide en PAGE-SDS (15%, 

C=2.7%) des hydrolysats de lactosérum bovin (A), caprin (B), ovin (C) et camelin (D).  

M : marqueur de PM, C : contrôle (lactosérum avant hydrolyse), 3, 4, 5, 6, 7, 8 sont les 

hydrolysats chymotrypsique (40 min sonication, 2,81% E:S), tryptipsique (40 min sonication, 

3.5% E:S), pepsique (10 min sonication, 5% E:S), chymotrypsique-trypsique (10  min 

sonication, 5% E:S, 49.3:50.7% E1:E2), pepsique-chymotrypsique (10 min sonication, 5% 

E:S, 30:70% E1:E2), et pepsique-trypsique (40 min sonication, 5% E:S, 30:70% E1:E2).  

L’hydrolyse est réalisée à une concentration de substrat 5.01 mg mL−1, pH 2.0 pepsine, et pH 

8.0 chymotrypsine et trypsine pendant 24 h. 

             Kit des Protéines étalons : Albumine Sérique Bovine (67 kDa),:  Ovalbumine (45 kDa) ,:  

                                 𝛽-Lactoglobuline (18 kDa),: 𝛼-Lactalbumine (14 kDa).  

 67 kDa 

  45 kDa 
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14 kDa 

M       C 

  67 kDa 
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            Par ailleurs, ces résultats sont comparés à ceux obtenus dans une étude préliminaire qui 

vise à déterminer le temps d’hydrolyse avec chacune des enzymes dans l’hydrolyse 

séquentielle. Pour cela, nous avons réalisé des gels électrophorétiques en PAGE-SDS à 

différents temps d’incubation, allant de 15 min à 24 h afin de bien visualiser l’effet des enzymes 

(à différents ratios) sur les protéines considérées. A partir des profils électrophorétiques 47, 48 

et 49 nous relevons des différences au niveau de la sensibilité des protéines sériques vis-à-vis 

des enzymes utilisées. La pepsine est l’enzyme qui possède un fort pouvoir de dégradation, 

particulièrement sur la BSA. La chymotrypsine a une action plus marquée sur la 𝛽-Lg et plus 

faiblement sur l’𝛼-La. Quant à la trypsine, les profils électrophorétiques indiquent qu’elle a une 

action faible sur ces protéines. Elles ne dégradent la 𝛽-Lg qu’à des temps d’incubation de plus 

de 4 h et à des ratios de 4%.  

          Cette hydrolyse séquentielle permet d’entrevoir des combinaisons efficaces si, bien 

entendu, on souhaite une dégradation poussée et l’obtention de petits peptides au détriment des 

polypeptides. Il est à noter que les différentes protéines sont dégradées entièrement au bout de 

24 h d’incubation dans les conditions optimales, ce qui justifie le bien fondé des modèles 

retenus.  
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A.                                                                 B.  

 

 

  

 

C.                                                                         D.  

 

   

 

Figure 47 : Profils électrophorétiques sur gel de polyacrylamide en 

PAGE-SDS (15%, C=2,7%) des protéines sériques du lait bovin hydrolysées avec la 

chymotrypsine à différents ratios (2%, A), (3%, B), (4%, C), (5%, D). Une cinétique 

d’hydrolyse est réalisée à différents temps d’incubation (de 15 min à 24h). 

 

 

 

 T
0
 

1
5

 m
in

 

3
0

 m
in

 

1
 h

 

2
 h

 

3
 h

 

4
 h

 

5
 h

 

6
 h

 

7
 h

 

8
 h

 

9
 h

  

1
0

 h
 

2
4

 h
 

  T
0
 

1
5

 m
in

 

3
0

 m
in

 

1
 h

 

2
 h

 

3
 h

 

4
 h

 

5
 h

 

6
 h

 

7
 h

 

8
 h

 

9
 h

  

1
0

 h
 

2
4

 h
 

 

 T
0
 

1
5

 m
in

 

3
0

 m
in

 

1
 h

 

2
 h

 

3
 h

 

4
 h

 

5
 h

 

6
 h

 

7
 h

 

8
 h

 

9
 h

  

1
0

 h
 

2
4

 h
 

  T
0
 

1
5

 m
in

 

3
0

 m
in

 

1
 h

 

2
 h

 

3
 h

 

4
 h

 

5
 h

 

6
 h

 

7
 h

 

8
 h

 

9
 h

  

1
0

 h
 

2
4

 h
 

 

BSA 

𝛽-Lg 

𝛼-La 



Résultats et Discussion 

90 
 

A.                                                                               B. 

 

 

 

 
 

 

C.            D.  

 

 

 

    
 

Figure 48 : Profils électrophorétiques sur gel de polyacrylamide en 

PAGE-SDS (15%, C=2,7%) des protéines sériques du lait bovin hydrolysées avec la trypsine 

à différents ratios (2%, A), (3%, B), (4%, C), (5%, D). Une cinétique d’hydrolyse est réalisée 

à différents temps d’incubation (de 15 min à 24h). 
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A.                                                                                B.  

 

 

   

 

C.                                                                                D. 

                   

 

     

Figure 49 : Profils électrophorétiques sur gel de polyacrylamide en 

PAGE-SDS (15%, C=2,7%) des protéines sériques du lait bovin hydrolysées avec la pepsine à 

différents ratios (2%, A), (3%, B), (4%, C), (5%, D). Une cinétique d’hydrolyse est réalisée à 

différents temps d’incubation (de 15 min à 24 h). 
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A.                                                                      B. 

 

 

          
 

 

C. 

 
 

Figure 50 : Profils électrophorétiques sur gel de polyacrylamide en 

PAGE-SDS (15%, C=2,7%) des protéines sériques du lait bovin hydrolysés par différentes 

enzymes (A : chymotrypsine ; B : trypsine ; C : pepsine), dans les mêmes conditions (E:S 2%, 

pH, température et temps de sonication 3.5 min). La cinétique d’hydrolyse est réalisée à 

différents temps d’incubation (de 15 min à 24 h). 
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     3.8. Conclusion 

           Dans ce chapitre, l’hydrolyse enzymatique avec la chymotrypsine, la trypsine et la 

pepsine seules ou en mélange est réalisée selon un plan factoriel complet et un plan Box-

Behnken, respectivement. L’efficacité des modèles enzymatiques à générer des hydrolysats 

ayant la meilleure activité anti-oxydante est testée en utilisant la méthode CUPRAC. D’autres 

analyses telles que le DH et l’électrophorèse en PAGE-SDS sont réalisées afin de chercher une 

éventuelle corrélation avec les résultats de la CUPRAC.  

          Par ailleurs, l’effet des paramètres d’hydrolyse (ratio E:S, ratio E1:E2, prétraitement des 

protéines sériques) a été étudié et la valeur optimale pour chaque paramètre est déterminée. 

Nous avons également appliqué les conditions optimales obtenues avec l’hydrolyse 

enzymatique des protéines sériques bovines à celles des laits d’autres espèces dans le but de 

comparer le potentiel antioxydant des différents hydrolysats.  

           Globalement, un effet significatif est obtenu avec les paramètres d’hydrolyse sur 

l’activité anti-oxydante des hydrolysats. La chymotrypsine a permis l’obtention d’hydrolysats 

avec l’activité anti-oxydante la plus élevée. Un résultat similaire est observé avec les espèces 

caprine et ovine. Cependant, la meilleure valeur CUPRAC est obtenue en utilisant la 

combinaison pepsine-chymotrypsine pour les hydrolysats du lactosérum camelin. 

 Cette présente étude est actuellement poursuivie dans le cadre d’une convention de 

coopération afin de réaliser une caractérisation des différents fragments d’hydrolyse obtenus et 

l’identification des peptides qui sont générés.   
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CONCLUSION GENERALE 

            Les sous-produits industriels représentent actuellement, à la fois un intérêt croissant, du 

fait de leur composition en molécules bioactives aux effets bénéfiques et, un challenge de leur 

gestion, en raison des grandes quantités générées par les industries agroalimentaires. L’un des 

moyens d’y remédier est de les exploiter pour les atouts qu’ils présentent où plusieurs 

investigations ont montré des propriétés attrayantes des composés bioactifs retrouvés dans les 

sous-produits de diverses sources. 

          Partant de ces éléments, cette étude s’est proposée de réaliser une optimisation du 

processus d’obtention des composés antioxydants provenant des sous-produits oléïcoles, 

particulièrement des feuilles d’olivier, mais aussi des protéines sériques bovines en ayant 

recours à la méthode des surfaces de réponses (RSM). Pour cela, le plan Box-Behnken a été 

adopté en utilisant les solvants eutectiques profonds à base de glycérol et d’acides aminés 

(lysine, proline, arginine). Il est notable que ces solvants présentent un caractère biodégradable, 

non toxique et sont relativement peu coûteux.   

          Les contenus en polyphénols totaux des extraits obtenus, dans les conditions optimales 

RL/S  (150 mL g−1 , CDES (90 %, w/v) et T (80 °C) sont évalués à 188.39, 100.01 et 95.97 mg 

g−1 GAE (matière sèche), correspondant respectivement aux solvants : glycérol-lysine, 

glycérol-arginine et glycérol-proline. Par ailleurs, les valeurs expérimentales se rapprochent des 

valeurs prédites sous de telles conditions. Le solvant glycérol-lysine s’est avéré le plus efficace 

pour l’extraction des composés polyphénoliques des feuilles d’olivier comparé aux solvants 

glycérol-arginine et glycérol-proline, ainsi que les solvants conventionnels éthanol (70% v/v), 

méthanol (70% v/v) et eau.  Les résultats ont montré que l’extraction avec le solvant glycérol-

lysine a permis un rendement en polyphénols de 40.32, 54.83, 64, 66.01 et 71.09% fois 

supérieurs à celui obtenu avec les solvants glycérol-arginine, glycérol-proline, éthanol (70%), 

méthanol (70%) et l’eau, respectivement.  

           De plus, l’analyse de la chromatographie liquide à barrette d’iode couplée à la 

spectrométrie de masse a permis de mettre en évidence la capacité du solvant glycérol-lysine à 

extraire le maximum de polyphénols ainsi que sa sélectivité envers les composés phénoliques 

quantifiés. De manière générale, les DESs utilisés dans cette étude ont révélé une extraction 

favorable et excessive du tyrosol par rapport aux études précédentes. Cependant des différences 

plus ou moins importantes ont été observées avec l’hydroxytyrosol, l’oleuropéine, la lutéoline-

7-O-glucoside et la rutine.  

            Les nouveaux DESs, conçus, synthétisés et testés dans cette étude ont montré leur 

aptitude dans l’extraction des antioxydants polyphénoliques à partir des feuilles d’olivier. Les 

résultats obtenus confortent les données de la littérature en réaffirmant l’efficacité des DESs à 

extraire les polyphénols et en rapportant l’existence d’une corrélation entre l’activité anti-

oxydante et la concentration en composés phénoliques.      

           Au même titre, l’hydrolyse des protéines sériques est optimisée en utilisant la 

chymotrypsine, trypsine et pepsine. Un plan factoriel complet est appliqué pour les enzymes 

seules pour évaluer l’effet de deux facteurs indépendants sur l’activité anti-oxydante, à savoir 

la sonication et le ratio enzyme/substrat. Outre ces deux facteurs, le ratio des enzymes (E1:E2) 

est évaluée dans l’hydrolyse enzymatique combinée par le plan Box-Behnken. Les résultats 
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indiquent que les conditions d’hydrolyse étudiées ont des effets significatifs sur la valeur 

CUPRAC.  

           Les conditions optimales obtenues pour le temps de sonication, le ratio E:S et le ratio 

E1:E2 sont les suivantes : (40 min, 2.81%) pour la chymotrypsine ; (40 min, 3.5%) pour la 

trypsine ; (10 min, 5%) pour la pepsine ; (10 min, 5%, 49.3%) pour la combinaison 

chymotrypsine-trypsine, (10 min, 5%, 30%) pour la combinaison pepsine-chymotrypsine et 

enfin  (40 min, 5%, 30%) pour la combinaison pepsine-trypsine.   

           L’hydrolyse sous les conditions optimales a abouti aux valeurs CUPRAC les plus 

élevées avec la chymotrypsine, à savoir respectivement : 815.33, 813, 694 µM L−1 équivalent 

de cystéine pour les protéines sériques bovines, caprines, et ovines. Cependant, la valeur 

CUPRAC la plus élevée dans le cas des protéines sériques camelines est obtenue avec le modèle 

pepsine-chymotrypsine (728.5 µM L−1 équivalent de cystéine). Ces résultats suggèrent la 

convenance du modèle de la chymotrypsine pour un effet antioxydant optimal dans le cas des 

protéines sériques bovines, caprines et ovines et le modèle pepsine-chymotrypsine dans le cas 

des protéines sériques camelines.  

            L’identification des peptides que nous avons menés dans le cadre de ce chapitre, n’a pas 

été conduit jusqu’au bout par manque de temps. C’est d’ailleurs la première perspective 

assignée à ce travail qui consiste à exploiter toutes les données et finaliser cette étude en vue de 

corréler les hydrolysats à fort pouvoir antioxydant avec les peptides ou polypeptides 

responsables de cette activité biologique d’intérêt, qui est très prisée dans le domaine de l’agro-

alimentaire, pour la préservation des produits, en ayant recours à des substances naturelles au 

lieu et place d’additifs synthétiques à effets indésirables.  

            Ayant contribué à lancer les bases de l’élaboration de modèles d’extraction efficaces et 

peu polluants, nous souhaitons aussi poursuivre ce travail en nous intéressant aux autres sous-

produits, particulièrement les margines et les grignons, qui ont un fort pouvoir polluant.   

            Comme nous projetons enfin de réaliser des essais in vivo afin d’étudier la 

biodisponibilité intestinale des molécules extraites et des hydrolysats obtenus ainsi que des 

essais cliniques avant leurs applications ultimes, comme ingrédients alimentaires ou dans des 

compléments pour préparations médicamenteuses, voire aussi dans les produits cosmétiques.    
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Abstract: The extraction of phenolic compounds from olive leaves was optimized using three glycerol-
based deep eutectic solvents (DESs) with lysine, proline, and arginine. A three-level Box–Behnken
design was used to examine the influence of the liquid/solid ratio, concentration of DESs, and
extraction temperature on the yield of the extraction process. A second-order polynomial model was
used for predicting the polyphenol extraction yield. The optimal predicted conditions were used
for extractions and they provided the highest total phenol yields with the glycerol–lysine exhibiting
the best performance. Quantification of tyrosol, hydroxytyrosol, oleuropein, luteolin-7-O-glucoside,
and rutin in the extracts showed high content in tyrosol in all DESs, particularly with glycerol–lysine
and relatively similar contents with other studies for the other phenolic compounds. Finally, a linear
relationship between tyrosol content and the total phenolic content of the extracts was observed.

Keywords: deep eutectic solvents; extraction; polyphenols; olive leaves

1. Introduction

Food industries generate considerable quantities of wastes or by-products during
food processing [1]. Nowadays, one of the major concerns for the food industry is the
proper management of waste [2]. An appropriate waste management strategy should
necessarily consider sustainable development [3]. The suggested waste hierarchies firstly
prioritize the prevention of waste production and secondly the management of waste
by reusing, recycling, or recovering processes [4]. Numerous investigations have used
recovery technologies as a management strategy due to the high potential of food industry
by-products in pharmaceuticals, cosmetics, and food production [5,6]. In recent years, there
is, on the one hand, a high demand worldwide for natural ingredients instead of chemical
substances, and on the other hand, a growing interest to limit food industry waste in order
to protect the ecosystem. This double interest encourages, furthermore, the management of
valuable components contained in different sources of food waste.

Olive leaves (OLLs) are the by-product of the olive oil industry. A large amount
of OLLs is engendered every year by pruning [7]. OLLs abound with bioactive natural
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products such as phenolic compounds, which exhibit a broad spectrum of bioactivities,
including antioxidant, anti-inflammatory, antimicrobial, antihypertensive, hypoglycemic,
cardioprotective activities, etc. [8]. A beneficial effect on oxidative stress-based diseases
has been observed with the intake of polyphenols [9]. Several investigations have been
conducted to elucidate the mechanism of lipid peroxidation and to develop antioxidants
to neutralize cell oxidation in order to prevent food deterioration and biological dam-
ages [10]. Currently, a safe alternative to synthetic antioxidants is being a major interest
of research [11]. As a consequence, numerous natural sources (aromatic plants, fruits,
vegetables, leaves, and spices) have been tested for their antioxidant activity, and OLL is
one of these resources [12].

The yield and composition of phenols originated from different resources were found
to vary depending on some factors related to the extraction solvent and the operating
conditions [13] and also on some other factors associated with the genetic background of the
plant [9,14,15]. OLL phenols are mainly extracted using conventional solvents. However,
recently, a move toward green methodologies under the name of green solvents, including
ionic liquids (ILs) and deep eutectic solvents (DESs) or low-transition temperature mixtures
(LTTMs), has emerged [16–18]. These new solvents aim at maximizing extraction efficiency
and reaching new purposes such as researcher safety, environmental protection, and the
use of a simplified and cheaper extraction procedure [19]. Due to the physicochemical
properties of the green solvents (viscosity, density, hydrophilicity, and solubility), the
drawbacks of the conventional solvents are overcome. Furthermore, because of their lower
cost, DESs are particularly more attractive solvents, compared with the ILs. The DESs are
known as a new class of solvents, alternative to ILs, that consists of a mixture of organic
compounds with a melting point lower than that of either individual component [20].

The present work was carried out to optimize OLL polyphenol extraction conditions
using DESs based on glycerol, which represents a cheap and biodegradable source material
combined with amino acids: lysine, proline, and arginine. A response surface methodology
(Box–Behnken design) was implemented in order to assess the effects of the liquid-to-solid
ratio (RL/S), the concentration of DES (CDES), and the extraction temperature (T) on the
yield in total phenols (YTP). This work also aimed at comparing extraction efficiency among
the DESs tested and conventional solvents, in addition to obtaining information regarding
the selectivity of the DESs tested and the polyphenolic composition of the extracts.

2. Materials and Methods
2.1. Chemicals

Glycerol (99.5%) was from Penta. Arginine (>98%) was from Acros Organic. Lysine
(>98%) and proline (>99%), hydroxytyrosol (>98%), tyrosol (98%), oleuropein (>98%),
sodium carbonate, and gallic acid were from Sigma-Aldrich. Rutin (≥99%) and luteolin-7-
O-glucoside (≥98%) were from Extrasynthese. Folin Ciocalteu phenol reagent was from
Fluka. All solvents (methanol (≥99.9%, water) used for chromatographic purposes were
HPLC grade and supplied by Honeywell Riedel-de Haen.

2.2. Plant Material

Olive leaves of Olea europaea L. (Koroneiki variety) were collected by hand from the
garden of the Mediterranean Agronomic Institute of Chania, Greece. The leaves were dried
in the oven at 50 ◦C for 24 h until stable mass, subsequently they were ground in a simple
blender and sieved to yield a powder with a particle size less than 180 microns. The powder
was stored in a stoppered glass vial at room temperature, in the dark, until used.

2.3. Synthesis of DES

DESs were synthesized following standard procedures, as described in [21]. Glycerol
(hydrogen bond donor, HBD) was mixed with each amino acid (lysine, proline, and argi-
nine), which served as a hydrogen bond acceptor (HBA), at different molar ratios (RD/A

mol )
in order to reach the optimum HBD:HBA ratio. The mixtures were heated at 70 ◦C under
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stirring (500 rpm) until the formation of a perfectly transparent liquid. DESs were stored in
sealed glass vials in the dark, at room temperature. DESs were checked frequently for their
stability or crystal formation during a period of at least one month.

2.4. Process Optimization and Batch Extraction Procedure

A response surface methodology [22] was employed by implementing a Box–Behnken
design (BBD) to investigate the effect of RL/S, CDES, and T on the yield of total polyphenols
extraction. The levels of the selected independent variables RL/S, CDES, T designated X1,
X2, X3, respectively, are analytically presented in Table 1. The variables were coded at
three levels −1 (lower limit), 0 (midrange), and +1 (upper limit), based on the following
equation [22]:

xi =
Xi − X0

∆Xi
, I = 1, 2, 3 (1)

where xi and Xi represent the dimensionless and the actual value of the variable i. X0 is
the actual value of the variable i in the central point of the design, and ∆Xi is the variation
between the actual value in the central point and the actual value in the upper or lower
level of the variable.

The range of the values for the three variables was chosen on the basis of literature
data, and the YTP was the response of interest. Analysis of variance (ANOVA) was used
to assess the statistical significance of the obtained mathematical models. Additionally,
the desirability function optimization approach was applied to determine the optimum
variable setting that would meet the overall desirability of the YTP.

The fitted models were subjected to the lack of fit test, which was used to determine
whether the models were adequate to describe the observed data [23]. The coefficient of
determination (r2) was also determined for the model to indicate the percentage of the
variability of the optimization parameter explained by the model. A value of r2 closer to
unity shows a better predictive power of the model [24]. Furthermore, the validity of the
mathematical model is determined by the closeness of the measured value obtained under
optimum conditions to the predicted value of the developed model [25].

Table 1. The values of the independent variables used for the experimental design.

Independent
Variables Code Units

Coded Variable Level
−1 0 +1

RL/S (mL g−1) X1 50 100 150
CDES (%, w/v) X2 60 75 90

T (◦C) X3 40 60 90

Extractions were carried out with an adequate volume of solvent, according to the
design points of each model, composed of various combinations of the DESs with water
and at different RL/S as given by the experimental design. All extractions were performed
in an oil bath (±0.5 ◦C) under continuous stirring at 900 rpm for 150 min. Extraction under
the optimum conditions, with 70% (v/v) ethanol, 70% (v/v) methanol, and 100% water, was
also used in order to compare the total phenol yield by DESs and conventional solvents.

2.5. Determination of Total Polyphenol

Total polyphenol yield (YTP) was determined using the Folin Ciocalteu reagent and
expressed as mg gallic acid equivalents (GAEs) per g of dry mass. An aliquot of 0.78 mL
of distilled water, 0.02 mL of sample, and 0.05 mL of Folin–Ciocalteu reagent were mixed.
After exactly 1 min, 0.15 mL of aqueous sodium carbonate (20%, w/v) was added, and
the mixture was allowed to stand at room temperature in the dark, for 60 min. The
absorbance was read at 750 nm. The total polyphenol concentration (CTP) was calculated
from a calibration curve, using gallic acid as a standard. Yield in total polyphenols (YTP)
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was determined as mg gallic acid equivalents (GAEs) per g of dry mass (dm), using the
following equation:

YTP (mg GAE g−1 dm) =
CTP ×V

m
(2)

where V is the volume of the extraction medium (L), and m the dry mass of the material
(g) [26].

2.6. Liquid Chromatography–Tandem-Mass Spectrometry (LC–MS/MS)

For the separation and detection of the compounds of interest, a TSQ Quantum
Access MS/MS detector was employed, coupled with a Surveyor LC pump (Thermo Scien-
tific, Waltham, MA, USA). The separation was achieved by a Superspher RP-18 column,
125 mm × 2 mm, 4 µm, at 40 ◦C, with a 10 µL injection loop. The mobile phases utilized
were (A) water (1% acetic acid) and (B) methanol (1% acetic acid). The flow rate was
0.3 mL min−1, and a linear gradient elution program was used, as follows: 0 min, 5% B;
35 min, 100% B. Mass spectra acquisition was performed in negative ionization mode,
capillary temperature 300 ◦C, sheath gas pressure 30 (arbitrary units), auxiliary gas pres-
sure 15 (arbitrary units), and collision pressure at 1.5 mTorr. The standards we used were
oleuropein, hydroxytyrosol, tyrosol, luteolin-7-O-glucoside, and rutin. The quantitation
of the compounds was accomplished by external standard calibration curves using the
highest intensity fragment that was produced during the collision-induced dissociation
(CID) of the selected precursor molecular ion (Table 2).

Table 2. Calibration curves and collision-induced dissociation fragment intensities.

Compounds Equation of External
Calibration Curve

Correlation
Coefficient

Molecular
Ion

Fragment
Ion 1

Fragment
Ion 2

M-1 (quantifier) (qualifier)

Oleuropein Y = 4920.6x + 109,162 r2 = 0.9957 539 275 377
Hydroxytyrosol Y = 425.38x − 1387.8 r2 = 0.9994 153 122.2 123.2

Tyrosol y = 1977.8x − 5810.1 r2 = 0.9992 137 106.2 119.1
Luteolin-7-O-glucoside Y = 8567.3x + 10782 r2 = 0.9996 447 284 285

Rutin y = 13,579.286x + 100,080.787 r2 = 0.9984 609 300 270.9

2.7. Statistics

Extractions were repeated twice, and all determinations were performed at least in
triplicate. The values obtained were averaged. Experimental design and response surface
statistics were performed with JMPTM Pro 13 (SAS, Cary, NC, USA). Linear and non-linear
regressions were performed with Sigma PlotTM 12.0, at least at a 95% significance level
(p < 0.05).

3. Results and Discussion
3.1. DES Synthesis

The number of DESs is continually increasing due to the use of different combinations
of donors and acceptors of hydrogen bonds [27,28]. Natural products (organic acids, amino
acids, sugars, choline, and urea) are preferentially used to synthesize DESs for their low
toxicity profile and many other advantages [28]. In this study, three mixtures of glycerol
(HBD) with three amino acids (lysine, proline, and arginine) (HBA) were prepared at
different molar ratios preceded by a screening of the RD/A

mol for all three DESs.
GL–amino acids mixtures were tested with RD/A

mol in the range from 1:1 to 11:1. A
transparent mixture was obtained with glycerol:lysine DES (GL–Lys) and glycerol:proline
DES (GL–Pro) solvents with all the ratios tested. However, only the (7:1) molar ratio
could give a transparent mixture in the case of glycerol:arginine DES (GL–Arg). In order to
choose the RD/A

mol in this study, different extractions were performed and the total polyphenol
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yield was considered for all mixtures tested. The selection of the RD/A
mol was based on the

highest total phenol value. GL–Arg was synthesized at a molar ratio of HBD:HBA (7:1),
whereas GL–Lys and GL–Pro were prepared at a (3:1) HBD:HBA molar ratio. Lower
RD/A

mol than the ones used in this study resulted in crystallized mixtures in the case of
GL–Arg and impracticable DESs in the case of GL–Lys and GL–Pro, due to the high
viscosity. Consequently, homogeneous conditions could not be maintained for all DESs,
and therefore, the effect of the molar ratio could be an explicative factor of the results.
The mixtures were allowed to stand at room temperature for several weeks for stability
checking before extraction.

3.2. Extraction Process Optimization

It has been reported in many investigations that the variables RL/S, CDES, and T play an
important role regarding the extraction of phenolic compounds in general [29]. In order to
investigate the combined effect of the independent variables on OLL polyphenol extraction,
a BBD process was applied to find the optimized values of the variables RL/S, CDES, and T.
Fifteen experiments with 3 center points were carried out for different combinations of the
variables using statistically designed experiments; the results are shown in Table 3, which
includes the design with the experimental and predicted values. The distribution of the data
was analyzed for normality using the Shapiro–Wilk test and also for the presence of outliers.
The analysis reported zero outliers among all the data, and the normality conditions were
only proven for GL–Lys and GL–Pro model values (p = 0.98, p = 0.72, respectively), whereas
a significant p = 0.0147 was observed for GL–Arg. Bias in the coefficient estimates and
standard errors are some of the consequences if the normality assumption is not satisfied.
Consequently, this may lead to wrong conclusions regarding the confidence intervals and
significance tests [30].

In order to fit a Gaussian distribution, the YTP values of the GL–Arg model were
subjected to a mathematical transformation. One of the statistical goals for transforming
data is to obtain symmetrical values that help in conditioning and enabling easier data
analysis for subsequent stages [31]. The appropriate transformation is chosen through
trial and error until the values have a normal distribution. In this study, the YTP values
of the GL–Arg model were converted using the Box–Cox transformation [32,33]. The
transformation has the following form:

Y(λ) =

{
yλ−1

λ , if λ 6= 0;
log y, if λ = 0.

(3)

where Y is the transformed value, the parameter lambda (λ) defines a particular transfor-
mation, which can be a square root when lambda = 0.5 or natural log when lambda = 0.
The optimal lambda was chosen within a [−2, 2] interval with jumps of 1/10 [34]. On
the basis of the smallest standard deviation obtained, the optimal value of lambda was
found to be at (−1.2). The application of this conversion allowed an insignificant p-value
(p = 0.09468) for the Shapiro–Wilk test; therefore, it had normalized the data and satisfied
the assumption of the test. All subsequent analysis regarding the GL–Arg model was based
on the transformed values.
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Table 3. Coded and uncoded Box–Behnken design with the observed and predicted data.

Design Point Independent Variables Polyphenols Yield (YTP, mg GAE g−1 dm)
RL/S (X1, mL g−1) CDES (X2, % w/v) T (X3, ◦C) GL–Lys GL–Pro GL–Arg

Measured Predicted Measured Predicted Measured * Predicted *

1 50(−1) 90(+1) 60(0) 124.58 123.65 78.59 79.84 80.86 78.68
2 100(0) 75(0) 60(0) 131.91 133.49 73.99 74.63 73.11 74.81
3 50(−1) 75(0) 40(−1) 101.50 100.40 61.87 62.28 70.10 72.61
4 150(+1) 75(0) 80(+1) 191.60 139.70 87.81 87.40 114.93 112.39
5 50(−1) 75(0) 80(+1) 146.70 144.40 79.21 77.80 95.53 96.93
6 150(+1) 90(+1) 60(0) 165.21 160.89 84.39 84.63 88.07 89.81
7 50(−1) 60(−1) 60(0) 92.37 96.70 67.45 67.20 75.96 74.23
8 100(0) 60(−1) 80(+1) 153.50 151.47 76.79 78.45 98.03 98.37
9 150(+1) 60(−1) 60(0) 146.00 146.93 78.86 77.61 74.91 77.10

10 100(0) 90(+1) 40(−1) 120.32 122.36 72.41 70.76 74.51 74.17
11 100(0) 60(−1) 40(−1) 114.00 110.77 59.77 59.61 67.40 66.60
12 100(0) 75(0) 60(0) 136.65 133.49 75.92 74.63 76.62 74.81
13 150(+1) 75(0) 40(−1) 136.26 138.60 66.48 67.89 72.62 71.14
14 100(0) 75(0) 60(0) 131.91 133.49 73.99 74.63 74.69 74.81
15 100(0) 90(+1) 80(+1) 177.54 180.79 86.80 86.96 107.16 107.96

* untransformed data.
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On the basis of the Box–Behnken experimental design model, an empirical relationship
expressed by a second-order-polynomial equation with interaction terms was fitted between
the obtained experimental design and the input variables. The final equations in terms of
coded significant variables and interactions are given in Table 4.

Table 4. Polynomial equations and statistical parameters calculated after implementation of the design.

DES Second Order Polynomial Equations r2 p

GL–Lys YTP = 133.49 + 10.22 X1 + 21.86 X2 + 24.78 X3 + 10.04 X2
3 0.99 0.0002

GL–Pro YTP = 74.63 + 4.91 X1 + 3.80 X2 + 8.76 X3 0.98 0.0006
GL–Arg YTP = 0.83 + 2.64 × 10 −4 X1 + 1.55 × 10 −4 X2 + 9.06 × 10 −4 X3 + 1.98 × 10 −4 X2

2+ 4.36 × 10 −4 X2
3 0.99 0.0002

X1, X2, X3: main effects; X2
2 , X2

3 ; quadratic effects.

It is obvious that the models explain 99%, 98%, and 99% in polyphenol extraction yield
(r2 = 0.99 for GL–Lys, r2 = 0.98 for GL–Pro, and r2 = 0.99 for GL–Arg) and have relatively
small amounts of random error or root-mean-square error (RMSE); RMSE = 4.3927 for
GL–Lys, 1.7598 for GL–Pro and 0.0001 for GL–Arg. This leads to the conclusion that the
developed models were highly significant.

The lack of fit test is another parameter to support mathematical model validity. This
test is used to detect the existence of observations that have a poor fit to the model, even if
the overall trend is highly significant [35]. The lack of fit is found to be insignificant when
limited observations are outside of the shaded confidence interval region of the actual
by-predicted plots. In this study, the models are found to be robust for all cases since all
the observations were within the trend of the interval, and a maximum r2 is reached for
GL–Lys (r2 = 0.9985, p = 0.2235); GL–Pro (r2 = 0.9958, p = 0.5723); GL–Arg (r2 = 0.9979,
p = 0.2223). The coefficient of variation (CV) and the coefficient of correlation between the
measured and the predicted values were determined to assess the goodness of the fit of the
models. The results (CV, %, 3.13 GL–Lys, 2.35 GL–Pro, and 0.01 GL–Arg) indicated low CV,
which suggests that the deviations between the experimental and the predicted values are
low [36]. The low CV values along with the r2 presented in Table 4 are strong indications
that the developed models presented adequate reliability and precision.

The measured experimental values under optimum conditions were compared with
the predicted values (Table 5). Values from the experiments carried out at the predicted
conditions were close to the predicted values in the case of GL–Lys and GL–Arg, and the
difference between the two values (experimental and predicted) did not have a practical
significance on the good fit of the two models. This small difference could be due to an
uncontrolled source of variation during the extraction process (temperature, stirring, etc.)
or minor experimental errors, whereas the measured value for GL–Pro was in the range of
the predicted values. Considering the entire statistical parameters for model verification, it
can be concluded that these results indicated valid and suitable mathematical prediction
models for the optimization of polyphenol extraction conditions.

Table 5. Optimal predicted conditions and comparison of experimental and predicted values on the
YTP in all DESs tested. Extractions were performed under stirring (900 rpm) for 150 min.

DES Interval Predicted
Values (mg g−1)

Observed Value *
(mg g−1) Optimal Conditions

RL/S (mL g−1) CDES (%, w/v) T (◦C)

GL–Lys [189.58, 216.27] 188.39 ± 0.37 150 90 80
GL–Pro [86.31, 97.00] 95.97 ± 0.74 150 90 80

GL–Arg [0.83053, 0.8313] a

[112.48, 129.68] b
0.83002 ± 0.47 a

100.01 ± 1.98 b 150 90 80

* Mean ± standard deviation of triplicate determinations from predicted optimum experiments a: Box–Cox
transformed data; b: untransformed data.
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Furthermore, the experimental design enabled the detection of a statistical significance
in the quadratic coefficient X2

3 (T) in two models including GL–Lys and GL–Arg and no
cross effect among the variables. Additionally, the obtained results supported that all the
variables (X1, X2, X3) have a significant effect (p < 0.05) on the extraction process, as also
reported in the literature. This outcome can be visualized through the prediction profilers,
which examine the dynamic relationships among all the inputs and outputs simultaneously
(Figure 1). The prediction profilers present a general curvature trend of the model profile
lines, which illustrates the non-linear responses of the model’s effects. An observed increase
in every single variable led to an increased response in all three DESs tested.

Desirable YTP was achieved under RL/S 150 mL g−1, CDES 90%, w/v, and T 80 ◦C in all
three DESs by the desirability function, which produced the maximum overall desirability
of 0.992, 0.995, and 0.958 for of GL–Lys, GL–Pro and GL–Arg, respectively.

The findings herein indicated that RL/S, CDES, and T strongly affect the extraction yield
of polyphenols from OLL. The RL/S parameter showed a high significance, which is in
agreement with previous investigations that have reported the importance of proportional-
ity between the plant material and the solvent in the extraction optimization processes [37].
This key parameter displays a major role in diffusional phenomena, which largely defines
the course of extraction and yield. A high extraction yield is usually observed when a
larger proportion of liquid phase is used since polyphenols are more solubilized, and a
saturation concentration is achieved [38,39].

In this work, the optimal RL/S (150 mL g−1) was higher than the values reported in the
literature, which usually varied between 10 and 45 mL g−1 using DESs and also higher than
those of conventional solvents that can reach 120 mL g−1 in some investigations [40,41].
The observed discrepancies among scientific works regarding the value of the optimum
RL/S could originate from the variation in the extraction solvent and the experimental
conditions (temperature, stirring, time extraction, etc.), the RL/S range selected, and, most
likely, the source of polyphenols. Although a common objective is to optimize the extraction
of polyphenols, the different extraction conditions could affect the determination of the RL/S
optimum value and, consequently, the comparison herein. Similar to RL/S, CDES showed a
high significance regarding the extraction yield of polyphenols from OLLs. The optimum
level of CDES was the same in all three DESs in this study (90% w/v, Table 5) meaning that
the amount of water (Cw) required to attain a maximum yield is the same in all cases. Water
addition to DESs is one of the ways to tailor the physicochemical properties of DESs. Thus,
fine-tuning the Cw is central to adjusting DESs properties, such as viscosity and polarity
that significantly affect the yield of extraction [42].
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Recent studies have estimated the optimal Cw to vary from 10% to 50% [43], reaching
even 63.8% by Jancheva et al. [44]. It has been noted that water addition to DESs up to a
certain point and above the optimal Cw could negatively affect the extraction yield since a
large amount of water could cause hydrogen bonds to rupture between HBD and HBA [45].

The outcome with regard to the optimum Cw values was found to be 10% (v/v) for
all three DESs tested. This information suggests that all three HBAs tested are equally
demanding in water and the differences in the structure and the physicochemical properties
of lysine, proline, and arginine did not affect the polarity of the DESs. Such an outcome
was rather contradictory with published information that supported differences in Cw
using HBAs with different chain lengths. It has been found that the longer the chain,
the higher the amount of water required [46]. Hence, the basis behind the efficiency
difference of the three DESs herein would be related to another reason such as the pH of
the extraction medium [47]. The alkalinity offered by the amino acids provided a more
or less alkaline environment to ionize polyphenols, which may turn them more polar and
soluble in the solvent. Lysine, proline, and arginine have the corresponding pKa, 10.57,
10.47, and 12.10, respectively. The result expected on the basis of the claimed explanation
would be the order of GL–Arg, GL–Lys, and lastly, GL–Pro in terms of solvent efficiency.
However, the actual order obtained was GL–Lys, GL–Arg, and lastly, GL–Pro, which only
explains the GL–Lys and GL–Pro order. This outcome suggests the existence of another
important factor regarding GL–Arg. It has been underlined that increasing the RD/A

mol up
to a certain point could favor polyphenol extraction due to the decrease in viscosity and
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higher diffusivity [48]. Thus, using a higher RD/A
mol of (7:1) in the case of GL–Arg, compared

with a RD/A
mol of (3:1) in the case of GL–Lys and GL–Pro appears as evidence that the RD/A

mol
is of a significant influence on polyphenol extraction optimization processes. Operating
in similar optimal extraction conditions, the extraction with GL–Lys yielded 54.83% and
40.32% higher YTP, compared with that attained with GL–Pro and GL–Arg, respectively,
whereas, extraction with GL–Arg afforded 24.32% higher YTP, compared with that attained
with GL–Pro. This finding suggests the suitability of the GL–Lys for efficient polyphenol
extraction, which would possess stronger hydrogen bonding with polyphenols of the
plant material regardless of its RD/A

mol and the alkalinity condition, compared with the other
solvent essayed [49,50]. As a result, it could be concluded that the observed difference in
polyphenol yield is mainly attributed to the hydrogen bond acceptors used in this study.
Consequently, tailoring the physicochemical properties of the HBAs would be promising
in order to enhance polyphenol extraction.

With regard to the temperature effect, an observed favorable effect on polyphenol
extraction is reported. Indeed, increasing temperature has shown to lead to an increase in
polyphenol extraction yield by improving solubility and hydrolytic reactions [51,52]. This is
in accordance with the outcome of the present work. A high significance was observed in all
three DESs, and the same optimum extraction temperature (80 ◦C) was determined. These
results showed a similarity with the investigations of Bucić-Kojić et al. [53], who found
the highest polyphenol extraction at 80 ◦C. In addition to this finding, other investigations
on kinetics portrayed that diffusion is directly proportional to temperature and follows
the Arrhenius law [54,55]. However, at temperatures higher than a certain point, with
longer exposure times, it would reduce the polyphenol extraction yield and diversity. That
temperature level varies in different scientific works, which probably depends on the
extraction solvent and plant material, along with some other related factors as well [56].
Figure 2 illustrates the effect of the experimental variables on the extraction yield through a
3D plot.

3.3. Total Polyphenol Analysis

Total phenolics were determined after 150 min of extraction. The purpose was to
compare the efficiency of the synthesized DESs. The total phenolic content of all DESs
extracts was found to be higher than that of ethanol (70% v/v), methanol (70% v/v), and
water occurring in the same extraction conditions (Figure 3). Comparison carried out
among the DESs tested informed about the optimum YTP response and conditions to
extract polyphenols from olive leaves. The results exhibited the highest antioxidant activity
at similar operational extraction conditions in all three DESs, which were RL/S = 150 mL g−1,
CDES = 90%, and T = 80 ◦C.

The DESs tested were not equally efficient with respect to conventional solvents. GL–
Lys was found to be the most efficient solvent system for OLL phenol extraction among
the DESs tested and the conventional solvents. GL–Arg was slightly better than GL–Pro.
The results displayed the YTP: 188.39, 100.01, and 95.96 mg g−1 GAE dm for GL–Lys,
GL–Arg, and GL–Pro, respectively, compared with 65.95, 62.27, and 52.97 mg g−1 GAE dm
corresponding to ethanol, methanol, and water YTP, respectively. It should be noted that
the extraction with GL–Lys allowed 64%, 66.01%, and 71.09% higher YTP, compared with
that attained with ethanol, methanol, and water in the given order. This outcome indicates
the efficiency of GL–Lys among the other DESs tested and the conventional solvents as well
regarding polyphenol extraction. This result is in accordance with the literature in which a
greater extractability with DESs is demonstrated than with conventional solvents [57]. The
reason for this difference could be strongly associated with the physicochemical properties
of the amino acids used (HBAs), which would interact more or less favorably with glycerol
during the preparation process and also with the polyphenols contained in the plant
material during the extraction. These intermolecular forces involve hydrogen bonding and
even van der Waals interactions [58].
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Figure 3. Polyphenol extraction yield using conventional and green solvents. Extractions were carried
out under optimal conditions (RL/S = 150 mL g–1, CDES = 90%, T = 80 ◦C) and stirring (900 rpm) for
150 min.

3.4. Extract Quantification

Quantification of polyphenol compounds was carried out by LC–MS/MS for the three
DES systems and for 70% EtOH. The results are presented in Table 6. The analysis of Table 6
demonstrates an overall polyphenol content that is higher in the case of the DESs than that
of the ethanolic solution used, which is in agreement with the total phenolic determination
performed by Folin Ciocalteu method, as described above. As regards each compound,
the results showed important quantitative differences in tyrosol contents with respect to
the values reported in the literature, which are in a range of 90 µg g−1 to 660 µg g−1 [59].
Moreover, the amounts of tyrosol in this study were higher than those of hydroxytyrosol
and oleuropein. This outcome is not in accordance with previous investigations that
reported an opposite trend [60]. This is likely to be explained by the stability of tyrosol,
compared with the other phenolic compounds, and probably the selectivity of the solvents
used to extract tyrosol [61]. It has been reported that polyphenols can interact with DESs
through hydrogen bonds and therefore increase their stability and solubility in DESs whose
composition (HBD/HBA) plays a critical role in the extraction efficiency [62]. Additionally,
a high and linear correlation was found between tyrosol content and the total phenol content
(TPC) in all DES extracts under study (Figure 4). Many factors have been mentioned in
relation to the variation in phenolic content of olive leaf extracts such as the extraction
procedure, hydric deficiency, salinity, fertilization, geographical zone, sampling time, light
exposition, frost stress, leaves age, the olive variety, bacteria, and fungi [63,64].

The amounts of hydroxytyrosol from the OLL extracts in the present study were found
to be lower than most of the values found by other authors [65–67], but higher than the
amounts recorded in Brahmi et al. (2013) [68]. Similarly, the values of oleuropein content
were lower than expected with GL–Lys extract and GL–Arg extract in which oleuropein
was not found, but close to some published values in the case GL–Pro and the ethanolic
solution [69] and even higher with respect to the findings in [70,71]. Furthermore, the
results of this study exhibited a simultaneous increase in hydroxytyrosol concentration and
a decrease in oleuropein concentration, which is attributed to the degradation of oleuropein
into hydroxytyrosol due to the chemical and enzymatic reactions during olive leaves
processing [72]. Regarding luteolin-7-O-glucoside and rutin, their concentration values
were within the range of the upper and lower values reported in the literature [73–78]. It
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should be noted that the observed differences in the content of the phenolic compounds
herein are attributed to the above-mentioned factors.
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Table 6. Quantification of phenolic compounds in dry olive leaf extracts (µg g−1).

Solvent Phenolic Compounds Concentrations µg g−1)

Tyrosol Hydroxytyrosol Oleuropein Luteolin-7-O-
Glucoside Rutin

70% aq.EtOH 19398.64 ± 362.12 205.78 ± 9.11 7381.03 ± 52.14 1418.64 ± 28.74 714.63 ± 18.25
GL–Lys 53420.23 ± 1135.12 1687.95 ± 2.4 n.d 1377.14 ± 17.25 286.69 ± 0.69
GL–Pro 27358.48 ± 175.71 231.95 ± 9.8 7908.10 ± 59.45 997.84 ± 80.51 463.06 ± 4.92
GL–Arg 28312.65 ± 445.30 2686.44 ± 7.9 n.d 1564.97 ± 63.98 268.59 ± 33.82

Values are given as a mean of six measurements, followed by standard deviation. n.d: not detected.

4. Conclusions

A new set of deep eutectic solvents, with glycerol as a hydrogen bond donor and
lysine, proline, and arginine as hydrogen bond acceptors were synthesized and tested
for their extraction capacity for antioxidant polyphenolic compounds from olive leaves
(Olea europaea L.). To our knowledge, this is the first time these novel DES solvents are
tested on olive leaves. Box–Behnken design was applied to optimize the extraction condi-
tions related to liquid/solid ratio, the concentration of DESs, and extraction temperature
(RL/S, CDES, and T, respectively). The optimal conditions for the best extraction of total
phenols were predicted to be RL/S, 150 mL g−1, CDES 90 (%, w/v) and T 80 ◦C. The predicted
total phenol yield, under optimal conditions (188.39, 100.01, and 95.97 mg g−1 GAE dm,
corresponding to glycerol–lysine, glycerol–arginine, and glycerol–proline solvent systems,
respectively), were matched quite closely by the experimental values obtained. Glycerol–
lysine DES was found to be the most effective in extracting phenolic compounds from
olive leaf compared with glycerol–arginine DES and glycerol–proline and even to conven-
tional solvents—namely, ethanol (70% v/v), methanol (70% v/v), and water. The results
showed that the extraction with glycerol–lysine permitted 40.32%, 54.83%, 64%, 66.01%, and
71.09% higher total phenol yield (YTP), compared with that reached with glycerol–arginine,
glycerol–proline, 70% ethanol, 70% methanol, and water solvents, respectively. Moreover,
liquid chromatography–tandem-mass spectrometry analyses proved the high extraction
capacity of glycerol–lysine DES and showed a selective behavior toward the quantified
phenolic compounds. Overall, the DESs used in this study revealed a favorable extraction
for tyrosol with excessive amounts in comparison with previous investigations, but more or
less important differences were observed concerning hydroxytyrosol, oleuropein, luteolin-
7-O-glucoside, and rutin. The new DESs, designed, synthesized, and tested in this study,
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were proven to be successful in general on the extraction of antioxidant polyphenolics from
olive leaves, a by-product of a very important industry—olive oil production.
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Nomenclature

CDES Proportion of DES/water (%: w/v)
Cw Water concentration (%, v/v)
RL/S Liquid-to-solid ratio (mL g−1)
RD/A

mol HBD:HBA Molar ratio (dimensionless)
T Temperature (◦C)
YTP Yield in total polyphenols (mg GAE G−1)

Abbreviations

ANOVA Analysis of variance
Arg Arginine
CV Coefficient of variance
DES Deep eutectic solvent
Dm Dry mass (g)
GAE Gallic acid equivalents
GL Glycerol
HBA Hydrogen bond acceptor
HBD Hydrogen bond donor
LTTMs Low-transition temperature mixtures
Lys Lysine
OLL Olive leaves
Pro Proline
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ANNEXES 

Annexe 1 : Détermination de la teneur en protéines par la méthode de Lowry et al. 

(1951). 

1. Préparations 

 

1. Solution alcaline A 

 

- 500 mL de la soude 0.1 N 

- 10 g de carbonate de sodium anhydre 

(Na2CO3) 

 

2. Solution cuivrique B 

 

- 2 mL du CuSo4, 5H2O (0.32 g/ 100ml) 

- 2 mL du Tartrate double de Na et de K (1 

g/100ml) 

 

3. Solution C 

 

- 50 mL de la solut ion A 

- 1 mL de la solution B 

 

4. Solution de BSA 

 

- 0,8 mg de la BSA 

- 100 mL d’eau distillée  

 

 

2. Gamme étalon  

 

A part ir de la solut ion de BSA, des dilut ions sont préparées suivant le tableau 

ci-dessous 

 

1 2 3 4 5 6 

Concentration en BSA µg 𝐦𝐋−𝟏 0 80 200 400 600 800 

Solution de BSA (µL) 0 20 50 100 150 200 

Eau distillée (µL) 200 180 150 100 50 0 

 

3. Méthode 

         200 µL d’échant illon sont addit ionnés au mélange const itué de la solut ion 

C (1mL) et du réact if de Folin (100µL). Une lecture de la DO à 750 nm est 

réalisée après incubat ion à l’oscurité pendant 30 min .  

 

4. Expression des résultats  

           Une courbe étalon est tracée en portant sur l’axe des abscisses, les concentrations 

e n  B S A  ( dilutions préalablement préparées) et sur l’axe des ordonnées, les DO mesurées 

respectivement pour chaque dilution.                             La concentration de la protéine inconnue est déterminée 

en portant la valeur de la DO               correspondante sur l’axe des ordonnées qui est ensuite projetée 

sur l’axe des abscisses. 
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Annexe 02 : Electrophorèse en conditions non dénaturantes et non dissociantes (PAGE-

native)  

 Préparations 

1. Solution d’acrylamide (A) 

 

- 36 g d’acrylamide 

- 1 g de bis-acrylamide  

- 100 mL d’eau distillée  

 

2. Tampon de gel (B)  

 

- 9,1 g de tris      

- 100 mL Eau distillée  

 Ajuster à un pH 8,9 avec de HCl 4N  

 

3. Tampon d’électrode  

 

- 0,12 g de tris  

- 0,58 g Glycine  

- 200 mL Eau distillée  

Ajuster à pH 8,3 avec du Tris  

 

4. Tampon d’échantillon    

 

- 100 µL du tampon de gel (B)  

- 700 µL d’eau distillée  

- 200 µL du glycérol 50 %  

- une tête d’aiguille du bleu de Bromophénol  

 

 

 Electrophorèse : Préparation du gel T = 12 % et C = 2,7 %  

- 3,25 ml de la solution (A)  

- 5 mL de la solution (B)  

- 1,68 ml d’eau distillée  

Dégazer le mélange pendant 2 mn maximum  

- 10 µL TEMED  

- 75 µL de la solution de persulfate d’ammonium 10 %  

Couler et mettre le peigne immédiatement  

 

Dépôt d’échantillon : 10 à 20 µl.  

Mise sous tension : 20 mA, 250 V.  

Fixation : 45 mn dans la solution de fixation.  

Coloration : 1 heure dans la solution de coloration.  

Décoloration : dans la solution de décoloration.   
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Annexe 03 : Electrophorèse en présence de SDS et de 2-mercaptoéthanol (PAGE-SDS)  

 Préparations  

1. Solution d’Acrylamide (A) 

 

- 37,5 g/L d’acrylamide 

                                                       - 1g de bisacrylamide 

- 100 mL d’eau distillée 

2. Tampon du gel de séparation (S)   

 

- 18,15g Tris 

- 100 mL d’eau distillée  

Ajuster à pH 8.8 avec HCl 4N  

3. Tampon du gel de concentration (C) 

  

- 6g de tris  

- 100 mL d’eau distillée  

Ajuster à pH 6.8 avec du HCl 4N  

 

 

4. Tampon d’électrode  

 

- 3g de tris  

- 14,4 g de glycine  

- 1g SDS 

- 1000 mL d’eau distillée  

Ajuster à pH 8,3 avec du Tris 

5. Tampon d’échantillon   

 

- 500 µL de la solution (C)  

- 250 µL d’eau distillée  

- 250 µL de SDS (10 %)  

- 50 µL 2-mercaptoéthanol  

Dissoudre 1 mg de protéines lyophilisées dans 

800 µl de ce tampon, ensuite chauffer à 100°C 

pendant 4 à 5 mn puis refroidir dans un bain 

d’eau froide. 200 µl d’une solution de glycérol 

50 % (v/v) et quelques grains de bleu de 

bromophénol sont ajoutés à la fin.  

6. Solution de persulfate 

d’ammonium  

 

- 0,1 g de persulfate d’ammonium  

- 1 mL d’eau distillée 

7. Solution de fixation   

 

- 12 g de TCA  

- 100 mL d’eau distillée  

 

8. Solution de coloration  

 

- 0,5 g du bleu de Coomassie R250 

- 4 g TCA  

- 100 mL de méthanol  

- 100 mL d’eau distillée  

 

9. Solution de décoloration   

 

- 37,5 ml d’acide acétique  

- 312,5 mL d’eau distillée  

- 150 mL de Méthanol 
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 Electrophorèse  

 1. Préparation du gel de séparation T = 15 % et C = 2,7 %  

- 2,85 µL Solution (A) 

- 1,87 µL Solution (S)  

- 2,65 µL d’eau distillée  

 

Dégazer le mélange pendant 2 mn maximum   

- 75 µL de SDS (10 %)  

- 11 µL de TEMED  

- 80 µL de persulfate d’ammonium (10 %) 

 

Couler à environ 1,5 cm du sommet de la plaque 

2. Préparation du gel de concentration : T = 4 % et C = 2,7 %  

- 500 µL de la solution (A) 

- 1,25 mL de la solution (C)  

- 3,2 mL d’eau distillée  

Dégazer le mélange pendant 2 mn maximum   

- 50 µL de SDS (10 %)  

- 11 µL de TEMED  

- 50 µL de persulfate d’ammonium (10 %)  

Couler immédiatement sur le gel de séparation puis introduire le peigne  

 

Dépôt d’échantillon : 5 à 10 µl.  

Mise sous tension : 20 mA, 250 V.  

Fixation : 45 mn dans la solution de fixation.  

Coloration : 1 heure dans la solution de coloration.  

Décoloration : dans la solution de décoloration
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Annexe 4 : Distribution des données de la méthode CUPRAC et présentation de quelques paramètres statistiques relatifs à chaque modèle 

étudié.  
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