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Résumé

Le présent travail est basé sur la valorisation des biodéchets a savoir les plumes de volailles par [extraction
de kératine avec différentes voies : chimique et ultrason qui est utilisée comme un biopolymére de départ pour
avoir des nouveaux, biomatériaux améliorant leurs structures par des synthéses organique ensuite faire
Capplication antioxydante.

Ces biomatériaux_ Rératiniques possédent aussi des intéréts industriels, a savoir : alimentation animale,
industrie pharmaceutique et cosmétique.

Les structures des biomatériaux sont identifiées par tests biochimique et caractérisés par des données spectrales

VYV —visible et IR,

Mots clés : Biodéchet, plume, Extraction, biomatériaux, activité antioxydante.

Abstract
This work focuses on valorizing poultry feathers by extracting Reratin through different methods : chemical
and ultrasound, utilized as a biopolymer precursor to produce new biomaterials enhancing their structures
through organic synthesis and subsequent antioxidant application. These keratin-based biomaterials also hold
industrial significance in animal feed, pharmaceuticals, and cosmetics. The structures of the biomaterials are

identified through biochemical tests and characterized by UV-visible and IR spectral data.

Keywords : Biowaste, feathers, extraction, biomaterials, antioxidant activity.
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Introduction générale

Introduction générale

Un biodéchet est un résidu que les hommes jugent inutile dans un contexte donné et

I’accumulation de ce dernier provoque des inqui¢tudes pour la santé et I’environnement.

Actuellement, plusieurs pays ont imposé de nouvelles réglementations pour limiter la
combustion de biodéchets en réponse aux restrictions concernant 1’émission de gaz a effet
de serre a I’origine du réchauffement climatique alors la valorisation des déchets qui sont
considérés comme des co-produits est devenue une priorité mondiale en raison de la nécessité

de gérer durablement les ressources et de réduire 1’empreinte écologique.

Parmi les biodéchets : les plumes de volaille utilisées comme co-produit, elles sont riches de
protéine appelé kératine, elle est considérée un biomatériau tres important. La keératine

présente ainsi dans les cheveux et les ongles avec des proportions différentes

Ce biomateriaux keratiniques jouent un role crucial dans de nombreux domaines, notamment
en médecine [1], en cosmétique [2] et dans l'industrie alimentaire [3], en raison de leurs
propriétés uniques, de leur biocompatibilité et de sa résistance ainsi que sa flexibilité.

Notre travail se base sur I'extraction de kératine a partir de plumes, une source abondante et
souvent sous-utilisée, et sur la synthése de nouveaux biomatériaux dérivés de kératine a partir
des réactions chimiques et ces biopolyméres ayant des propriétés antioxydantes,

potentiellement utiles dans diverses applications industrielles, cosmétiques et biomédicales.

Le mémoire se divise en trois parties principales : La partie A, B et C et commence par une

introduction générale.

e La partie A est composé de trois chapitres. Le premier chapitre est consacré a 1’étude
bibliographique basé sur la plume et la kératine ainsi que sa structure et ces diverses
applications industrielles et biomédicales. Le second chapitre expose de facon générale
théorique les différentes méthodes de D’extraction de kératine et la synthése des
biomatériaux en citant quelques exemples des biopolymeéres keératiniques. Ensuite, le
troisieme chapitre sera consacré a un rappel théorique sur I’activité antioxydante et
I’application de la kératine comme agent antioxydant.

e La partie B inclut les appareillages, les techniques et décrit toutes les expériences utilisées
pour I’extraction de la keratine de la plume, les tests biochimiques et la synthese des

biomatériaux et leurs application antioxydante.
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e La partie C illustre les interprétations et les discussions des résultats concernant : les
expériences et leur interprétation par : I’analyse par IR, UV-vis, le contréle par CCM et
I’identification biochimique telles test ninhydrine et biuret ainsi que I’é¢tude de 1’activité
antioxydante.

e Enfin nous terminons notre travail par une conclusion générale résumant 1’essentiel des

résultats et les perspectives.
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Chapitre I : Plume et kératine

A.1.1 Introduction :
Les déchets de volaille présentent certains inconvénients qui nécessitent une gestion appropriée

pour éviter des impacts négatifs sur I'environnement, la santé publique et la sécurité alimentaire.

L'industrie avicole met en ceuvre des pratiques de gestion des déchets plus durables, telles que
le compostage, le traitement biologique, la valorisation énergétique des sous-produits, et le
respect des normes environnementales et sanitaires. Ces approches visent a réduire I'impact des

déchets de volaille tout en favorisant une gestion plus responsable des ressources.

A.1.2 Valorisation des plumes de volaille :
Par valorisation, on entend toute transformation de résidus ou de sous-produits industriels
alimentaires en vue de les réintroduire sur le marche a titre de nouveaux ingrédients ou comme

nouveaux produits [1].

Les plumes sont considerées comme des sous-produits animaux de catégorie 3 vu qu’elles ne
présentent pas de signes d’une maladie transmissible a I’homme ou a I’animal. Depuis la date
du 01/05/2003, le reglement européen CE 1774/2002 autorise et encourage la valorisation de
ces sous-produits qui présentent une source renouvelable et durable [1]. Cependant, leurs
utilisations permettent de développer ou de mettre en ceuvre des technologies de valorisation

innovantes pour ces déchets [2].

Figure A.l.1 : Les déchets de plumes issus de 1’industrie de la volaille.

A.1.3 Les applications de la kératine :
La valorisation des plumes de volaille est un processus visant a transformer ces déchets en
produits utiles et a réduire ainsi leur impact environnemental [3]. En raison de ses propriétés

uniques, on trouve diverses applications dans les domaines biomédical et industriel :
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A.1.3.1 Applications biomédicales :
Pansements et matériaux de cicatrisation : La kératine peut étre utilisée pour fabriquer des
pansements biomédicaux en raison de sa biocompatibilité et de sa capacité a favoriser la

cicatrisation des plaies [4].

Figure A.1.2 : Pansements et matériaux de cicatrisation a base de kératine.

» Implants biomédicaux : Des matériaux a base de kératine sont utilisés dans la
fabrication d'implants pour la reconstruction osseuse, la régénération tissulaire et
d'autres applications médicales [5].

> Thérapie de libération de médicaments : La kératine peut étre modifiée pour servir
de vecteur de libération de médicaments, permettant une administration contrélée et

ciblée de médicaments dans le corps [6].
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Figure A.1.3 : Médicaments & base de kératine.
» Biotechnologie et ingénierie tissulaire : La kératine est utilisée dans des applications
de biotechnologie et d'ingénierie tissulaire pour créer des substrats de culture cellulaire

et des matrices tridimensionnelles pour la croissance et la différenciation cellulaires [7].
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A.1.3.2 Applications industrielles :

» Cosmétiques capillaires : La kératine est largement utilisée dans les produits
capillaires tels que les shampooings, les revitalisants et les traitements de lissage, pour
renforcer, lisser et réparer les cheveux abimés [8].

> Textiles et matériaux composites : La kératine peut étre utilisée dans la fabrication de
textiles, de tissus fonctionnels et de matériaux composites pour améliorer leurs

propriétés mécaniques, thermiques et de résistance [9].

Figure A.1.4 : Transformation de plumes en fibres.

> Fabrication de L'emballages :

Les plumes peuvent étre transformées dans la fabrication de produits isolants ou d'emballages
biodégradables [10].

N\ TP

Figure A.L.5 : Production de I’emballage.

» Adhésifs et revétements : Des dérivés de kératine sont utilisés dans la fabrication
d'adhésifs, de revétements et de films protecteurs pour diverses applications
industrielles telles que I'emballage et la construction [11].
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> Alimentation animale et engrais : La kératine peut étre transformée en additifs
alimentaires pour les animaux ou en engrais organiques pour améliorer la santé et la
croissance des cultures [12].

> Les plumes de volaille peuvent étre compostées pour produire un engrais riche en azote
et en autres éléments nutritifs. Cet engrais organique peut étre utilisé pour améliorer la
fertilité des sols agricoles et peut étre transformée en additifs alimentaires pour les
animaux [13].

Figure A.1.6 : Production d'engrais a partir de plume.

» Production de Protéines :
Les plumes de volaille contiennent une grande quantité de kératine, une protéine structurelle.
Elles peuvent étre transformées en hydrolysats de protéines utilisés dans lI'alimentation animale

ou comme compléments nutritionnels pour les humains [14].

T %

Figure A.1.7 : Production de protéines a partir de plume de volaille.
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> Production d'Energie :
Les plumes de volaille peuvent étre utilisées comme source de biomasse pour la production

d'énergie renouvelable, notamment par combustion ou conversion en biocarburants [15].
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Figure A.1.8 : Production d'Energie a partir de plume.

» Applications cosmétiques :
Les plumes de volaille peuvent étre utilisées dans des applications industrielles telles que la

production de gelatine, de films comestibles ou de produits cosmétiques [16].

> Traitement Environnemental :

Figure A.l. 9 : Les déchets de plumes utilisés dans I’industrie de cosmétique.
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Les plumes peuvent étre utilisées dans des systemes de filtration pour éliminer les métaux lourds ou les

contaminants organiques des eaux usées [17].

Ces applications démontrent la polyvalence de la kératine dans différents secteurs, tirant parti

de ses propriétés uniques pour répondre a divers besoins industriels et médicaux.

A.l.4 Les plumes :

Les plumes sont formées par des cellules épidermiques spécialisées appelées kératinocytes. Ces cellules
produisent de la kératine qui est agglomérée pour former la structure complexe des plumes. La kératine
confere aux plumes leur caractére hydrofuge, les aidants a résister a I'eau et @ maintenir l'isolation

thermique chez les oiseaux [18].

Figure A.1.10 : Les plumes de dinde.

Elles se composent approximativement de 91% de protéines (kératine), 1% de lipides, et 8% d’cau. La
séquence d'acides aminés d'une plume de volaille est trés similairea celle d'autres plumes. La séquence
est composée en grande partie de la cystéine, la glycine, la proline, et la sérine, et ne contient presque

aucune histidine, lysine, ou méthionine [18].

A.1.5 Sources de Kératine :

Les sources de kératine sont diverses, elles émanent des organismes vivants ou des parties
de leurs corps apres la mort. Les plumes et les différentes peaux d’animaux, les cheveux, les
sabots ainsi que les écailles et la couche cornée représentent des sources substantielles de
kératine. La plume est le déchet kératinique le plus abondant libéré dans I’environnement [19],

[20], voici quelques exemples cités dans la figure suivante :



Partie A bibliographie

Chapitre | : Plume et kératine

Figure A.l. 11 : Sources de Kératine.

A.l1.6 La kératine :

La kératine est une protéine présente chez de nombreux étres vivants les animaux, y compris

les humains. Sa structure elle est complexe et se compose principalement de longues chaines

polypeptidiques et joue un réle essentiel dans la protection de I'organisme.

Elémentaire Glycine
analyse de Mol% Alanine
kératine Sérine
Proline
Naline
Carbone 2 Taréoninec
Cystine Lucien
- isomeéres
Hydrogéne 45 - Acide aspartique
Acide glutamique
Oxvgéne 19 Meéthionine
“ Histidine
Hydroxylsine
Nitrogéne 8 Phénylalanine
Arginine
‘ Tyrosine
Sulfure 1 Tryptophane

Figure A.1.12 : Structure moléculaire de la kératine [21].
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Elle représente un exemple typique de protéine fibreuse, insoluble dans I'eau. Sa stabilité est
assurée par de nombreuses liaisons disulfures, ce qui lui permet de résister efficacement a

I'action des enzymes protéolytiques [22].

A.1.7 Kératines de plumes :

Les kératines presentes dans les plumes se déclinent en environ 20 types différents, dont la
composition varie légerement en termes d'acides aminés. Cette variation se manifeste
principalement dans la répartition des acides aminés basiques et acides, avec une concentration
notable de résidus de cystine dans les régions N- et C-terminales, tandis que la partie centrale

est caractérisée par une abondance de résidus hydrophobes [18].

A.1.7.1 Composition de Kératine de plume :

La kératine est un biopolymeére constituée principalement d'acides aminés, notamment la
cystéine, la sérine, la proline et la tyrosine. La cystéine est particulierement importante car elle
contient un groupe thiol (-SH) qui forme des liaisons disulfures avec d'autres résidus de

cystéine, stabilisant ainsi la structure de la kératine. (\Voir le tableau A.I-1) [18].

Tableau A.l-1 : Composition de kératine de plume [18].

Acide aminé Pourcentage (%)  Acide aminé Pourcentage (%)
Arginine 4,30 Valine 1,61
Acide aspartique 6,00 Cystine 8,85
Glutamine 7,62 Alanine 3,44
Threonine 4,00 Phénylalanine 0,86
Serine 16,00 Méthionine 1,02
Tyrosine 1,02 Proline 12,00
Leucine 2,62 Asparagine 4,00
Isoleucine 3,32 Tryptophane 0,7
Glycine 13,7 Lysine 0,6
Histidine 0,2 Acide glutamique 6,9

11
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Figure A.1.13 : Structure des acides aminés de la kératine

A.1.8 Caractéristiques de la structure de la kératine :

La Kératine est caractérisée par ces différents types de liaisons comme indiquée dans la
figure A.l1-13. Ces liaisons conferent a la kératine une stabilité mécanique, une rigidité
exceptionnelle et une résistance a la dégradation par des enzymes protéolytiques telles que la
trypsine, la pepsine et la papaine. Cependant, la présence de groupes fonctionnels réactifs tels
que le squelette peptidique, les ponts disulfures (S-S), la fonction amine (-NH.) et l'acide
carboxylique (-COOH) rend la kératine chimiquement réactive dans des conditions appropriées
[23].
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Figure A.l. 14 : Les différentes liaisons de kératines [24].

A.1.9 Type de kératine :

Il existe deux types distincts de kératines : l'alpha-kératine, également appelée a-kératine, qui
est principalement présente chez les mammiferes, y compris les humains, et la beta-kératine,
ou PB-kératine, que I'on trouve chez les reptiles et les oiseaux. Ces deux types de kératines ne

partagent pas de similitudes significatives dans leur séquence de structure protéique [25].

4+ Alpha-kératine :

Elle est principalement présente chez les mammiferes, y compris les humains ; elles constituent
la couche externe de I'épiderme, ainsi que les ongles des primates, les griffes d'autres animaux,
et les cheveux, ces derniers étant particulierement riches en hélice alpha. Elles se composent
de longs segments d'environ 311 a 314 acides aminés organisés en hélice a, avec des extrémités

N- et C- terminales non heélicoidales [25].
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Hélice a

Bl ¢

Figure A.1.15 : Structure d'une hélice a : (A) modéle moléculaire éclaté ; (B) squelette
d'enchainement des liaisons peptidiques ; (C) modele en ruban [26].
+ Beta-kératine :
La B-kératine est un énantiomére de 1'a-kératine, caractérisée par une structure plus rigide que
cette derniére. Elle est spécifiquement présente chez les reptiles, et par extension, chez les
oiseaux. La B-kératine joue un réle crucial dans I'imperméabilisation et la protection de la
stratum corneum de la peau des reptiles, les rendant résistants aux agressions extérieures.

Comparativement a 1'a-kératine, la B-kératine présente une résistance accrue [25].
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Figure A.l. 16 : Structure d'un feuillet plissé B (A) modéle moléculaire éclaté ; (B)

squeletted'enchainement des liaisons peptidique ; (C)modeéle en ruban [27].
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A.1.10 Les propriétés physico-chimiques de la kératine :
La Kératine, en tant que protéine fibreuse présente dans de nombreux tissus biologiques,
possede plusieurs propriétes physico-chimiques importantes [27,28] :

e Résistance mécanique : La kératine est connue pour sa grande résistance mécanique.
Cette caractéristique en fait un composant essentiel des tissus durs tels que les cheveux,
les ongles, les plumes, et la corne des animaux.

o Elasticité : Bien que la kératine soit résistante, elle posséde également une certaine
élasticité, ce qui lui permet de se plier et de se déformer sans se rompre facilement. Cela
est d0 & la structure hélicoidale de ses chaines polypeptidiques.

e Imperméabilité : La kératine est relativement imperméable a l'eau et & d'autres
substances. Cette propriété est importante pour protéger les tissus biologiques qui en
sont constitués contre les dommages causés par I'humidité et les agents extérieurs.

e Résistance a la dégradation : La kératine est résistante a la dégradation enzymatique
et chimique, ce qui lui permet de maintenir son intégrité structurale pendant de longues
périodes. Cependant, elle peut étre dégradée par des processus spécifiques, tels que la
kératinisation contrélée dans les processus de croissance et de régénération des tissus.

e Sensibilité aux agents réducteurs : Les liaisons disulfure présentes dans la kératine
sont sensibles aux agents réducteurs, tels que le thioglycolate d'ammonium utilisé dans
les traitements de lissage des cheveux. Ces agents peuvent rompre les liaisons disulfures
et modifier temporairement la structure de la kératine.

e Interaction avec les colorants : En raison de sa structure moléculaire, la kératine peut
interagir avec les colorants et les agents de teinture. C'est pourquoi elle est souvent

utilisée comme substrat pour les colorations capillaires et les teintures textiles.

Ces propriétés physico-chimiques conférent a la kératine sa polyvalence dans les tissus

biologiques et dans diverses applications industrielles, cosmétiques et médicales.

A.1.11 Comparaison entre I'alpha-kératine et la béta-kératine :

Bien que l'alpha-kératine et la béta-kératine partagent des similitudes en tant que protéines
fibreuses structurelles, leurs différences structurelles, propriétés physiques et applications
biologiques et industrielles les rendent uniques et adaptées a des utilisations spécifiques dans
divers domaines [27,28].

La comparaison entre l'alpha-kératine et la béta-kératine peut étre abordée sous plusieurs

angles, en tenant compte de leur distribution, leur structure, et e leurs propriétés.
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A.1.11.1 La distribution naturelle :
Il 'y a deux principales formes de kératines Alpha et béta : On peut la trouver dans la nature
alpha- kératine, béta -kératine ou les forme en méme temps. Le Tableau A.I-2 montre la

différence entre la distribution des kératines alpha et béta [28].

Tableau A.1-2 : Distribution naturelle de Kératine

L'alpha-kératine La béta-kératine L'alpha-kératine et La

béta-kératine
Laine, cheveux, plumes, Plumes, becs et griffes Epiderme reptilien, écailles

ongles, cornes, sabots, le aviaires, griffes et écailles de pangolin

stratum corneum reptiliennes

A.1.11.2 Les caractéristiques structurelles :

Le tableau suivant représente les caractéristiques structurelles des kératines alpha et béta.

Tableau A.1-3 : Les caracteristiques structurelles des Kératines alpha et béta [28].

L'alpha-kératine La béta -kératine
Diametres des filaments FI~ 7 (nm) basé sur une Filaments de béta-kératine (3-4
structure heélicoidale nm) basé sur une structure en

feuille plissée 3

Masse moléculaire (40-68 kDa) (10-22 kDa)
Constituants des La matrice est constituée de Le filament et la matrice sont
proteines protéines a haute teneur en incorporés dans une seule
soufre et en glycine-tyrosine, protéine.

alors que les FI se composent
de plusieurs protéines.
Rigidité Elevée Moins rigide que l'alpha-

kératine
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A.1.12 Conclusion

L'adoption croissante de pratiques durables dans l'industrie avicole, telles que le
compostage, le traitement biologique et la valorisation énergétique des sous-produits, ainsi que
le respect des normes environnementales et sanitaires, constitue une réponse proactive a ces
défis. Ces approches favorisent non seulement la réduction des impacts environnementaux
associés aux déchets de volaille, mais également une gestion plus responsable des ressources.
En conséquence, la mise en ceuvre de ces pratiques renforce la durabilité de l'industrie avicole

tout en contribuant a la protection de notre environnement et de notre santé collective.
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Chapitre Il : Méthodes d'extraction de la kératine

A.l11.1 Introduction :

L'extraction de la kératine est un domaine de recherche essentiel pour diverses industries. Des
techniques variées ont été développées pour extraire cette protéine avec efficacité et préecision,

notamment par méthodes chimiques, exposition aux micro-ondes et d'autres procédés innovants

[1].
A.11.2 Extraction de la kératine :

L'un des principaux défis associés a l'utilisation de la kératine réside dans I'extraction ou
I'isolement efficace de cette protéine a partir de matériaux riches en kératine tels que les plumes,
les cheveux ou les ongles. Plusieurs méthodes ont été développées pour relever ce défi, chacune
avec ses avantages et ses inconvénients. Dans ce contexte, nous allons citer les méthodes les

plus couramment utilisées dans le schéma suivant [2].

Méthode de micro-onde Méthode d'explosion a

vapeur
e Y

Meéthodes
extraction de

Méthode de \\ kératine
MRCOME L o o Meéthode de ultrason

enzymatique

Meéthode chimique
Méthode de Méthode de Méthode de ‘\'lé}h".dc de
réduction oxydation hydrolyses liquide
ionique

Figure A.l11.1 : Classification des méthodes d’extraction de Kératine.
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A.l11.2.1Méthode chimique :

Les traitements chimiques utilisent des agents tels que des acides, des bases ou des agents

réducteurs pour dégrader les structures protéiques environnantes et libérer la kératine. Ces

méthodes nécessitent souvent des conditions de pH et de température spécifiques pour étre

efficaces.

la kératine de cheveux

Oxydation
Acide péracetique

Résidues de Cystéine dans

o}
L e
HO/\‘/ 2
\SH

Réduction
(Acide thioglyconique)
+
0
Structure de P
résidue de o
Cyctéine aprés KERATEINE g
I'extraction de 8
protéine b
o N
NH 1 H
o
\ \
Hydrogel \

Figure A.l1l. 2 : Méthode chimique [3].

Cette classe se subdivise en 4 sous classes :

e La méthode de réduction :

Cette méthode implique l'utilisation des agents réducteurs, tels que les thiols (par exemple le

mercaptoéthanol thioglycolate d'ammonium) est la technique la plus rapportée pour rompre les

liaisons disulfures de cystine (R-S- S- R) et la formation de cystéine (R -S- H), permettant ainsi

de dénaturer la structure protéique. Malgré le fait que la structure de la chaine de kératine est

préservée dans cette méthode, permettant ainsi de dénaturer la structure protéique [4].

Ces agents réducteurs agissent en rompant les liaisons disulfures présentes dans la structure de

la k La rupture des liaisons disulfure entraine un dénouement des structures protéiques, ce qui

facilite leur solubilisation dans la solution [4].
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Ce processus est souvent utilisé dans le domaine de la cosmétique pour le lissage des cheveux

ou le traitement des fibres de kératine pour diverses applications de  kératine.
e La méthode d’oxydation :

La méthode d’extraction de la kératine par oxydation est un processus chimique utilisant des
agents oxydants tels que les acides formique, peracétique et peroxyde d’hydrogéne [5]. Ces
acides forts sont les plus utilisés pour la réaction d'oxydation qui transforme les groupes
sulfhydriles (-SH) en groupes sulfonates (RSO3H) ou en autres groupes réactifs, ce qui conduit
a la rupture des liaisons disulfure (S-S).Ce processus prend généralement beaucoup de temps,
plus de 24 h de temps de réaction requis pour obtenir un rendement raisonnable. En fonction de
la présence ou de I'absence de liaisons disulfure dans la structure de la kératine, plusieurs sous-

fractions peuvent étre obtenues [6].

e La méthode d’hydrolyses alcaline :

La méthode d'extraction alcaline nécessite des quantités importantes de produits chimiques
alcalins tels que I'hydroxyde de sodium ou I'hydroxyde de potassium sont utilisés pour
augmenter le pH de la solution, ce qui facilite la rupture des liaisons chimiques dans la kératine,
en particulier les liaisons ioniques et les liaisons peptidiques et rend celle-ci plus soluble et
I'utilisation d'acides pour la neutralisation. La chaine primaire de la kératine est endommagée

et sa structure est perturbée par la méthode d'hydrolyse [7].

Cette méthode est souvent utilisée pour le déplumage des plumes ou le traitement des cornes et

des ongles dans I'industrie du cuir et de la maroquinerie.

H»
~H H fs—c—c
C—C —s8 ¢ N\

:fCH— C—SO03H + HO3S—C—C_

Figure A.ll. 3 : Méthode d’hydrolyses.
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e La méthode de liquide ionique :

La méthode d'extraction de la kératine a I'aide de liquides ioniques est une méthode innovante
qui utilise des composés organiques ioniques telle que chlorure de 1-éthyl-3-
méthylimidazolium pour dissoudre et régénération la kératine [8].

Ces liquides sont des solvants verts relativement récents qui ont beaucoup attiré I'attention et
qui ont été utilisés pour extraire la kératine a partir des biosources Cependant, ce processus doit
étre effectué sous azote et nécessite un contréle précis de la température, la matiére premiére

doit étre ajoutée en petites portions dans le liquide chaud, et la kératine obtenue n'est pas soluble
dans l'eau (figure A.ll. 4).

Température .~ le reste de dialyse + IL
détecteur

. ‘ ( = - . ' ]
huile de -
silicone/ . =
T~ Mélange ¥ == )
[ centrifugé Surnageant
— —_— —_——— —
.
Cheveux humains e : e S .
(lavé et délipidé) Cheveux meélangés avec Solution chaude versé

liquide ionique (IL) dans | M HCI Mélanine kératine

BMIM'(CI]  wfe

3

:
:

BMIM*[CI] 1a distribution des liaisons hydrogéne des cheveux soluble

Figure A.ll. 4 : Méthode liquide ionique [8]
v' Mécanisme de I'extraction de kératine par liquide ionique :

Les liquides ioniques sont constitués de cations et d'anions, ces ions du liquide peuvent interagir
avec les groupements fonctionnels de la kératine, tels que les groupements amines (-NH>), les
groupements acides (-COOH) ou les groupements sulfhydriles (-SH) favorise sa dissolution par
des phénomenes tels que la solvatation, ou les ions du liquide ionique entourent les molécules
de kératine pour les disperser dans la solution [8].
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A.11.2.2 Méthode ultrason :

L'extraction par ultrasons est une méthode efficace pour extraire la kératine de diverses sources
telles que les cheveux, les plumes, les sabots et les cuirs. Cette méthode également connue sous
le nom d'échographie, est une technique qui utilise des ondes sonores a haute fréquence
(supérieures a 20 000 Hz, donc inaudibles pour I'oreille humaine) [9].

Principe d'extraction est repose sur le phénomeéne de cavitation, qui consiste dans la formation
et I'effondrement rapide de bulles microscopiques dans un liquide. L'effondrement de ces bulles
crée des forces de cisaillement et des micro jets qui peuvent perturber les parois cellulaires et

libérer la kératine [10].

Cette méthode est utilisée en fonction des plusieurs facteurs : Fréquence et amplitude des
ultrasons, temps d'extraction, température, type de solvant (figure A.1l. 5).

Figure A.ll. 5 : Méthode ultrason [10].
A.11.2.3 Méthode d'explosion a vapeur :

Une approche alternative d'extraction consiste en I'explosion & la vapeur d'eau, une méthode
couramment utilisée pour générer des matériaux biosourcés. Dans ce processus, le matériau est
exposeé a une vapeur a haute température pendant une bréve période, favorisant son infiltration
dans les tissus, suivi d'une décompression et d'une explosion rapide se produisant en quelques
millisecondes. Bien que cette méthode offre des avantages en termes de temps de traitement,
de digestibilité, d'applicabilité a basse température et de solubilité élevée, la kératine extraite

présente généralement une concentration réduite en cystéine [11] (figure A.ll. 6).
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Figure A.11. 6 : Méthode d'explosion a vapeur [12].

A.11.2.4 Extraction par micro-onde :

Le chauffage par micro-ondes est une autre méthode d’extraction réputé pour réduire I'énergie
d'activation grace a un chauffage uniforme, contrairement a la méthode traditionnelle qui est
irréguliere et non uniforme. Bien que la raison précise de cette baisse d'énergie d'activation
demeure inconnue, certains suggerent que la décomposition du groupe ester sous l'effet des
rayonnement micro-ondes qui ont génerent de la chaleur, ce qui dégrade la structure de la

matiere premiere et libere la kératine dans la solution [11] (figure A.1l. 7).

Figure A.1l. 7 : Extraction par micro-onde.

A.11.2.5 Extraction microbiologique et enzymatique :

La croissance soutenue de l'industrie avicole entraine une augmentation des déchets issus a la
fois des installations de production et des usines de traitement. Le processus de traitement de la
viande de volaille génere d'importants déchets solides tels que les plumes, les viscéres, les 0s

et les restes mortels. L'utilisation d'enzymes pour convertir ces sous-produits en matériaux a
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plus forte valeur ajoutée représente une stratégie prometteuse. Ces enzymes peuvent étre
employées pour transformer les déchets de volaille en aliments pour animaux ou en engrais,
entre autres applications. De plus, I'hydrolyse des sous-produits animaux peut générer des
peptides bioactifs ou d'autres molécules ayant des effets physiologiques significatifs [13]
(figure A.11. 8).

Cheveux i Résidus de i Centrifuger ,
% evel Filtrer S i Filtrer > 2 > Laver
RINATINS * | 800 mailles 8586 g, 10 minutes 6 fois

- deux fois

—
=)

1 extraction CAP v 3 Enzymatique

CAP de

2 Extraction de hydrolyse

kératine

Figure A.ll. 8 : Extraction enzymatique [14].

A.11.3 Les biomatériaux a base de kératine :

La structure de kératine est constituée de 20 acides aminés et ces derniers contiennent des
groupements fonctionnels variés (acides, amine, thiol) donc la kératine peut subir a plusieurs

réactions (Figure A.11.9).

-COOH
Anhydrides Ethylamine
Anhydrides
Déamination Kératine
-NH,
% -CH
-CH, i

i i -Acides chlorides
-Diamide Thiolation -Aldéhyde
-Carbodiimide

W @

Figure A.1l. 9 : Différentes réactions chimiques de synthese des biomatériaux kératiniques

Estérification
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A.11.3.1 Quelques exemples de syntheses des biomatériaux kératiniques et leurs

d’applications :

Vu la diversité de structures de kératine et de leurs propriétés, les biomatériaux synthétisés a
base de kératine sont utilisés dans plusieurs domaines : biologique comme agent antibactérien,
antifongique, antituberculeux, anticancéreux ainsi que dans les applications industrielles
biopolymere et la catalyse.

En 2019, le groupe de Nanthavanan a synthétise nanoparticule de bases de Schiff a partir
de kératine en mélangeant la poudre de kératine extraite de plume dissout dans d'eau déionisée,
puis on ajoute le glutaraldéhyde a 8%. La kératine extraite et sa nanoparticule kératinique
correspondant ont présenté une activité antioxydante intéressante de 1’ordre de 56,33 et 72,22%
respectivement a 0,1 pg/mL par rapport au témoin vitamine C (81,83%).
Les mémes biomatériaux ont montré une activité considérable contre quelques souches
bactériennes Staphylococcus aureus Salmonella typhi dont le diamétre de zone d’inhibitions est
égal 23 mm et 27 mm respectivement pour la kératine extraite et 24 mm 28 mm respectivement

pour la nanoparticule kératinique (figure All. 8), [15].

Figure A.1l. 10 : Activité antibactérienne de La kératine extraite et sa nanoparticule
kératinique correspondant

La kératine est extraite de biodéchet animal ou humain tels que les plumes, la plume et les
cheveux. Ces biomatériaux peuvent étre transformés en hydrogels, films, membranes,
nanofibres et éponges pour diverses applications biomédicales [16] par des méthodes

d'hydrolyse chimique ou enzymatique [17].

Par exemple, I’équipe de Sow et Yang a synthétisé des hydrogels de kératine et utilisés
comme cicatrisant des plaies et la libération de médicaments, grace a leur capacité de rétention
d'eau et leur biocompatibilité [18]. Les films et membranes de kératine servent comme

pansements pour les plaies, offrant une protection et favorisant la guérison [19].
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En outre, les systemes de libération contr6lée a base de kératine permettent une délivrance
ciblée des meédicaments, maximisant l'efficacité thérapeutique et minimisant les effets

secondaires [20].
A.11.4 Conclusion :

L'extraction efficace de la kératine représente un défi technique crucial pour de nombreuses
industries. Au fil des années, des progres significatifs ont éte réalisés grace au développement
de techniques novatrices telles que I'utilisation de procédés chimiques, d'exposition aux micro-
ondes et d'autres méthodes émergentes. Ces avancées promettent d'améliorer la qualité et la
rentabilité de la production de kératine, ouvrant ainsi la voie a de nouvelles applications et
opportunités dans un large éventail de secteurs industriels. Les recherches continues dans ce
domaine sont essentielles pour répondre aux besoins croissants de ces industries et pour

exploiter pleinement le potentiel de cette protéine polyvalente.
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Chapitre A.III : Activité antioxydante et ’application la kératine
A.111.1 Introduction :

Nos cellules et tissus peuvent étre soumis a une grande variété d’agression physiques
(traumatisme, irradiation, hyper ou hypothermique), chimiques (acidose, toxines) et
métaboliques (exposition a des xénobiotiques, privation d’un facteur hormonal ou facteur de
croissance). La plupart de ces agressions débouchent sur une expression commune appelée
stress oxydant, di a I’exagération d’un phénoméne physiologique, normalement trés controlé,
la production de radicaux dérivés de 1’oxygene [1] caractérisés par la présence d’un électron

non apparié sur la couche électronique la plus externe (Figure A.111.1).
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Facteurs exogénes
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Facteurs endogénes Déficit
(intérieur) immunitaire

Traumatismes
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déséquilibrée ress

[0AY — ~— Vieillissement

Figure A.111.1 : Les causes de stress oxydatifs

Selon la figure précédente, on distingue deux sources de stress oxydatifs :

e Sources Endogeénes :
Les radicaux libres, principalement des espéces réactives de lI'oxygéne (ROS) et de l'azote
(RNS), sont produits naturellement lors des processus métaboliques, comme la respiration
cellulaire et I'inflammation.

e Sources Exogenes :
Les facteurs environnementaux tels que la pollution, les radiations UV, le tabagisme et les

toxines peuvent augmenter la production de radicaux libres [2].

A.111.2 Stress Oxydatif et Kératine Antioxydante :
Le stress oxydatif est un déséquilibre entre la production de radicaux libres et la capacité de
I'organisme a les neutraliser par des antioxydants. Il est lie avec Ce désequilibre entraine des

dommages cellulaires et est impliqué dans de nombreuses maladies et le vieillissement [3].
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A.111.3 Type de Stress Oxydatif
Ce stress peut étre cause par des sources naturelles ou synthétiques, chacune ayant des

implications différentes pour les organismes vivants et les matériaux.

Synthétiques
Sources de Stress X )
Oxydatif - .
Naturelles

Figure A.l111.3 Type de Stress Oxydatif
A.111.3.1 Sources Naturelles du Stress Oxydatif :

A.111.3.1.1 Métabolisme Cellulaire

e Inflammation :

Les cellules immunitaires produisent des radicaux libres pour détruire les agents pathogenes,

générant des ROS et des RNS (especes réactives de I'azote) [3].

A.111.3.1.2 Exposition Environnementale :

e Rayonnement UV :

L'exposition au rayonnement ultraviolet du soleil peut générer des ROS dans la peau, entrainant

des dommages cellulaires et le vieillissement cutané [4].
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e Polluants Naturels :
Les éruptions volcaniques, les incendies de forét et les tempétes de sable peuvent libérer des

particules et des gaz réactifs qui augmentent le stress oxydatif [5].

A.111.3.2 Sources Synthétiques du Stress Oxydatif :

A.111.3.2.1 Pollution Industrielle
e Emissions de Véhicules :
Les gaz d'échappement contiennent des particules fines et des composeés réactifs qui peuvent

induire un stress oxydatif [3].

e Déchets Chimiques :
Les rejets industriels de produits chimiques, tels que les métaux lourds et les solvants

organiques, sont des sources majeures de radicaux libres [6].
A.111.3.2.2 Produits Chimiques et Médicaments :

e Pesticides et Herbicides :
L'utilisation de produits agrochimiques peut générer des radicaux libres dans les organismes

cibles et les écosystemes environnants [7].

e Meédicaments :
Certains médicaments, comme les anticancéreux et les anti-inflammatoires non stéroidiens

(AINS), peuvent augmenter la production de ROS dans le corps [8].

A.111.3.2.3 Radiations
e Radiothérapie :
Les traitements de radiothérapie pour le cancer génerent des ROS pour détruire les cellules

cancéreuses, mais peuvent aussi endommager les cellules saines [9].

e Exposition Professionnelle :
Les travailleurs exposés aux radiations ionisantes dans les secteurs nucléaires ou médicaux

peuvent subir un stress oxydatif accru [5].

A.l111.4 Antioxydante :
Les antioxydants sont des agents de prévention, ils bloquent I’initiation en complexant les
catalyseurs, en réagissant avec I’oxygene, ou des agents de terminaison capables de dévier ou

de piéger les radicaux libres, ils agissent en formant des produits finis non [10].
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Action des antioxydants sur les radicaux libres

} Electron =
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Figure A.111.4 Radicaux libres et antioxydants [11]

A.l11.5 Types d’antioxydants :

On peut distinguer plusieurs types d’antioxydants :

v Antioxydants enzymatiques
Trois enzymes ont un réle essentiel dans la détoxification des espéces réactives de
I’oxygene. La superoxyde dismutase (SOD) catalyse la conversion de deux ions
superoxydes et deux protons en peroxyde d’hydrogeéne et oxygene [12]. On la retrouve

dans un grand nombre d’organismes vivants soulignant ainsi son importance [13].
v" Antioxydants non enzymatiques

Le glutathion est un tripeptide composé de cystéine, glutamine et glycine. C’est la plus
importante des défenses antioxydantes en quantité et probablement en qualité. Il posséde
une activité antioxydante propre mais surtout en tant que cofacteur de la glutathion
peroxydase.

Une fois oxydé en glutathion disulfure, il est réduit par le glutathion réductase en
présence de NADPH. Le couple glutathion disulfure/glutathion est le principal
responsable thiol de la balance redox intracellulaire.

Les vitamines A, C et E ont aussi des propriétés antioxydantes. Les vitamines C et E

permettent leur régénération mutuelle apres oxydation [14] ainsi que les polyphénols.

A.l111.5 .1 Méthodes de détermination de I’activité antioxydante

Il existe plusieurs méthodes qui ont été mises au point pour I’estimation in vitro du

pouvoir antioxydant d’un échantillon, on citera les méthodes les plus utilisées :
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» Méthode du DPPH.
Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH.) est un radical stable et de couleur violette
ensolution, il fut I'un des premiers radicaux libres utilisés dans 1’étude visant a
déterminer la relation structure-activité antioxydante des composes phénoliques [15]. Le
DPPH est réduit enprésence d’une substance réductrice (antioxydante) pour donner
la couleur jaune dudiphénylpicrylhydrazine. Cette réduction est suivie par
spectrophotométrie UV, en mesurant ladiminution de 1’absorbance a 517nm ; ce qui nous

permet de mesurer le pouvoir antiradicalairesde 1I’échantillon testé (Figure A.111.5), [15].

. H
O:NGN_N + AH = O:NGN—N A
N\
o, "No,
l,r,, ~r, ‘\.“ .-'
Violet ‘ J
Jaune

Figure A.111.5 : La forme réduite DPPH et la forme radical DPPH®.

> Ladécoloration ABTS, acide 2,2 -azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-
sulfonique)(ABTS™)
L'ABTS" est un radical libre stable. Il est trés utilisé pour évaluer le pouvoir antioxydant

des fluides biologiques, des huiles essentielles, des extraits ou bien des composés purs

[16].
0" I 3 .5
V "5 - = o S0,

ABTS

Figure A.111.6 : La forme réduite ABTS et la forme radicale de cation ABTS **
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» Meéthode du CUPRAC
La méthode CUPRAC (cupric ion Reducing Antioxidant Capacity) [17] est utilisée pour
la réduction du Cu(ll) et par le traitement du Cu(l) avec un réactif chromogene
Néocuproine (NC) (2,9 -diméthyl- 1,10-phénanthroline) [18].

La méthode CUPRAC (cupric ion Reducing Antioxidant Capacity) [17] est utilisée
pourla réduction du Cu(ll) et par le traitement du Cu(l) avec un réactif chromogene
Néocuproine (NC) (2,9 -diméthyl- 1,10-phénanthroline) [18].

+H*

Produit jaune orangé

Reéactif CUPRAC
Bleu claire

Figure A.111.7 : Réaction de CUPRAC par une molécule antioxydante.

A.111.6 Quelques exemples des biomatériaux kératinique synthétisé :

Idris et coll. ont exploré des méthodes pour 1’extraction de la kératine de plumes de dinde
en utilisant des liquides ioniques [BMIM]CI, [AMIM]CI et choline thioglycolate sous
atmospheére d'azote a 130 °C pendant 10 heures. Il a été démontré que [BMIM]CI, [AMIM]CI
et choline thioglycolate pouvaient extraire la kératine de plume de dinde sans ajout de solvant
ni d'autres produits chimiques. Une solubilité significative, atteignant jusqu'a 45 % en poids, a
été obtenue. Par rapport au matériau de départ, la kératine extraite présente des modifications

structurelles au niveau des chaines polypeptidiques.

En 2019, I’équipe de Nanthavanan est utilisée des plumes de poulet comme matiére premiere
pour extraire la kératine et ce dernier est réagi avec le glutaldehyde pour synthétiser de nouvelle
nanoparticule. Le pourcentage d'activité de piegeage des radicaux libres DPPH par la kératine
extraite est de 1’ordre de 85,55 % a 0,5 pug/ml. En revanche, un fort pouvoir antiradicalaire est

noté par la nanoparticule correspondante est augmentée par rapport a kératine est égale de 94,44
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% a 0,5 pg/ml, ce qui est supérieur a l'activité antioxydante de la protéine de keratine. Tandis
que l'activité antibactérienne de nanoparticule de kératine et la kératine extraite a été testée
contre Staphylococcus aureus et Salmonella typhi. Le diametre de la zone d'inhibition
nanoparticule de kératine et la kératine extraite est de 24 mm et 28 mm respectivement. Pour la
kératine extraite la valeur de diamétre de la zone d'inhibition pour contre S. aureus et S. typhi

est de I’ordre de 23 mm et 27 mm respectivement [19].

En 2018, le groupe d'Azmi s'est concentrée sur deux aspects principaux : tout d'abord, il ont
comparé et optimisé I'extraction de la kératine a partir de plumes de dinde en utilisant les
ultrasons et les méthodes conventionnelles. Ensuite, ils ont développé un matériau polymere
biodégradable a partir de la kératine extraite, envisagé comme un co-produit de valeur ajoutée
dans le domaine de I'emballage et d'autres applications. Les résultats obtenus ont montré que
I'irradiation ultrasonique améliore considérablement le rendement de I'extraction de la kératine
par rapport a la méthode conventionnelle, réduisant le temps d'extraction d'environ 2 heures a
moins de 20 minutes. Aprés caractérisation, le matériau a été utilisé dans diverses applications
[20].

En 2022, le groupe de Cakmak a comparé pour la premiére fois deux méthodes distinctes
d'isolement de la kératine a partir des plumes d'oie domestique (Anser domesticus) en utilisant
deux NaS et EDTA. lls ont utilisé la méthode de Kjeldahl pour déterminer les protéines brutes
des poudres de kératine obtenues par ces deux techniques afin d'évaluer leur activité
antioxydante. Le rendement de I'extraction de kératine par la méthode NazS présente est de
I’ordre de 86,34 %. Cependant, l'activité antioxydante obtenue avec la méthode EDTA est
presque trois fois supérieure a celle obtenue par la méthode Na.S, suggérant ainsi qu'elle

pourrait étre une source potentielle de kératine pour des études futures [21].

A.l11.7 Conclusion

Ce chapitre explore les mécanismes du stress oxydatif, les effets sur les tissus, et comment
la kératine qui a un pouvoir antioxydant peut offrir une protection efficace. Tandis les
biopolymeres kératines analogues renforce enrichie en antioxydants peut neutraliser les

radicaux libres, réduisant ainsi les dommages oxydatifs.
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Chapitre I. Techniques et appareillages utilisés
B.1.1 Introduction :

Dans la partie A de ce chapitre, nous décrirons les produits utilisés, les dispositifs de synthese
et les méthodes de caractérisation employés pour analyser nos échantillons. Nous détaillerons

également le matériel et les techniques utilisés pour réaliser I'étude biologique.
B.1.2 Matériels de synthese :

e Montage de synthése :
Dans notre montage expérimental, nous avons utilisé les éléments essentiels suivants :
- Une plaque chauffante avec agitation magnétique.
- Un réfrigérant qui sert & condenser le solvant pendant la réaction.

e Reéactifs et solvants utilisés :

Tableau B.1.1 Caractéristiques des produits chimiques et les solvants utilisés

Réactifs et solvants Structure M. (g/mol) T:(°C) T (°C)  Densité
(g/cm?)
Méthanol CH4O 32.04 / 0.7910 0.7910
Ethanol C2HesO 46.06 / 0.789 0.789
Acétone CsHesO 58.08 / 0.784 0.784
Acide acétique C2H40: 60.05 / 1.0492 1.0492
Eau déminéralisé H20 18 / 100 1
Eau distillee H20 18 / 100 1
Nitrate d’argent AgNO; 169.87 212 212 4.35
Nitrate de fer (111) Fe (NOs)s 404 47.2/125 125 1.68
Sulfate de cobalt CoSO4 281.10 100 100 1.948
Dimethylsulfoxide CoHsOS 78.13 18.5 189 1.1
2,2-diphényl CisH12NsOs 394.32 135 / 14
1-picrylhydrazyle (DPPH)

Hydroxyde de sodium NaOH 39.997 318 1390 2.13
Acide ascorbique CsHsOs 176.12 190 192 1.65
2-aminoisobutyric CsHsNO: 103.12 333 / 1.21

L-cystine CsH12N204S2 240.30 247 / 1.68
Cystéine CsH/NO:S 121.16 240 / 1.33
n-Butanol CsH100 74.12 -89.8 117.7 0.81
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B.1.3 Méthode de caractérisation :

B.1.3.1 Point de fusion :
Les points de fusion sont déterminés a l'aide d'un appareil KRUSS, capable de mesurer jusqu‘a

400 °C, en utilisant un capillaire a point de fusion.

Figure B.1.1 : Appareil KRUSS de point de fusion

B.1.3.2 Spectrophotométrie UV-Visible :

Les produits de départ et les produits synthétisés sont analysés par absorption UV-Vis a l'aide
d'un spectrophotometre OPTIZEN (MECASYS). L'étude est réalisée avec une cellule en quartz
de 1 cm d'épaisseur, en utilisant du méthanol ou de I'eau distillée comme solvant, selon le type

de composé. Les spectres électroniques sont enregistrés dans l'intervalle de 190 a 600 nm.

Figure B.1.2 : Spectrophotométrie d’absorption moléculaire UV-visible

B.1.3.3. Spectroscopie infrarouge
Les composés solides sont analysés en utilisant une pastille de KBr pour obtenir des spectres

IR avec un spectromeétre Jasco V-530, couvrant la plage de 4000 a 400 cm™. Cette analyse est
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réalisée au laboratoire de chimie organique du Département de Chimie de I'Université Es-Sénia

a Oran.

B.1.3.4. Chromatographie sur couche mince (CCM) :

La chromatographie sur couche mince est une technique de séparation qui utilise une phase
stationnaire (une plague mince recouverte d'un adsorbant) et une phase mobile (un solvant)
pour séparer les composants d'un mélange.

Application a la Kératine :

. Evaluation de la Pureté : La CCM permet de séparer les différents composants
présents dans I'extrait de kératine, aidant a évaluer la pureté de I'échantillon.

. Identification des Composants : En comparant les positions des taches sur la plague avec
des standards connus, il est possible d'identifier les différents composants de la kératine.
Chaque constituant migre d'une certaine hauteur, caractéristique de la substance, que l'on

appelle rapport frontal ou rétention frontale (Ry) 2.

Rt = d substance / d solvant

d substance : Distance parcourue par le composé (mesurée au centre de la tache).dsovant : Distance

parcourue par le front du solvant.

couvercle

front de l'éluant

o cuve i chromatographie

plaque CCM

ligne de depot

L éluant
- -

200 O
o

-
nX

\/
Echantilions

Melange d'eluant

Figure B.1.3 : Montage de la Chromatographies sur Couche Mince
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Chapitre 11 : Extraction de kératine de plume et synthése des biomatériaux

B.11.1 Introduction :
Dans cette partie, nous décrirons les matériaux utilisés, les dispositifs expérimentaux et nous
citons les principaux objectifs de ce travail. Nous détaillerons également le mode opératoire et

nous passons par la suite a I’extraction de kératine des plumes.

B.11.2 Description des materiaux utilisés et des dispositifs expérimentaux :

Durant la partie pratique, Nous avons utilisé le matériel suivant :

e Une plaque d’ Aluminium pour CCM e Bécher

e Cuve a chromatographie e Balance

e Pipette pasteur e Spatule

e Pipette (10 ml) e Boite de pétri

e L’étuve e Verre a montre

e Eprouvette e Barreaux magnétiques

e Papier filtre e Plaque chauffante d’agitateur
e Masques magnétique

e Gants

B.11.3 Généralités et objectifs
D’apres 1’étude bibliographique effectuée a montré que les matieres d’origine kératinique issus
des plumes sont des déchets contiennent plus de 90% de kératine. Nos objectifs de travail sont :
1. L’extraction de kératine a partir de plume de dinde par différentes méthodes.
2. Identification qualitative de kératine de plume extraite.
3. Synthese de nouveaux matériaux par le greffage des hydrazides aromatiques sur la
kératine de plume.

4. Activité antioxydante de nouveaux matériaux a base de kératine extraite de plume.

B.11.3.1 Préparation de matiére premiére (source de kératine) :
La préparation de la matiére premiere pour l'extraction de kératine a partir des plumes de dinde

se passe en plusieurs étapes :
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v' Etapes de Préparation de matiére premiére :

1. Collecte et Sélection des Plumes :
Les plumes de dinde sont collectées dans des abattoirs ou des usines de transformation de
volaille. 1l est important de sélectionner des plumes propres et intactes pour maximiser le

rendement et la qualité de la kératine extraite.

2. Nettoyage :
Lavage Initial : Les plumes sont lavées a I'eau tiede pour enlever les saletés grossieres
et les contaminants superficiels.
3. Séchage :
Les plumes nettoyées sont ensuite séchées. Le séchage peut étre effectué a l'air libre dans un
environnement propre et sec, ou a l'aide de 1’étuve. Nous avons utilisé la premi¢re méthode

dans notre cas.

4. Broyage et Réduction de Taille :
Une fois seches, les plumes sont broyées pour réduire leur taille. Le broyage peut se faire a
I'aide de broyeurs mécaniques ou de moulins a marteaux, produisant des fragments de plume
de taille uniforme, facilitant ainsi les étapes suivantes d'extraction, dans notre cas, nous avons

utilisé le broyeur mécanique.

L | » Séchage

Figure B.11.1 Etapes de Préparation de Farine de plume.

B.11.4 Mode opératoire :
B.11.4.1 Extraction de la kératine de plumes :

Pour extraire la kératine a partir de plume, nous avons utilisé deux méthodes :

#+ Meéthode Chimique (Hydrolyse alcalin) :

Les fragments de plume sont immergés dans la solution alcaline de NaOH de difféerentes

concentrations a température environ 30 °C pendant plusieurs heures. Aprés I’hydrolyse, on

45



Partie B : Expérimentale Chapitre 11 : Extraction de kératine de plume et synthése des biomatériaux

obtient un mélange contenant un gel et une solution, apres la filtration, le filtrat est acidifié. La
kératine obtenue est récupérée par filtration ou centrifugation et séchée pour obtenir une poudre

beige.

Bobine aléatoire
.5 a-hélicoidal
L ‘,\ % sy P-fenille
- Un pont disulfure
« Thiol pe

Dissolution

fragments de  solution alcalin
plume NaOH

Solubilisé kératine Apreés acidification centrifugation

Figure B.11.2 Extraction de la kératine de plumes par voie chimique (hydrolyse alcalin).
<+ Meéthode par Ultrason :

Les fragments de plume sont immergés dans la solution alcaline de NaOH de concentration de
10% a température environ 30°C. Le mélange est soumis a des ondes ultrasonores a l'aide d'un
sonificateur 50 KHz (70% amplitude de 500 w) pendant une période déterminée une demi-

heure.

sonicateur 50 KHz (70%
amplitude de 500 w)

o

¥

Solubilisé kératine kératine solide

Figure B.11.3 Extraction de la kératine de plumes par méthode ultrason.
B.11.4.2 Caractérisation de la Kératine extraite :
La kératine extraite est caractérisée par diverses techniques physicochimiques pour identifier
sa structure et ses propriétés fonctionnelles. Les techniques couramment utilisées incluent la

spectroscopie infrarouge (IR) et Ultraviolet-visible (UV-vis).
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B.4.3 Identification biochimique des acides aminés par le test Ninhydrine :

1. Test de Ninhydrine:

L'identification des acides aminés par le test a la ninhydrine est une méthode classique en
biochimie pour détecter la présence d'acides aminés. La ninhydrine réagit avec les groupes
amine libres des acides aminés pour produire un compose coloré, généralement bleu ou violet

sur plaque ce qui permet leur identification.

Les étapes typiques pour réaliser un test ninhydrine sur la kératine contenant des acides aminés

sont :
0 S
OH
OH + K-COOH —» "
0 0
Ninhydrine Kératine Produit jaune orangé
)
Z OH
- OH + -NH; —» C O
0
Ninhydrine v :
Test de Ninhydrin

Figure B.11.4 : Identification de la présence des acides aminés par le test Ninhydrine.

e Préparation de la solution de ninhydrine :
Dissoudre la ninhydrine dans un solvant approprié, généralement un mélange d'éthanol et d'eau,

pour obtenir une solution a 0,2 % (M/v).

Mode opératoire :
Dans un tube d’essai, introduire ImL de kératine extraite et 0,5 mL de ninhydrine, Porter le
tube au bain marie pendant quelques minutes a 60°C.Apres le chauffage, la couleur de solution

est devenue marron foncé (Figure B.11.4).

2. Test de Biuret:
Cette réaction caractérise la liaison peptidique. Elle s’applique a 1’analyse qualitative et

quantitative des protéines et des peptides a condition que ces derniers comportent 4 aminoacides
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au moins.

Son principe consiste a ajouter une solution fortement alcaline de sulfate de cuivre & une

solution de protéines entrainant la formation d’un complexe entre 1'ion cuivrique et les liaisons

peptidiques avec apparition d’une coloration violette proportionnelle a la quantité d’amino-

acides présente dans le milieu.

Protéine (Kératine)

-+ CuSO4+ NaOH

Y
r

—» 2Na*

0=C C=0
| |

H—NIx o IN—H
]C_R 'Y cuz‘ R—?

O:cl N v\ 3 C|:O

H—N NIN—H
| |
C—R R—C

Test positif

complexe violet

-2

Mode Opératoire :

Figure B. 11 .5: Test de Biuret.

e Dans un premier tube a essai, verser 2 ml de solution de Glycine et ajouter 4 ml de lessive

de soude et quelques gouttes de solution de CuSOg4 (tube témoin),

e Dans un deuxiéme tube, verser 2 ml de solution d’ovalbumine et ajouter 4 ml de lessive de

soude et quelques gouttes de solution de CuSOa,

e Aprés agitation manuelle, La couleur violette est apparue (Figure BII.5)

B.11.5 Identification de kératine extraite par Chromatographie sur couche mince CCM :

Matériel nécessaire :

e Plaque de CCM d’Aluminium

e Solution des acides amines (Cystine,2-Aminoisobutyric, L-cysteine)

e Kératine extraite

e Tube a essai
e Bain marie
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e Pipette pasteur a pointe coupée

Mode opératoire :

La Kératine est une protéine constituée de différents acides aminés. On I’identifie par
chromatographie sur couche mince. Cette analyse est effectuée sur des plaques prétes a I’emploi
a support en aluminium en phase normale Kiesel gel 60 F254 Merck.

En utilisant quelques constituants des acides aminés (Cystine,2-Aminoisobutyric, L-cystéine) qui
sont disponibles pour comparer avec celle de kératine en effectuant a 1’aide d’un tube capillaire
les quatre dép6ts des produits a identifier dans la plaqgue CCM. Chaque constituant migre d'une
certaine hauteur en utilisant 1’¢luant (un volume de 1’eau, un volume de 1’acide acétique, 3
volumes butanol-1). L’observation des CCM s’effectue en lumiére visible et sous UV (254 et
365 nm), avant la réveélation en pulvérisant par un révélateur a base de ninhydrine sur la plaque.

Aprés le séchage de la plaque dans 1’étuve on remarque que les taches sont colorées en violet.

Identification de kératine par CCM

Marque de solvant aprés \

séchage \ Séchage la plaque de CCM

<L‘_‘ Front de solvant
Pulvérisation @
avec ninhydrine d
%!% ?

Taches violet de

. @ différentes distances

Tache de 'acide
aminé 4 Ligne de dépdt
A1 A2 A3 A4 K |y

Figure B.11.6 : Identification de kératine par CCM
B.11.6 Synthése des matériaux a base de kératine extraite (K1-K3) :

La synthese de la kératine modifiée s’effectue par le procédé général de condensation kératine
extraite avec un hydrazide aromatique en milieu aqueux en présence d’un catalyseur acide 1.
Le mélange est porté sous agitation magnétique a 35 °C. A la fin, le nouveau matériau est filtré,
lavé avec l'eau distillée. Les différents matériaux sont obtenus sous forme de cristaux de

différentes couleurs.
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Figure B.11.7 : Synthése des biomatériaux kératiniques K1-K3.
B.11.7 Activités antioxydant :

e Capacité de piégeage du 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH) radicaux libre

Mode opératoire :

Pour étudier I’activité antioxydante de kératine des différents biomatériaux a base de kératine,
nous avons choisi la méthode utilisant le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle), un radical
libre relativement stable, selon le protocole Bersuder et col. (1998) avec une légére

modification.

En présence de piégeurs de radicaux libres, le DPPH violet est réduit en DPPH jaune (Figure
B.11.8).

. O
+ A-H O;N NN + A
- O
DPPH DPPH-

A-H: Represente antioxydant
Figure B.11.8 : Piégeage du 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH)
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On introduit dans chaque tube Eppendorf : Un volume de 1000 puL de chaque biomatériau
protéique a une concentrations 10 mg/mL en ajoutant un volume de 400 uL d'éthanol absolu et
0,6 mL de DPPH éthanoligue. Le mélange est laissé reposer a température ambiante et dans
I'obscurité pendant 1h.

L'absorbance (A) a été mesurée a 517 nm par un spectrophotomeétre contre un blanc de controle
qui contient 400 pL d’éthanol a la place de 1’échantillon, puis il est incubé dans les mémes
conditions que 1’échantillon. L’acide ascorbique a été utilisé comme un témoin positif.

La capacité de piégeage des radicaux DPPH est calculée comme suit [1]:

1% = (A blanc — A échantillon) ! A blanc

A bianc : Absorbance du blanc (contenant tous les réactifs excepté le composé d’essai).

A ¢chantillon : Absorbance du composé d’essai.
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Réferences :
1. Bersuder, P., Hole, M., and amp; Smith, G. (1998) : Antioxydants from a heated
histidine -glucosemodel system. | : Investigation of the antioxidant role of histidine and
isolation of antioxidants by high-performance liquid chromatography. Journal of the

American Oil Chemists’ Society, 75, 181-187.
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Chapitre 111 : Résultats et discussion de de I’extraction de kératine et

syntheses de ces dériveées

B.111.1 Introduction :

Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés a I’extraction de kératine de la plume et la
synthése d’une nouvelle série de biomatériaux kératinique a partir des syntheses organiques en
utilisant les bases de chiffe ensuite effectuer 1’évaluation antioxydante de ces biomatériaux. La
stratégie de 1’extraction de ligand appelée la kératine et 1a synthese détaillée des produits pivots
a savoir les complexe organiques correspondants et discuterons des résultats par identification
qualitative (CCM, test de ninhydrine et test de biuret) ainsi que les analyses spectrométriques :
UV, IR, ensuite nous présenterons les résultats discutés et commentés du travail réaliseé dans le

laboratoire.

B.111.1.2 L’extraction de kératine par voie chimique (Hydrolyse alcalin) :

Les plumes sont chargées d’impuretés comme de la poussicre et la mati¢re grasse. Pour cette
raison, nous I’avons immergée dans I’eau froide toute une nuit, nous 1’avons ensuite nettoyée
avec du détergeant et rincée abondamment avec 1’eau distillée puis séchée a 1’air libre.

Pour faciliter sa manipulation, nous avons coupé les plumes en fibres tres courtes de longueur

d’environ de 1 mm, en utilisant une paire de ciseaux comme la montre la figure ci-dessous

Figue B.111. 1.1 : Fibres des plumes

Dans un bécher, on prépare une solution alcaline de NaOH avec des concentrations différentes
(2 %, 4 % et 10 %). Plusieurs essais ont été réalisés afin d’avoir le meilleur rendement de
kératine extrait. La concentration, la température et la durée des expériences sont les parametres

sur lesquels on doit jouer pour réussir cette extraction. Pour toutes ces experiences, nous avons
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utilisé 5 g de plume. Cing solutions sont préparées, la composition de chacune est illustrée dans

la figure et le tableau ci-dessous.

Tableau B.111.1.1 : Les différents essais effectués pour extraire la kératine de la plume.
Composition Température Durée Rendement
(°C) (h) (Gel/solide)
01 Les plumes+2% de 30 3h -/ 6,4%
NaOH (méthode chimique)
02 Les plumes+4% de 30 3h 6,2% / 33%
NaOH (méthode chimique)
03  Les plumes+10% de NaOH (méthode 30 3h 74,2% [ 12%
chimique)
04 | Les plumes+10% de NaOH (méthode 60 3h 26,6% / 21%
chimique)
05  Les plumes+10% de NaOH (méthode 30 30min  91,2%/5,2%

ultrason : sonicateur de 50 KHz, 70%
amplitude de 500 w)

B.111.1.2.1 Résultats et discussion de I’extraction de kératine de la plume :

A) Par voie chimique (hydrolyse)

Tout d’abord, nous avons constaté¢ 1’apparition d’une couleur jaune dans chaque solution
indiquant I’attaque de NaOH sur les fibres de la plume et cette couleur provient des acides
aminés existants a la surface de la cuticule. La transformation apportée a la laine consiste a
casser les ponts disulfures afin de déployer et de réorganiser ensuite les macromolécules qui la
composent et on remarque une odeur forte caractéristique des groupements sulfhydriles (SH)
qui se dégage lors de la mise en contact de la laine. Ensuite lors de la filtration sous vide des

solutions, effectuée en utilisant un Bichner (Figue B.111.1. 2)
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Produit obtenu
apres I’hydrolyse

Solution de NaOH
apres filtrations

Figue B.111.1.2 : Etape de filtration des solutions

La figure suivante illustre les étapes d’acidification et centrifugation afin d’obtenir le solide.

Acidification filtrat acidifiés précipitation
de filtrat

kératine solide kératine humide lavage centrifugation
apres séchage

Figue B.I11. 1.3 : Etape d’acidification et centrifugation

Ces étapes détaillent le processus d'acidification et de centrifugation utilisé pour obtenir la

kératine solide a partir de la solution de kératine extraite. En ajustant le pH ensuite en utilisant
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une centrifugation adéquate. Apres lavage successive, on obtient une kératine solide de haute
pureté préte pour diverses applications.

La figure suivante montre les étapes de séchage du gel de kératine. Aprés avoir récupéré le gel,
nous l'avons placé dans une boite de Pétri puis mis dans une étuve a une température de 35°C
jusqu'a le séchage du gel.

Figue B.111. 1.4 : Etape de séchage du gel de kératine

D’aprés la figure suivante, nous décrivons les résultats obtenus apres filtration.

Essai N 04 Essai N" 05

Figue B.111.1. 5 : Préparation des échantillons.

> Résultat de I’essai N°01 : Dans cet essai, nous avons constaté qu’il n'y a pas d'influence de
NaOH sur les plumes. Cela signifie que l'utilisation de la concentration de 2% de NaOH n'a
pas amélioré le rendement (6,4%) de I'extraction de la kératine.
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Cette absence d'effet pourrait étre due a une concentration insuffisante de NaOH pour
dénaturer efficacement les protéines des plumes.

Résultat de I’essai N°02 : avec une concentration de 4% de NaOH, le rendement obtenu
est de I'ordre de 33% de kératine solide et 6,2% de kératine gel. L'augmentation de la
concentration de NaOH a pu influencer sur I'extraction de kératine des plumes, mais a aussi
entrainé la formation d'une fraction de gel.

Résultat de ’essai N°03 :

L'essai 03 montre que 1’élévation de la concentration de NaOH (10%) a une température de
30°C conduit a I’augmentation de rendement en kératine gel de I’ordre de 74,2% et 12% de
kératine solide.

Résultat de ’essai N°04 :

L'essai 04 montre que l'augmentation de la température (60°C) avec la méme concentration
de NaOH (10%) conduit & un faible rendement de 21% et 26,6% pour kératine solide et gel

respectivement.

B) Par voie ultrason :

>

Résultat de I’essai N°05 :

L'essai 05 démontre que 1‘extraction de kératine par voie ultrason avec une concentration
de 10% de NaOH pendant une demi-heure a température de 30°C est extrémement efficace.
Cela conduit a un rendement trés élevé de I’ordre de 91,2% en gel et & une formation

minimale de kératine solide (5,2%).

La comparaison des méthodes de 1’extraction de kératine des plumes d’aprés le tableau C.1.1

montre que la voie ultrason est une méthode trés prometteuse et conduit a un meilleur

rendement de 91,2% par rapport a la méthode chimique (1’essai N°03).

B.111.1.2.2 Identification structurale de kératine extraite de plume :

La structure de kératine est mise en évidence par la spectroscopie IR.

>

Spectroscopie IR :

La figure C.1.6 présente le spectre de la kératine en mode absorbance. L’attribution des bandes

spectrales est résumée ci-dessous.

Les changements conformationnels dans les chaines polypeptidiques de kératine extraite de la

plume sont analysés a partir du spectre IR.
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On observe, une bande d'absorption est apparait environ de 3280 cm™ correspondant a la
vibration N-H confirme la présence de I’amide A. Les deux faibles pics s’étendent entre
2851 42918 cm™ sont liés a la vibration de groupement alkyl CHs [1,2].

Concernant ’amide I, la bande se présente autour de [1600 cm™-1700 cm™]. Un pic intence

d’absorption attribuée a la fonction carbonyle C=0O couplée trés légérement avec les
vibrations des groupes N-H et C-N située & 1633 cm™ [3,4].
Pour I'amide Il, la bande spectrale se présente autour de [1410 cm™-1600 cm™].
La présence d’une bande atour de 1533 & 1526 cm est assigné la fonction amine N-H et
élongation de liaison C-H, cette bande caractérise la feuille p [2].
Une bande a 1448 cm™ apparait avec la méme intensité dans les deux courbes
caractéristiques de H.C-CH indique que le squelette carboné du polypeptide n’est pas
dégradé lors de I’extraction de kératine.
Amide 11, La bande spectrale se présente autour de a [1244 cm™-1339 cm™] est de trés
faible intensité. Elle est attribuée principalement au groupement C-N et N-H [5,6] ainsi que
des signaux provenant de la déformation de C=0 et de la vibration de 1’¢élongation C-C
[7,8].
La présence d’une faible intensité a 1049 cm™ est liée a la vibration (S-O) de I’acide
cystique. Ainsi que ’apparition d’un pic autour de 1080 cm™ correspond au sel de Bunte
(Cy-S-SOsNa).

Le pic & 974 et 552 cm! est associé aux liaisons C-S et S-S [5].

Les bandes des amides I-III confirment 1’existence de la structure du squelette protéique [9].

100

Kératine

\

285142918
3280

552 / 1533 ™\ 1633

Figue B.111.1. 6 : FTIR de de kératine extraite de plume de dinde
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» Spectre UV-vis :

La kératine qui est une protéine complexe a des propriétés optiques étudiées par beaucoup de
chercheur.

Le spectre d'absorption de la solution de kératine extraite de plume de dinde a montré un pic
large dans I’intervalle de 203 a 288 nm (Figure B.I1l.1. 7). La mesure d'absorption UV-Vis de
la solution de kératine extraite de plume de dinde a montré un pic initial a 220 nm lié aux acides
aminés et aux groupements d'acides carboxyliques formant des liaisons peptidiques, et une
bande maximale a 288 nm indique I’apparition de noyau aromatique des groupements acides
aminés [10]. Les principaux chromophores absorbant dans la région UV sont des composes
aromatiques d'acides aminés tels que le tryptophane, la phénylalanine et la tyrosine qui sont

présents dans la série de la kératine.

Abs
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0.4
0.3
0.2
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0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
-0.1

Figue B.I11.1. 7 : Spectre UV-vis de kératine extraite de plume de dinde

111.1.2.3 Identification qualitative de kératine de plume de dinde extraite :

» ldentification des acides aminés par le test Ninhydrine
L'identification des acides aminés par le test ninhydrine est une méthode classique en biochimie
pour détecter la présence d'acides aminés. La ninhydrine réagit avec les groupements amine
libres des acides aminés pour produire un composeé coloré, généralement bleu ou violet, ce qui
permet leur identification.

Les etapes typiques pour réaliser ce test sur un échantillon contenant la kératine sont :
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. Préparation de la solution de ninhydrine :

Dissoudre la ninhydrine dans un solvant approprié, généralement 1’éthanol pour obtenir une
solution de 0,5%.

. Préparation de la solution de kératine :

Dissoudre la kératine dans I'eau déminéralisée jusqu'a la dissolution complete de kératine.
Verser une petite quantité de solution de kératine (solide et gel) dans des tubes a essai et ajouter

quelques gouttes de ninhydrine sur I'échantillon.

Figue B.111. 1.8 : Identification de la présence de kératine par le test Ninhydrine.
. Chauffage :

L'échantillon traité est chauffé pendant 10 a 15 minutes dans un bain marie.

Figue B.111. 1.9 : Chauffage I'échantillon
. Observation :
Dans notre cas d'étude, le test a révélé une couleur violette. Cette observation indique la
présence des acides aminés composant la kératine. La couleur violette est un signe distinctif de

la réaction positive avec ces acides aminés
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) «

ok & =

Jmm

Figue B.111. 1.10 : Résultat du test Ninhydrine

» Testde Biuret:
Cette réaction caractérise la liaison peptidique et utilisée pour identifier les protéines et des
peptides. Le principe de ce test consiste a mélanger la solution de kératine avec une solution de
sulfate de cuivre fortement alcaline ce qui entraine la formation d'un complexe entre I'ion
cuivrique et les liaisons peptidiques avec I'apparition d'une coloration violette, comme la montre

la figure suivante :

raal "T'I ‘ | |

' u ajouter CuSO4 et Aprés agitation
. L: > s
| 3 ~ -

quelques gouttes de .\‘aOl—; =R 05 o] manuelle

Préparation des solutions de
kératine solide/gel

Figue B.111. 1.11 : Test de Biuret

> ldentification de la kératine par chromatographie sur couche mince (CCM) :

L'identification de la kératine par chromatographie sur couche mince (CCM) peut étre
complexe en raison de la nature des protéines et de leurs grandes tailles moléculaires.
Les étapes typiques pour réaliser une identification par chromatographie sur couche mince
(CCM) sur des échantillons contenant des acides aminés sont :
. Préparation de la Plaque de (CCM) :

Utiliser une plaque de silice comme phase stationnaire, ensuite dessiner une ligne de base a
environ 1 cm du bas de la plague avec un crayon pour marquer les points de départ de

I'échantillon.
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Figue B.111. 1.12 : Préparation de la Plaque de (CCM)

. Application de I'échantillon :
Appliquer une petite quantité de la solution de kératine ainsi que les solutions des acides
aminés (cystine, 2-aminoisobutyrique, L-cystéine) sur la ligne de base de la plaque de CCM.

Laisser ensuite les points d'application sécher avant passer a 1’étape de I'élution.

Figue B.111. 1.13 : Préparation des échantillons

. Elution :

Préparer une phase mobile (3 volumes de 1-butanol, un volume d'acide acétique, un volume
d'eau) adaptée a la séparation des acides aminés. Ensuite placer la plague de CCM dans un
bécher contenant la phase mobile. Laisser la migration s’effectuée jusqu’a ce que le front de

solvant approche le bord supérieur de la plaque.
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Figue B.111. 1.14 : Elution
. Révélation :
Retirer la plaque du bécher et laisser sécher. Ensuite, Pulvériser la ninhydrine a I'aide d'un
vaporisateur. Placer la plaque de CCM sur une plaque chauffante pour visualiser les acides
aminés, car la ninhydrine réagit avec les groupements amine libres des acides aminés pour

former des taches colorées en violettes.

Figue B.111. 1.15 : Résultat du CCM

111.1.3 Synthése des matériaux a base de kératine extraite (K1-K3) :

111.1.3.1 Les molécules utilisées comme réactifs :
Les hydrazides dérivées de halo-nitro-benzoique DN, 4F et 4B sont utilisés comme des réactifs

pour la réaction de condensation (Figue B.I11. 1.16).
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O,N O,N

CONHNH, F CONHNH, Br CONHNH,

ON O,N O,N
DN 4F 4B

Figue B.111. 1.16 : Les hydrazides halo-nitro-benzoique

e Spectroscopie IR des hydrazides utilises :

Les spectres infrarouge des hydrazides DN, 4F et 4B (figure B.111.1.17 , B.111.1.18 et B.111.1.19)
indiquent I'apparition de deux bandes larges situées entre 3480 et 3331 cm™* caractéristiques de
la fonction amine NH>-NH et de deux bandes intenses et aigués correspondants aux
groupements carbonyle C=0 de la fonction amide révélent entre 1698 et 1630 cm™ tandis que
le groupement C=C aromatique est enregistré dans I’intervalle de 1621 et 1610 cm™ ainsi que
les deux vibrations asymétrique et symétrique du groupement NO- apparaissent entre 1534 et
1513 cm™ pour vibrations asymétrique et 1358 et 1310 cm™ pour vibrations symétrique (voir
tableau B.111.1.2) [11], [12].

Tableau B.111.1.2: Les résultats spectraux d’IR et UV des composés de départs.

NH2-NH C=0 C=Car NO:2 CX
(asym et sym) X : Halogénes
DN 3388-3358 1646 1610 1534-1310 - -
4B 3452 1630 1621 1513-1345 Br 608
4F 3480-3331 1698 1620 1527-1358 F 1303
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Figue B.111. 1.17 :
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Le spectre IR de 3,5-dinitro-benzoique hydrazide (DN)
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Figue B.111. 1.18 : Le spectre IR de 4-fluoro-3-nitro-benzoique hydrazide (4F)
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Figue B.111. 1.19 : Le spectre IR de 4-bromo-3,5-dinitro-benzoique hydrazide (4B)
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Partie B : expérimentale:

B.111.1.3.2 Synthéses des biomatériaux :
Nous avons préparé un mélange en milieu agueux, En mélangeant la kératine extraite de
plume de dinde avec les dérivées de nitro-aromatique hydrazide en milieu acide.

O2N O,N

i T

Il
K—COOH +R, C—NH-NH, —» R, C—N—N—C—K + H,0

R -
VAR R 1 K1-K3
i . . 1: R1= H, R2= NOZ, R3= H 1: R1= H, R2= NOZ, R3= H
K= Kératine extraite 5. g - 4  R,= NO,, Ry= Br 2: Ry=H , Ry= NO,, Ry= Br
3: R1= H, R2= H, R3= F 3: R1= H ’ R2= H, R3= F

Figue B.I11. 1.20 : Synthése des biomatériaux kératiniques K1-K3

Dans notre étude, nous avons employé trois synthéses différentes. Ces biomatériaux

kératiniques produites sont illustrés dans la figure suivante :

solution de
kératine gel

solution de
DNAB Hydrazide

solution de
4F Hydrazide

solution de
kératine gel

mélange K2

solution de solution de mélange K3
kératine gel 4B Hydrazide
Figure B.111. 1.21 : Synthese des différents biomatériaux

Les propriétés physiques des produits préparés ainsi que les rendements réalisés sont résumées
dans Le tableau suivant :
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Tableau B.111.1.3: Les rendements des biomatériaux synthétises.

Biomatériaux Synthétisés Rendement % Aspect et couleur
K1 70% Solide marron claire
K2 84% Solide marron claire
K3 88% Solide rouge brique
B.111.1.4 Identification structurale de biomatériaux Synthétisés :

» Spectroscopie IR :

L’analyse par le TFIR est utilisée pour identifier la structure chimique des biomatériaux
kératiniques (K1-K3). Les spectres d'absorbance de tous les échantillons ont montré la présence
des nouveaux biomatériaux kératiniques (K1-K3) constituées de structure secondaire protéique
lie avec les hydrazides dérivés nitro-aromatiques. De plus, des bandes caractéristiques
similaires correspondant aux liaisons peptidiques (-CONH) provient des bandes appelées amide
A, amide I, amide 11 et amide 11l ont été observees. Le tableau suivant regroupe les fréquences
de vibration de quelques liaisons qui confirment la présence de nouveaux biomatériaux (K1-
K3) dérivés de la matiere protéique kératinique et les composés nitro-aromatiques (figure
B.IN1.1.22) .

Tableau B.111.1. 4 : Les fréquences de vibration de quelques liaisons

Biomatériaux

kératiniques

OH/NH-NH: NO:z (asym et C-X
sym) (X : Halogeénes)
4N-4B 3415-3276 3168 | 2964 1633 1541-1404 1341 1137 641
4F 3403-3280 3170 2970 1635 1551-1406 1368 1119 1107
DN 3397-3278 3166 = 2962 1633 1541-1404 1339 1041 -
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Figure B.111. 1.22 : Le spectre IR de différents biomatériaux kératiniques (K1-K3)

» Spectre UV-vis :
Les spectre d’analyse UV des biomatériaux kératiniques (K1-K3) indiquent la présence d’une
bande situées a 288 nm est attribuable a la transition 1 — n*, n — ©* (C=0, N-H) confirme
I’existence de kératine et 1’apparition d’une autre bande 352, 389 et 445 nm attribuées
respectivement aux transitions n-n*, n-n* et n-o* indique la présence des composes halo-nitro-

aromatiques (figure B.I111.1.23 ).

16
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Kerating K1

Keratine

100 - 200 . co0 500 200 . oo 0 100 200 300 400 500 500 700 B0O
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Figue B.111. 1. 23 : Spectre UV-vis de différents biomatériaux kératiniques (K1-K3)
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B.111.1.5 Activités antioxydant :

Pour étudier 1’activité antioxydante de kératine des différents biomatériaux (syntheéses : 1, 2, 3)
a base de keratine, nous avons utilisé : Solution de DPPH+ les 3 synthése+ solution de kératine
gel. Quatre Activités ont été réalisées :

Effet piégeage des radicaux libre DPPH :

La capacité de kératine extraite de la plume et ces biomatériaux synthétisés a éliminer des
radicaux libres DPPH (2.2-diphényl-1-picrylhydrazyle) a été déterminée par le piégeage des
radicaux libres le DPPH de couleur violette se réduit en 2.2-diphenyl-1-picryl hydrazine de

couleur jaune (figure B.I11.1.24).

IS @07

DPPH

T

~

k2 k1 k3

kératine

DPPH DPPH-H
Jaune
Figure B.111.1.24 : Piégeage des radicaux libre DPPH par la kératine de la plume et ces

dérivés.

D’apres les résultats L histogramme ci-dessous représente 1’inhibition du piégeage des radicaux
libre DPPH en fonction de concentration de kératine extraite et I’acide ascorbique (figure
B.111.1.24)

Pourcentage d'hinibition de piegeage de DPPH
100
Q0
80
70
60
50
40
30
20
10
o 5.14

1 ¥ 5 Kératine de Acide ascorbigue
plume

90.61

Figure B.111.1.25 : Histogramme représentant le pouvoir antioxydant de kératine de la laine et

la vitamine C

69



Partie B : expérimentale: Chapitre 111 : Résultats et discussion de ’extraction de kératine
et syntheses de ces dérivées

D’aprés 1’histogramme précédant, les résultats obtenus illustre que la kératine extraite des
coproduits de la laine par voie chimique presente un faible pouvoir antioxydant de 1’ordre de
5,14 % par rapport a celle de I’antioxydants standard acide ascorbique avec une valeur
d’inhibition de 90,61 %. Cet effet due au piégeage des radicaux libre DPPH par la kératine de

la plume.

D’autre part, les biomatériaux synthétisés (K1-K3) correspondants a la kératine extraite
contenant des hydrazides halo-nitro-aromatiques ont montré une activité antioxydante

marquante de valeurs de 74,74 %, 74,94 % et 75,31% respectivement.

B.111.1.6 Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons exploré I'extraction de kératine a partir de plumes et la synthese
d'une nouvelle série de biomatériaux kératiniques par des réactions organiques, en utilisant des
bases de Schiff. L'évaluation antioxydante de ces biomatériaux a également été réalisée. La
stratégie mise en ceuvre comprenait 1'extraction du ligand kératine et la synthese détaillée des
produits pivots, a savoir les complexes organiques correspondants.

Nous avons identifié qualitativement les produits obtenus a l'aide de la chromatographie sur
couche mince (CCM), du test de ninhydrine et du test de biuret. De plus, des analyses
spectrométriques UV et IR ont été effectuées pour caractériser davantage les composés
synthétisés. Les résultats ont montré que les biomatériaux kératiniques possedent des propriétés
antioxydantes variables, influencées par les réactifs utilisés dans les syntheses. La discussion
des résultats a permis de mieux comprendre les mécanismes de réaction et les propriétés des
nouveaux biomatériaux kératiniques, offrant des perspectives intéressantes pour leur utilisation

future.
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Conclusion Générale

Vu la richesse des plumes de dinde en kératine qui sont considérées comme des co-produits,

leurs valorisations s’inscrit aussi dans une démarche de développement durable.

Notre travail réalisé a permis de déemontrer la faisabilité de I'extraction de kératine a partir de
plumes de dinde par différentes voies : la voie chimique comme I’hydrolyse et par voie ultrason
ensuite faire une modification au niveau de la structure de kératine en passant par des synthéses
organiques spécifiques pour avoir de nouveaux biomatériaux kératiniques. A la fin ces

biomatériaux sont testés pour faire 1’activité antioxydante.

Les différentes techniques d’analyse spectrale tels que le FTIR, I’UV-vis sont exploité
pour caracteriser la structure de keratine extraite et ces biomatériaux correspondants.
Les tests qualitatifs & sa savoir ninhydrine, biuret ainsi que le CCM confirment la présence de

la protéine qui est constituée de plusieurs acides aminés.

Les résultats obtenus montrent que :

v' L’extraction de kératine des plumes de dinde par voie ultrason est une méthode trés
prometteuse et conduit a un meilleur rendement de 91,2% par rapport a la méthode chimique
(I’essai N°03).

v' Les tests biochimiques a sa savoir ninhydrine et biuret confirment I’existence des liaisons
peptidiques et les acides aminés avec I'apparition d'une coloration violette.

v L’identification par CCM indique ’apparition de plusieurs tiches rosatres sur la plaque
d’aluminium révélées par ninhydrine qui présentent les acides aminés existants dans la
kératine extraite de plume de dinde.

v L’analyse par FTIR et UV-vis présente I’existence de trois bandes (amide I, amide II, amide
I11) indiquant la présence de protéine qui est la kératine et ces biomatériaux kératiniques.

v Le pouvoir antioxydant montre que la kératine extraite de plume de dinde posséde une tres
faible activité antiradicalaire e de I’ordre de 5,14 % par rapport a la vitamine C avec une
90,61% qui est utilisée comme produit de référence mais apres la synthése des biomatériaux
correspondants, on remarque 1’activité antiradicalaire (K1-K3) est augmentée de I’ordre de

74,74 %, 74,94 % et 75,31% respectivement.
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Ce travail ouvre des perspectives intéressantes pour l'utilisation de kératine extraite de plumes
de dinde comme matiére premiére pour la synthese des biomatériaux innovants en basant sur
d’autres analyses pour les identifier a savoir spectroscopie des solides, la diffraction des rayons

X (DRX) et microscopie ¢lectronique a balayage (MEB), ...etc.

Les résultats présentés dans cette étude constituent une base solide pour des recherches futures
visant a optimiser et a diversifier l'utilisation des biomatériaux kératiniques notamment en
médecine, en cosmétique et dans l'industrie alimentaire, grace a leurs propriétés uniques et a

leur potentiel antioxydant.

73



