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RESUME :

Ce travail a permis d'explorer avec succes l'extraction de phytokératine a partir de trois
plantes - avoine (Avena sativa), luzerne (Medicago sativa) et panicum (Panicum virgatum) -
comme alternative durable aux kératines animales. Les principaux résultats révelent des
performances remarquables : [l'avoine présente le meilleur rendement (95,45% apres
lyophilisation) et la plus haute teneur en protéines (36,42%) avec une pureté exceptionnelle
(0,5% de cendres), tandis que le panicum démontre une activité antioxydante supérieure (IC50 la
plus faible) et la luzerne montre des propriétés réparatrices avérées sur cheveux humains. Les
analyses structurales (IR, MEB/EDS, DSC) confirment la qualité des extraits, notamment la
stabilité thermique des protéines et l'intégrité des structures moléculaires. Ces résultats
prometteurs ouvrent des perspectives concrétes pour des applications cosmétiques (soins
capillaires, antioxydants) et le développement de biomatériaux durables, positionnant ces
phytokératines végétales comme des alternatives performantes et écologiques aux kératines
conventionnelles, avec un potentiel immédiat pour des développements industriels.

e Mots clés : Phytokératine, kératine, protéines végétales, Avoine (Avena sativa), Luzerne

(Medicago sativa) Panicum (Panicum virgatum)

ABSTRACT:

This study successfully explored the extraction of phytokeratin from three plants—oats (Avena
sativa), alfalfa (Medicago sativa), and switchgrass (Panicum virgatum) —as a sustainable
alternative to animal keratin. Key findings reveal outstanding performance: oats showed the
highest yield (95.45% after lyophilization) and protein content (36.42%) with exceptional purity
(0.5% ash content), while switchgrass demonstrated superior antioxidant activity (lowest 1C50),
and alfalfa exhibited proven reparative properties on human hair. Structural analyses (IR,
SEM/EDS, DSC) confirmed extract quality, including protein thermal stability and molecular
integrity. These promising results open concrete prospects for cosmetic applications (hair care,
antioxidants) and the development of sustainable biomaterials, positioning these plant-based
keratins as high-performance, eco-friendly alternatives to conventional keratin, with immediate
potential for industrial applications.

o Key words: Phytokeratin, Keratin, Plant proteins, Oats (Avena sativa), Alfalfa

(Medicago sativa), Switchgrass (Panicum virgatum).
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INTRODUCTION GENERALE

La kératine est une protéine fibreuse naturellement présente dans les cheveux, les ongles et la
peau des étres humains et des animaux. Depuis plusieurs années, elle est largement utilisée dans
les domaines cosmétique et biomédical pour ses propriétés réparatrices, hydratantes et
protectrices. Toutefois, la majorité des kératines disponibles sur le marché provient de sources
animales (laine, plumes, cornes), Cependant, son extraction a partir de sources animales pose
plusieurs limites : procédés chimiques polluants, questions éthiques liées a I'élevage intensif, et
risques de transmission d'agents pathogénes. Face a ces défis, les chercheurs se sont récemment
intéresses aux protéines végétales aux propriétés kératiniques, appelées phytokeératines [1,2].
Certaines études ont montré que des plantes comme le blé ou le soja pouvaient contenir des
protéines aux caractéristiques similaires a la kératine animale [3], mais peu de travaux se sont

penchés sur des plantes fourragéres.

Parmi les ressources végétales émergentes pour I'extraction de phytokératine, trois especes se
distinguent particulierement par leur potentiel : l'avoine (Avenasativa), la luzerne
(Medicagosativa) et diverses especes du genre Panicum. Ces plantes offrent une opportunité
unique de valorisation agro-industrielle, car leurs parties non-alimentaires (tiges, feuilles,
enveloppes) constituent des résidus abondants et riches en protéines structurelles [4]. L'intérét
scientifique de ces matrices végétales réside dans leur double avantage environnemental et
économique : d'une part, elles permettent la réutilisation de sous-produits agricoles souvent
considérés comme déchets, et d'autre part, leur culture extensive offre des perspectives de
production durable a grande échelle [5]. Notre approche innovante consiste a exploiter
systématiquement ces résidus végétaux sous-valorisés comme source alternative de
phytokératine, une piste encore peu explorée dans la littérature scientifique. Bien que plusieurs
études aient démontré la présence de protéines analogues a la kératine dans ces especes [6], les
protocoles d'extraction et de purification optimaux restent a établir, ce qui constitue actuellement
un frein majeur & leur exploitation industrielle. Cette lacune dans les connaissances justifie
pleinement notre investigation méthodique des procédés d'isolement et de caractérisation de ces
composés protéiques particuliers. D’un point de vue fondamental, ce mémoire vise & combler ce
mangue de connaissances en caractérisant systématiquement les propriétés de la phytokératine
extraite de ces trois sources vegétales. Sur le plan applique, il explore les potentialités
d'utilisation de ces extraits dans des domaines innovants comme les biomatériaux ou la

cosmétique naturelle. Cette approche intégrative, combinant recherche fondamentale et
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applications pratiques, s'inscrit dans le cadre plus large de I'économie circulaire, ou la

valorisation des déchets agricoles devient une nécessité tant économique qu'ecologique [7].

Sur le plan méthodologique, ce travail s'articule en deux volets complémentaires. La premiere
partie, théorique, établit un état de l'art approfondi sur les kératines, leur structure, leurs
fonctions biologiques et leurs applications industrielles, tout en mettant en lumiere les avantages
specifiques des kératines végétales. Elle examine également les propriétés biochimiques des trois
plantes cibles et les techniques existantes d'extraction des protéines végétales. La seconde partie,
expérimentale, développe et optimise des protocoles d'extraction adaptés a chaque matrice
veégétale, suivis d'une caractérisation détaillée des extraits obtenus par des techniques analytiques
modernes (spectroscopie IR, Diffraction des rayons X (XRD), Calorimétrie différentielle a
balayage (DSC) et microscopie électronique MEB).

Enfin, une conclusion générale sera présentée, ainsi que les différentes perspectives
concernant ce travail.
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PARTIE 1 : RAPPELS THEORIQUES

1. INTRODUCTION

La recherche de solutions durables pour remplacer les protéines d’origine animale, comme la
kératine, connait un essor significatif, motivé par des enjeux éthiques, environnementaux et
économiques. Parmi les alternatives prometteuses, la phytokératine, une protéine d’origine
veégétale aux propriétés structurales similaires a celles de la kératine animale, suscite un intérét
croissant. Cependant, son exploitation industrielle reste limitée, notamment en raison du manque

de références sur les méthodes d’extraction efficaces et les sources végétales optimales.

Dans cette premiére partie, nous établirons un cadre théorique permettant de comprendre les
fondements biochimiques de la kératine et de son équivalent végétal, tout en justifiant I’intérét de
la valorisation des sous-produits agricoles. Nous nous focaliserons ensuite sur trois plantes
specifiques (I’avoine, la luzerne et le panicum) dont les résidus de transformation ou les parties

non valorisées présentent un potentiel riche en protéines extractibles.

Cette analyse servira de socle a notre étude expérimentale, en identifiant les criteres qui font
de ces végétaux des candidates idéales pour la production de phytokératine, tout en soulignant

les défis techniques et économiques liés a leur exploitation.
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2. GENERALITES SUR LES PROTEINES ET LA KERATINE

2.1. STRUCTURE ET FONCTION DES PROTEINES

En biochimie, les protéines constituent une classe essentielle de macromolécules biologiques,
définies par leur structure polypeptidique résultant de I'assemblage d'acides aminés via des
liaisons peptidiques [1]. Ces liaisons caractéristiques se forment par condensation entre le groupe
carboxyle (-COOH) d'un acide aminé et le groupe amine (-NH,) d'un autre, avec élimination

d'une molécule d'eau.

Chague acide aminé, unité fondamentale des proteines, présente une structure bi-fonctionnelle
particuliere : un atome de carbone o asymétrique (chiral) lié a quatre substituants distincts - un
groupe carboxylique (-COOH), un groupe amine (-NH), un atome d’hydrogene et une chaine
latérale variable (-R) [2]. Cette configuration spécifique, décrite par la formule générale H,N-
CHR-COOH, confére aux acides a-aminés leurs propriétés stéréochimiques et fonctionnelles

uniques.

Sur le plan structural, les protéines présentent une organisation hiérarchisée comprenant quatre

niveaux de complexité :

2.1.1. LA STRUCTURE PRIMAIRE

Elle correspond a I’enchainement des acides aminés liés par des liaisons peptidiques
(figurel.1). A partir de cette structure primaire, les propriétés chimiques des groupements
latéraux (acide ou basique, chargé ou neutre, polaire ou apolaire, hydrophobe ou hydrophile)

interviennent dans 1’organisation de la structure macromoléculaire [3,4].

Figure 1.4. Structure primaire d’une protéine [3].
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2.1.2. LA STRUCTURE SECONDAIRE

Cette structure est produite par des liaisons entre les résidus des acides aminés et conduisant a
deux types plus importants, I’hélice a et le feuillet  [3].
a) L’hélice o

Dans une hélice a, la structure primaire s’enroule sur elle-méme puis elle se stabilise par des
liaisons hydrogénes entre le groupement carbonyle (C = 0O) et le groupement amide (N — H)
(Figure 1.2) [4].

Figure 1.2. Représentation schématique d’une hélice a [4].

Dans ces liaisons hydrogéne, la distance entre I’atome N et I’atome O est de 2,86 A. De plus,
les liaisons hydrogéne sont quasiment toutes parall¢les a 1’axe de I’hélice (figure 1.2).
b) Le feuillet p

Le feuillet B est autre structure secondaire ou les chaines primaires ne s’enroulent pas mais il
se forme des liaisons hydrogéne entre les chaines voisines disposées parallelement les unes par

rapport aux autres et ’ensemble forme un feuillet plissée (Figurel.3) [5].
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Figure 1.3. Représentation schématique d’une Feuillet B [5].
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2.1.3. LASTRUCTURE TERTIAIRE
Cette structure présente a la fois une hélice a et des feuillets B, cette structure est présentée
dans la (figure 1.4) [5].
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Figure 1.4. Représentation schématique d’une structure tertiaire [5].
2.1.4. LA STRUCTURE QUATERNAIRE
C’est 1’association d'éléments de structure tertiaire. La kératine se trouve dans ce dernier cas,

qui est classée parmi les protéines fibreuses [5].
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Figure 1.5.Représentation schématique d’une structure quaternaire [6].

2.2. LA KERATINE : définition, structure et propriétés

L’utilisation thérapeutique de la kératine remonte a la médecine traditionnelle chinoise du
XVle siécle, ou Li Shi-Zhen mentionnait dans son encyclopédie Ben Cao Gang Mu une poudre
cicatrisante a base de cheveux humains calcinés [7]. Cependant, la nature biochimique de cette
substance restait alors inconnue. Le terme « kératine » apparait pour la premiére fois en 1849,
désignant les protéines structurales des tissus cornés animaux tels que les cornes ou les sabots, le

mot étant derive du grec ancien kéra(képa.), signifiant « corne » [8,9].

L’intérét scientifique pour cette protéine s’est accru au début du XXe siecle, notamment avec
les travaux de Hoffmeir en 1905, qui introduit Iutilisation de la chaux pour I’extraction de la

kératine a partir de tissus animaux, ouvrant la voie a la production de gels modifiables au
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formaldéhyde [7]. Les décennies suivantes ont vu apparaitre des techniques d’extraction par

oxydo-réduction, permettant une meilleure caractérisation de cette protéine.

Dés les années 1930, des avancées notables ont été réalisées, notamment la production
industrielle de kératine en poudre et I’étude de ses différentes formes structurales. En 1940, le
CSIRO fonda une unité de recherche dediée aux fibres kératiniques, telles que la laine. Plus
récemment, la kératine a trouvé de nouvelles applications dans les domaines biomédicaux
(supports pour cultures cellulaires) et environnementaux (systémes de filtration), en raison de sa

biocompatibilité et de ses propriétés fonctionnelles uniques [5,7].

2.2.1. STRUCTURE DE LA KERATINE

La Kératine est une protéine fibreuse présente sous deux formes principales : o-kératine
(hélices a) et B-kératine (feuillets B), stabilisées par des liaisons hydrogene et des ponts disulfure
(S-S) (figure 1.6) [9]. Ces interactions lui conferent une grande résistance mécanique et une

forte stabilité enzymatique, méme face a des enzymes comme la trypsine ou la pepsine.

Elle possede des groupes fonctionnels reactifs (-NH,, —COOH, S-S) qui la rendent
chimiquement active [10]. Sa composition en acides aminés, variable selon le tissu d’origine,

détermine ses propriétés physiques, chimiques et biologiques [11].

. Liaison peptidique
Liaison hyvdrogéne .

Pont disulfure 20%60

-
" CH-CH,—S —8— CH, —HC_§
. Liaison covalente “

Pont salin40%

CH AN COO™  "HLN WA HC r;e
Liaison ionique \N_

Force der van de waals 40%

Liaison hyvdrophobe

Figure 1.6. Les liaisons de cohésion de la kératine [11].

2.2.2. TYPE DE KERATINE
Les polypeptides constituant les kératines peuvent adopter deux configurations structurelles

principales : I’hélice a et le feuillet B, aussi appelé feuillet plissé [12].
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2.2.2.1. o-KERATINE

Présente chez tous les vertébrés, 1’ a-kératine est une protéine a structure hélicoidale, reconnue
pour sa resistance microbienne et ses propriétés mécaniques (solidité, élasticité, insolubilité).
Riche en acides aminés hydrophobes (méthionine, valine, isoleucine...), elle se divise en

kératines dures (cheveux, ongles, cornes) et molles(épiderme), selon sa teneur en soufre [13].

2.2.2.2. B-KERATINE

Spécifique aux oiseaux et reptiles, la B-kératine forme des structures dures (plumes, bec,
écailles), avec une teneur élevée en cystéine, renforcant les ponts disulfures. Elle est tres rigide,
peu dégradable, et représente jusqu’a 90 % des protéines d’une plume mature. Son poids

moléculaire varie de 10 & 14 kDa [13].
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Figure 1.7. Représentation schématique d’une hélice 3 [14].

La figure 1.8 présente une étude comparative structurée entre 1’a-kératine et la -kératine,
intégrant les informations précédentes et mettant en évidence leurs différences sur les plans

structural, biologique et fonctionnel :
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Critére

Présence biologique

a-kératine

Présente chez tous les vertébrés,

notamment les mammiféres

B-kératine

Spécifique aux reptiles et aux

olseaux

Structure secondaire

Hélice a (structure hélicoidale)

Feuillet p plissé (structure en

couches paralléles)

Type de kératine

Classée en kératines dures (ongles,
cheveux, cornes) et molles (couche

cornée de la peau)

Toujours de type dur, conférant

rigidité aux structures

Exemples concrets de

sources

Cheveux humains, laine, ongles,

sabots, cornes, poils, griffes

Plumes d’oiseaux, becs, griffes,

écailles de reptiles

Tenue en cystéine

Moyenne a élever selon le type (plus

élevée dans les kératines dures)

Elevée ; la cystéine favorise la

formation de nombreux ponts

dans les kératines dures

disulfure
Ponts disulfure (S—S)  Présents, conférent solidité et Trés abondants, conférant une
stabilité rigidité accrue
Propriétés Elasticité, flexibilité, ténacité, Rigidité, dureté, forte résistance ala
mécaniques résistance a I’eau dégradation
Dégradabilité Faiblement biodégradable, surtout Trés résistante a la dégradation

enzymatique et microbienne

Poids moléculaire

Variable selon le type de kératine ;

généralement plus élevé

Relativement faible, entre 10 et 14
kDa

Applications

potentielles

Cosmeétique (soins capillaires),
biomatériaux, valorisation des

déchets kératiniques

Valorisation des plumes (films
biodégradables, biomatériaux),
bioplastiques, additifs pour

matériaux

Figure 1.8. Une comparaison entre a-kératine et B-kératine [15].

2.2.3. LES METHODES D’EXTRACTION DE LA KERATINE

L’extraction de la kératine a partir de matériaux kératiniques (comme les plumes de volaille)
repose principalement sur trois approches : la réduction, I’hydrolyse alcaline, et la sulfitolyse
[15].

11
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2.2.3.1. METHODE DE REDUCTION

Cette technique est largement utilisée en raison de son efficacité. Les agents réducteurs ont
pour role de rompre les liaisons disulfures (S-S) et hydrogéne (H), diminuant ainsi la stabilité

des fibres kératiniques [16].

Des rendements d’extraction de 88 % et 66 % ont été obtenus respectivement avec le sulfure
de sodium et la L-cystéine, a un rapport massique plume/réactif de 1 :20, a 40 °C pendant 6
heures [16].

Une autre méthode utilisant de 1’urée (0,33 mol/L), du SDS (0,05 mol/L), du 2-
mercaptoéthanol (0,085 mol/L) et un tampon Tris a 70 °C pendant 2 h sous atmosphere d’azote a
permis un rendement élevé de 93 %. La kératine obtenue présentait une composition riche en
alanine (29,5 %), cystéine (14,4 %), proline (10,1 %) et sérine (7,0 %). Les acides aminés
hydrophobes représentaient environ 61 %, contre 39 % pour les hydrophiles [17].

2.2.3.2. HYDROLYSE ALCALINE

Cette methode utilise des solutions alcalines concentrées (ex. : NaOH) pour solubiliser la
kératine, mais présente deux inconvénients majeurs : la dégradation de la chaine polypeptidique
et la decomposition des acides aminés sensibles comme la cystéine [15].
Un traitement a 90 °C pendant 15 minutes avec du NaOH 0,1 N a entrainé une modification de la

composition en acides aminés par rapport aux plumes non traitées.

2.2.3.3. SULFITOLYSE

Cette méthode repose sur le clivage des liaisons disulfures par des ions sulfites (SO52,
HSO3™, S,05%7). Bien que la sulfitolyse ne soit généralement pas compléte, 1’ajout d’urée et de

SDS permet un clivage plus complet [18-19].

Les ions SO32™ réagissent plus rapidement avec la cystine que les bisulfites, et I’augmentation
du pH favorise leur action. Un rendement de 62 % a été obtenu en incubant les plumes avec du

sulfate de sodium (10 g/L) sous atmosphere de N, a 30 °C pendant 24 h, a 130 tr/min [16].

2.2.4. APPLICATIONS DE LA KERATINE
2.2.4.1. DOMAINE MEDICAL

La keratine presente un fort potentiel en biomédecine en raison de sa biocompatibilité et de sa

biodegradabilité. Son usage initial dans les greffes vasculaires a montré une excellente tolérance

12
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sans thrombose sur plus de 200 jours chez le chien [21]. Elle est aujourd’hui explorée pour la
régénération tissulaire, osseuse et nerveuse, la cicatrisation des plaies et 1’hémostase, grace a sa
capacité a imiter la matrice extracellulaire, favorisant 1’adhésion et la prolifération cellulaires
[21-22].

2.2.4.2. DOMAINE COSMETIQUE

Utilisée dans les soins capillaires et cutanes, la kératine est reconnue pour ses propriétés
hydratantes et filmogeénes. Elle renforce, lisse et protége les cheveux et la peau en retenant 1’eau
[23]. Des innovations récentes 1’emploient sous forme de microstructures issues de sources

naturelles pour optimiser son efficacité [20].

2.2.4.3. DOMAINE ENVIRONNEMENTAL

Biopolymeére renouvelable et biodégradable, la kératine constitue une alternative prometteuse
aux plastiques pétrosourcés. Sa capacité a adsorber les métaux lourds et les composés organiques

volatils (COV)en fait un matériau écologique d’intérét pour la purification de 1’eau et de 1’air

[18,24].

2.2.4.4. DOMAINE PHARMACEUTIQUE

Dans le domaine pharmaceutique, la kératine est utilisée comme vecteur de libération
controlée pour des médicaments (anti-inflammatoires, anticancéreux, antibiotiques), via des
nanoparticules, hydrogels ou films biodégradables. Elle représente une alternative durable aux

excipients d’origine pétrochimique [25-26].

2.2.5. SOURCES DE LA KERATINE

La kératine peut étre extraite de sources animales variées (cheveux, plumes, cornes, laine...)
mais également de sources végétales, via des protéines céréalieres ou légumineuses hydrolyseées.
Cette dualité naturelle, entre origine animale et végétale, sera explorée dans ce travail pour

évaluer son potentiel dans différents domaines d’application.

2.2.5.1. SOURCES ANIMALES

¢ a. Cheveux

Composés a pres de 80 % de kératine, les cheveux humains représentent un déchet

protéique difficilement biodégradable, mais riche en ponts disulfures [27].

13
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Figure 1.9. Structure hiérarchique de la fibre capillaire humaine [27].

b. Plumes

Les plumes de volaille contiennent jusqu’a 90 % de kératine fibreuse, trés résistante
grace a sa structure hélicoidale réticulée. Elles constituent un déchet abondant de

I’industrie avicole [13].

c. Ongles

Hautement réticulés et riches en soufre (~3,8 %), les ongles sont composés d’une kératine

conferant une forte résistance mécanique et une excellente barriére de perméabilité [13].

d. Bec

Le bec des oiseaux est recouvert d’une kératine rigide, a structure mixte hélicoidale et en

feuillets, offrant une stabilité thermique élevée [13].

e. Cornes

Constituées de kératine dure enrichie en acides aminés, lipides et oligo-éléments, les

cornes sont difficiles & extraire en raison de leur rigidité extréme [13].

f. Laine

La laine contient environ 82 % de kératine riche en cystéine, complétée par des protéines
non kératiniques (~17 %) et des lipides cireux (~1 %) [27-28]. C’est 1’une des sources

animales les plus étudiées en cosmétique et biomatériaux.
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2.2.5.2. SOURCES VEGETALES

Bien que structurellement différente de la kératine animale, la kératine végeétale ou
phytokératine constitue une alternative naturelle, durable et végane tres prisée dans les produits
capillaires. Elle est principalement extraite de protéines de blé, mais, soja ou riz, dont le profil en

acides aminés est proche de celui de la kératine humaine [29].

Gréace a sa capacité a pénétrer la fibre capillaire, elle renforce la structure du cheveu, améliore
sa souplesse et sa résistance, et le protege en surface comme en profondeur. Elle est ainsi

largement utilisée dans les soins réparateurs pour cheveux cassants et abimes [30].

3. LAPHYTOKERATINE ET SES SOURCES VEGETALES

3.1. FONDEMENTS BIOCHIMIQUES

La phytokératine est issue de protéines végeétales extraites de sous-produits agricoles (soja,
blé, mais...), congues pour imiter les propriétés structurales et fonctionnelles de la kératine
animale : richesse en soufre, liaisons disulfure, structure hélicoidale [31].
Par modification chimique ou enzymatique, ces protéines sont réticulées ou transformées pour

reproduire les caracteristiqgues mecaniques de la kératine animale [32].

3.2. METHODES D’EXTRACTION

Plusieurs techniques éco-innovantes permettent 1’extraction de phytokératine :

o Solvants eutectiques profonds (DES) : composés biodégradables (ex. : chlorure de
choline/acide lactique), réutilisables et efficaces pour solubiliser les protéines
kératiniques [33].

e Hydrolyse alcaline : méthode simple utilisant I’hydroxyde de sodium, permettant un
haut rendement tout en réduisant 1’impact environnemental [34].

o Extraction enzymatique : approche douce et sélective produisant des extraits de
phytokératine hautement purs, adaptés a la fabrication de bioplastiques et autres

applications de haute valeur [35].
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Source Méthode d'extraction Application
Farine de plumes Hydrolyse alcaline Bioplastiques, biomédecine
Déchets de laine  Solvants eutectiques profonds (DESS) Cosmétiques, textiles
Farine de soja Extraction enzymatique Bioplastiques, emballages
Gluten de blée Réticulation Textiles, biomédecine

Figure 1.10. Comparaison des méthodes de production de phytokératine [43].

3.3. IMPACT ECONOMIQUE ET ENVIRONNEMENTAL

La valorisation des sous-produits agricoles en phytokératine permet :

De réduire les déchets organiques et les émissions polluantes (GES, lixiviats) [36],
D’économiser 1’énergie et de limiter 1’'usage de solvants toxiques, grace a des procedes
plus verts (ex. : DES, enzymes) [37],

De créer des revenus complémentaires pour les filiéres agricoles, tout en diminuant la

dépendance aux protéines animales, dans une logique d’économie circulaire [38].

3.4. APPLICATIONS DE LA PHYTOKERATINE

La phytokératine posséde un large potentiel dans divers secteurs :

Cosmétiques : soins capillaires et cutanés pour leurs effets hydratants, réparateurs et
protecteurs [39].

Biomédecine : fabrication de biomatériaux compatibles, pour la cicatrisation et
I’ingénierie tissulaire [40].

Textiles : production de fibres biodégradables, en alternative aux fibres synthétiques
[41].

Emballages : développement de bioplastiques a base de phytokératine pour les

emballages alimentaires durables [42].

3.5. COMPARAISON KERATINE ANIMALE/PHYTOKERATINE
(AVANTAGES ET LIMITES)

Traditionnellement, la kératine utilisée en cosmétique ou en biomatériaux est d'origine

animale (laine, plumes, cornes). Cependant, 1I’émergence de la phytokératine, extraite de

protéines végetales riches en acides aminés soufrés, a ouvert de nouvelles perspectives pour des

produits plus éthiques, véganes et durables.
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La figure 1.11 est une figure comparatif synthétique présentant les avantages et limites de la

kératine animale et de la phytokératine dans un contexte cosmétique et médical.

Critéres

Kératine animale

Phytokératine

complexe et génératrice de
déchets polluants.

Risques allergiques et
contraintes éthiques liées a
I’origine animale.

Avantages Riche en cystéine permettant e Origine végétale durable,
la formation de ponts écologique et éthique.
disulfures essentiels a la o Faible risque allergénique et
réparation et renforcement bonne compatibilité pour les
des structures capillaires et peaux sensibles et formulations
tissulaires. véganes.
Affinité élevée avec les
tissus kératiniques naturels,
favorisant une action
réparatrice profonde.

Limites Extraction cofiteuse, e Moins riche en cystéine, ce qui

limite la capacité a reformer
efficacement la structure
kératinique.

Efficacité réparatrice moindre,
utilisée surtout pour ses
propriétés hydratantes et
filmogénes.

Figure 1.11. Comparaison Kératine Animale / Phytokératine [43].

3.6. UTILISATION DES SOUS-PRODUITS AGRICOLES

Les sous-produits agricoles tels que la farine de plumes, les déchets de laine et les résidus

végétaux constituent des sources riches en protéines valorisables pour la production de

phytokératine.

e La farine de plumes, dérivée de la transformation avicole, est particulierement

prometteuse. Elle permet I’extraction de kératine via des méthodes durables comme

I’hydrolyse alcaline ou I’utilisation de solvants eutectiques profonds (DES) [44-45].

o Les déchets de laine, autre sous-produit abondant, contiennent une keératine extraite

efficacement a 1’aide de solvants verts comme le chlorure de choline et 1’acide lactique,

reconnus pour leur biodégradabilité et non-toxicité [46].

o COté vegétal, des matieres premieres telles que la farine de soja ou le gluten de mais

offrent une alternative économique et renouvelable. Transformées en biomatériaux

fonctionnels, elles participent activement a I’essor d’une économie circulaire [47-48].
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4. VALORISATION DES PRODUITS SOUS-VEGETAUX :
ENJEUXECONOMIQUES ET ENVIRONNEMENTAUX

4.1. INTRODUCTION

Souvent considérés comme des déchets, les sous-produits végétaux issus des cultures ou de
I’agroalimentaire recélent un potentiel valorisable considérable. Leur intégration dans des filieres
industrielles permet de réduire les impacts environnementaux tout en améliorant la rentabilité

économique des chaines agricoles et agroalimentaires.
Cette valorisation permet :

o De diminuer les codts de gestion (élimination, stockage),
o De générer de la valeur ajoutée (extraits bioactifs, bioplastiques, ingrédients fonctionnels)
[50].

« Et de favoriser une économie plus verte et compétitive [51].
Sur le plan environnemental, leur réutilisation réduit :

o Les émissions de méthane liées a la mise en décharge,
o La pollution des sols,
o Et favorise la production de biocarburants ou de compost, réduisant la dépendance aux

intrants chimiques [49,52].

Cependant, cette valorisation reste sous-exploitée en raison de freins techniques (manque
d’infrastructures), logistiques (collecte inefficace) et réglementaires. Il est donc nécessaire de
renforcer la recherche, les incitations économiques et les politiques publiques pour structurer ces
filieres [52].

La valorisation des sous-produits végétaux constitue un levier stratégique conciliant

innovation, compétitivité et durabilité, face aux défis écologiques actuels [53].

4.2. APPLICATIONS DES EXTRAITS : COSMETIQUES,
COMPLEMENTS ALIMENTAIRES ET BIOMATERIAUX

Les extraits issus de sous-produits vegétaux trouvent des applications variees dans de

nombreux secteurs industriels :
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o Cosmeétiques : Incorporés pour leurs propriétés antioxydantes, hydratantes, apaisantes ou
anti-ages, les extraits de marc de raisin ou de grenade sont par exemple utilisés dans les
soins de la peau et des cheveux [54].

o Compléments alimentaires : Riches en fibres, minéraux et composés bioactifs, ces
extraits, issus des peaux de fruits ou des feuilles, présentent des effets bénéfiques sur la
sante digestive, cardiovasculaire et métabolique [55].

o Biomatériaux : Des films biodégradables, bioplastiques ou matrices de libération
controlée de médicaments sont fabriqués a partir de cellulose ou lignine extraites de

déchets agricoles, offrant une alternative durable aux polymeres synthétiques [56].

4.3. PLANTES RICHES EN PHYTOKERATINE

Dans une logique d’économie circulaire, les résidus agricoles représentent une ressource
précieuse pour 1’extraction de biomolécules a haute valeur ajoutée, telles que la phytokératine.
Trois plantes ont été retenues pour leur potentiel remarquable en protéines structurales : ’avoine

(Avena sativa), la luzerne (Medicago sativa) et le panicum (Panicum spp.).

Ces especes ont été sélectionnées pour plusieurs raisons :

o Leur large disponibilite agricole,
o Laquantité importante de résidus produits (tiges, feuilles, son),
o Leur teneur élevée en protéines, notamment en acides aminés soufrés, essentiels a la

formation de structures kératiniques.

Par exemple, la transformation de 1’avoine génere du son et de la paille en grande quantité ; la
luzerne, cultivée pour le fourrage, laisse des résidus fibreux riches en protéines ; et le panicum,

utilisé comme graminée fourragere, offre une biomasse riche en composés azotés.

4.3.1. LA LUZERNE (Medicago sativa)

Connu sous le nom d’alfalfa (du terme arabe signifiant « le meilleur fourrage »), la luzerne est
historiquement utilisée pour nourrir les chevaux et est souvent surnommée « pére de tous les
aliments ». Elle se distingue par sa haute teneur en protéines, avec un rendement pouvant

atteindre 2,6 tonnes de protéines/hectare pour une production de 15 tonnes de matiére seche [57].
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4.3.1.1. DESCRIPTION MORPHOLOGIQUE

La luzerne est une plante vivace dont la hauteur varie de 30 a 80 cm, composee de six parties

principales : collet, tiges, feuilles, fleurs, gousses et racine.

« Son systéme racinaire pivotantes profond (jusqu’a 2—3 m), capable d’absorber 1’eau et les
éléments minéraux en profondeur. Il héberge des nodosités en symbiose avec Rhizobium
meliloti, responsables de la fixation biologique de 1’azote.

o Les tiges dressées portent de nombreuses feuilles a I’extrémité mucronée, et les variétés
non dormantes produisent davantage de tiges secondaires.

o Les fleurs hermaphrodites, regroupées en grappes de 15 a 30 fleurs, mesurent entre 7 et11
mm, avec des corolles souvent mauve-violet (M. sativa) ou jaunes (M. falcata).

o Les fruits sont des gousses spiralées, noires et indéhiscentes, recouvertes de soies fines et

contenant plusieurs graines réniformes brun-jaune.

1 : Fleur 2 : Fleur épanouie..

3 :Fleur ouverte 4 et 5 : Un pétale.. : & &~
6: Une inflorescence en stade fructification. ~
7 : Une gousse. 8 : Une graine. &
2 \-(
9 : Coupe longitudinale d’une graine
_—_—
-

Figure 1.12. Morphologie de la luzerne (Medicago Sativa L.) [57].

4.3.1.1. COMPOSITION BIOCHIMIQUE ET VALEUR NUTRITIONNELLE DE LA
LUZERNE

La luzerne se distingue des autres plantes fourragéres par sa richesse nutritionnelle
exceptionnelle. Elle constitue une source importante de protéines végétales, mais contient
également d'autres composants biochimiques d’intérét : cellulose, hémicellulose, lignine et
matieres bactériennes. Elle est également dotée d'une teneur élevée en minéraux ainsi qu’en
vitamines, notamment celles du groupe B, la vitamine C et une quantité notable de vitamine D
[57]. Ces caractéristiques font de la luzerne une candidate idéale pour la valorisation en

phytokératine.
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4.3.2. GENERALITES SUR L’AVOINE (Avena sativa)

L’avoine est une plante herbacée annuelle appartenant aux céréales a paille, cultivée soit pour
sa valeur fourragere, soit pour ses grains destinés a I’alimentation animale. Elle est appréciée
pour ses pousses tendres et sucrées, trés consommées par les animaux d’élevage. Ses
inflorescences sont composées de panicules laches d’épillets tombants, contenant généralement
trois fleurs par épillet [58].

4.3.2.1. MORPHOLOGIE DE L’AVOINE

L’avoine présente une morphologie caractéristique, composée des ¢léments suivants :

o Appareil racinaire : Systeme fasciculé abondant, concentré dans les 25 premiers
centimétres du sol (55 % des racines), avec une capacité d’enracinement jusqu’a 70 cm.
Des racines adventives peuvent se former aux nceuds, contribuant a une meilleure
absorption de I’eau et des nutriments [59].

o Tiges (chaumes) : Cylindriques, creuses sauf aux nceuds, elles mesurent de 25 a 150 cm
de haut. Chaque pied porte plusieurs tiges, dont certaines se terminent par des panicules
[59].

o Feuilles : Disposées en deux rangées, elles sont allongées et insérées au niveau des
nceuds [59].

o Fleurs : Hermaphrodites et autopollinisées par le vent, elles sont regroupées en épillets
de 2 a 3 fleurs fertiles, entourées de glumelles protectrices. Les panicules mesurent de 8 a
30 cm [59].

e Fruits : Le fruit de I’avoine est un caryopse, protégé par des glumelles non adhérentes.
Chague épi peut contenir entre 10 et 75 épillets [59]

Figure 1.13. Photo d’une plante d’Avena sativa [58].
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Figure 1.14. Description de la plante Avena [59].
4.3.1.1. COMPOSITION DU GRAIN D’AVOINE

La composition chimique du grain d’avoine est représentée dans la figure 1.15.

Composant Valeur moyenne% Intervall%

Amidon 51.1 44-61
Protéines 15.2 11-20
Humidite 10.0 9-14
Fibres 8.9 7-11
Lipides 7.6 5-10

B-glucane 4.2 2.2-6.6

Sucres Libres 1.1 0.9-1.3

Figure 1.15. Composition chimique du grain d’avoine [43].

4.3.2.2. COMPOSITION BIOCHIMIQUE DE L’AVOINE

L’avoine est une céréale a la composition nutritionnelle particulierement équilibrée, se
distinguant des autres céréales par la qualité de ses protéines et la présence de fibres spécifiques

telles que les B-glucanes.

o Protéines : Les principales protéines de 1’avoine sont 1’albumine, la globuline, la
prolamine et la glutéline. L’albumine et la globuline sont majoritaires et présentent un
profil en acides aminés équilibré, notamment en lysine, acide aminé souvent déficient
dans les autres céréales. Contrairement au blé, 1’avoine est généralement bien tolérée par

les personnes atteintes de la maladie ceeliaque [58].
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e Lipides : Localisés dans I’endosperme, les lipides de 1’avoine sont riches en acides gras
insaturés (> 80 %), principalement en acide oléique (C18 :1) et acide linoleique (C18 :2).
Cette composition contribue aux propriétés nutritionnelles et énergétiques du grain et est
associee a une réduction des risques cardiovasculaires [58].

o Fibres : L’avoine est riche en B-glucanes, des polysaccharides non amylacés situés dans
les parois cellulaires de 1’endosperme et de 1’aleurone. Ces fibres solubles régulent la
glycémie, abaissent le cholestérol et favorisent 1’équilibre de la microflore intestinale
[59].

e Amidon : L’amidon représente environ 60 % du grain. Il se distingue par la petite taille
des granules, une surface bien développée et une teneur élevée en lipides, conférant a

I’avoine des propriétés physicochimiques uniques comparées aux autres céréales [60].

CH20H CH20H CH20H CH20H CcCH20H+H
o o } o o O
o
O, 5 S ¥ 7 o
o H OH (l)H [ d
'
OH OH
OH OH OH OH OH

Figure 1.66. Structure générale des B-glucanes [58].

4.3.2.3. CARACTERISTIQUES MORPHOLOGIQUES ET STRUCTURE INTERNE DU
GRAIN
Le grain d’avoine présente des particularités structurelles notables comparé a d'autres céréales

comme le blé ou le mais.

« La coque, seche et cassante a maturité, représente 25 a 35 % du poids du grain. Riche en
cellulose et hémicellulose, elle est difficilement digestible par les non-ruminants [61].
e Le gruau, une fois décortiqué, est long, étroit, et recouvert de trichomes (poils fins). Il
est composé de trois fractions principales :
o Leson,
o Legerme (embryon),
o L’endosperme amylacé, qui représente 80 % du poids sec et contient la majeure
partie des protéines, lipides, amidon et B-glucanes [92].
e Les granules d’amidon de 1’avoine sont composés (contrairement aux granules simples

chez le blé ou I’orge), ce qui confere a 1’avoine une viscosité en solution élevée et des
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propriétés technologiques et fonctionnelles intéressantes, notamment en formulation

nutritionnelle ou cosmétique.
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Figure 1.17. Composition du grain d’avoine [62].
4.3.3. GENERALITES SUR LE PANICUM (PANICUM SPP.)

Le panicum, également connu sous le nom d’herbe de Guinée, est une graminée pérenne
appartenant a la famille des Poacées. Elle se développe en touffes denses, souvent dressées, et
peut atteindre 3 a 4 métres de hauteur lors de la montaison. Certaines tiges peuvent s’étaler et

s’enraciner au niveau des nceuds, générant de nouvelles pousses.

Les tiges, hautes, rigides et solides, portent des nceuds bien visibles, entourés d'une collerette
de poils blancs. Les feuilles, longues et larges (10-25 mm), sont généralement glabres, avec un
limbe pointu et une nervure centrale trés marquée. En fin de saison des pluies, la plante
développe une panicule ramifiée de 30 a 50 cm de long. Les épillets, soyeux et abondants,

varient du vert au pourpre selon les variétés [63].

La morphologie du Panicum maximum peut varier considérablement selon 1’origine
écologique : les plants cultivés sous les mémes conditions peuvent atteindre entre 1 et 3 meétres,

avec une pilosité tres variable en densité et en répartition.
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a - base de la plante

b : ligule

c : inflorescence

d : épillet

e.f : glumes inférieure et supérieure

g.h: lemme et phléole de la fleur intérieure
1 : fleur supérieure

j : phléole de la fleur supérieure

k : caryopse

Figure 1.18. Représentation graphique du Panicum maximum [64].

4.3.3.1. INTERET AGRONOMIQUE DU PANICUM MAXIMUM

Le Panicum maximum est particulierement apprécié pour son rendement élevé, sa résistance

aux conditions difficiles et sa valeur nutritive adaptée a I’alimentation animale [65].

Productivité élevée : 1l s’agit d’une graminée fourragére hautement productive, capable
de générer entre 9 et 16 tonnes de matiere seche/ha/an avec fertilisation en zone humide.
En culture non irriguée, sous 1200 mm de pluie, un rendement de 13,3 t MS/ha peut étre
atteint. Le fourrage est bien consommé sur pied et peut étre conservé sous forme de foin
ou d’ensilage, trés apprécié du bétail.

Résistance remarquable : Originaire de zones forestiéres, le panicum résiste bien au
broutage, au piétinement et contribue & la lutte contre 1’érosion. Il s’adapte a des
conditions arides et peut se développer avec seulement 400 mm de précipitations
annuelles, supportant jusqu’a 8 mois de sécheresse.

Valeur nutritive : Tres appétence pour les ruminants, la plante présente une haute
qualité nutritionnelle lorsqu’elle est récoltée jeune (25 a 35 jours). Au-dela de 40 jours, sa

teneur en azote diminue, réduisant ainsi son intérét alimentaire [65].
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5. CONCLUSION

Ce chapitre a permis d'établir un état de l'art approfondi sur les kératines, leur équivalent
vegétal (la phytokératine), ainsi que les enjeux liés a la valorisation des sous-produits agricoles.
Les travaux antérieurs ont mis en évidence les propriétés structurales uniques des kératines, leur
importance dans les matériaux biologiques, et les limites associées a leur extraction a partir de
sources animales. Parallélement, la phytokératine émerge comme une alternative prometteuse,
combinant biocompatibilité et durabilité, bien que son exploitation a grande échelle reste

tributaire de I'optimisation des méthodes d'extraction et de purification.

Dans ce contexte, notre étude s'est focalisée sur trois plantes aux potentialités remarquables
: I'avoine (Avenasativa), la luzerne (Medicagosativa) et le panicum (Panicum spp.). Ces

espéces ont été sélectionnées pour plusieurs raisons :

e Leur disponibilité : ce sont des cultures répandues générant d'importants volumes de
sous-produits (tiges, feuilles, son).

e Leur richesse en protéines : leur composition en acides aminés soufrés et en protéines
structurelles en fait des candidates idéales pour la production de phytokératine.

e Leur potentiel de valorisation circulaire : l'utilisation de leurs résidus permet de

réduire le gaspillage tout en créant une chaine de valeur durable.

Les recherches bibliographiques ont révélé que si des études isolées existent sur l'extraction
de protéines végétales a partir de ces plantes, peu de travaux se sont concentrés sur leur
application spécifique pour la production de phytokératine. Cette lacune justifie pleinement notre
approche expérimentale, qui vise a développer des protocoles optimisés d'extraction et a
caractériser finement les propriétés des phytokératines obtenues.

En conclusion, ce chapitre a posé les bases théoriques nécessaires a la compréhension des
enjeux scientifiques et industriels liés a la kératine et a ses alternatives végétales. 1l a également
mis en lumiére le potentiel sous-exploité de I'avoine, de la luzerne et du panicum, ouvrant la voie
a la partie pratique de ce mémoire, qui évaluera concrétement leur faisabilité comme sources de

phytokératine.
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PARTIE 2 : APPROCHE METHODOLOGIQUE : EXTRACTION,
CARACTERISATION ET VALORISATION

1. INTRODUCTION

La phytokératine, protéine structurale présente dans plusieurs plantes, est reconnue pour ses
propriétés fonctionnelles et son potentiel d’application dans les secteurs cosmétiques,
pharmaceutiques et agricoles. En tant que source végétale, elle représente une alternative durable

et renouvelable aux kératines animales.

Dans cette étude, nous avons extrait la phytokératine a partir de trois plantes : I’avoine (Avena
sativa), la luzerne (Medicago sativa) et le panicum (Panicum virgatum). Avant extraction, la
matiere premiere a été caractérisée par plusieurs techniques complémentaires afin d’évaluer sa
composition et sa structure. Ces analyses comprenaient la spectroscopie infrarouge (IR), la
détermination de la teneur en protéines par la méthode Kjeldahl, la teneur en cendres, la
diffractométrie de rayons X (DRX) ainsi que la chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (GC-MS).

Aprés extraction, le produit fini a également été soumis a une quantification de la teneur en
protéines par Kjeldahl, ainsi qu’a une caractérisation par IR, microscopie €lectronique a balayage
(MEB), analyse thermique par calorimétrie différentielle a balayage (DSC) et activité
antioxydante. En complément, un test d’application sur cheveux humains via microscopie

optique a été réalisé¢ afin d’évaluer I’effet de la phytokératine extraite sur la structure capillaire.

2. MATERIEL ET METHODES

La présente section détaille les matériaux utilises ainsi que les procédures expérimentales
adoptées pour D’extraction, la caractérisation et la valorisation de la phytokératine issue des
plantes avoine (Avena sativa), luzerne (Medicago sativa) et panicum (Panicum virgatum). Sont
exposé€s successivement la préparation et l’analyse de la matiére premiere, la méthode
d’extraction appliquée, puis les différentes techniques d’investigation physico-chimiques et
biologiques mises en ceuvre pour 1’étude approfondie du produit extrait (voir figure 2.1). Cette
approche méthodologique rigoureuse vise a garantir la reproductibilité des résultats et a fournir

une compréhension précise des propriétés intrinseques de la phytokératine végétale.
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Figure 2.1. Organigramme des tests effectues.

2.1. PREPARATION ET CARACTERISATION DE LA MATIERE
PREMIERE

La qualité de la matiére premiére constitue un facteur déterminant pour le succes de
I’extraction. Ainsi, les plantes sélectionnées ont été soigneusement préparées puis SOUMISeS a
une série d’analyses afin de caractériser leur composition chimique et leur structure avant

extraction.
2.1.1. COLLECTE ET PREPARATION DES PLANTES

Les plantes sélectionnées pour cette étude, a savoir 1’avoine (Avena sativa), la luzerne
(Medicago sativa) et le panicum (Panicum virgatum), ont été récoltées dans des conditions
controlées afin d’assurer la qualité et la représentativité des échantillons (figure 2.2). Aprés la
récolte, les végétaux ont été soigneusement nettoyés pour éliminer les impuretés telles que
poussiéres, résidus de terre et autres contaminants [1]. Les plantes ont ensuite été séchées a I’air
libre dans un environnement ombragé, a température ambiante, pour préserver au mieux leurs
composés bioactifs [2]. Une fois seches, les mati¢res végétales ont été broyées a 1’aide d’un
moulin a broyeur afin d’obtenir une poudre fine et homogene, facilitant ainsi les étapes
ultérieures d’extraction (figure 2.3) [3]. Cette préparation rigoureuse garantit la reproductibilité

des analyses et la fiabilité des résultats.
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L Avoine (dvena sativa)

Figure 2.2. La récolte de nos plantes.

I."Avoine

Figure 2.3. Les échantillons aprés broyage
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2.1.2. DETERMINATION DE LA TENEUR EN PROTEINES PAR METHODE
KJELDAHL

La teneur en protéines a été déterminée selon la méthode Kjeldahl, qui quantifie 1’azote total
d’un échantillon pour en déduire la quantité de protéines, via un facteur de conversion standard
(6,25 pour les protéines végétales) [4]. Cette méthode repose sur trois étapes principales : la

minéralisation, la distillation et la titration.

a. Minéralisation : Une prise de 0,25 g de I’échantillon végétal est placée dans un ballon
Kjeldahl, additionnée de 20 ml d’acide sulfurique concentré et d’une pastille catalytique
(Kjeltabs). Le mélange est chauffé a environ 420 °C jusqu’a transformation compléte de
I’azote organique en ammonium sulfate, reconnaissable a la disparition de la coloration et a la

formation d’une solution limpide. Cette étape dure généralement 2 a 3 heures.

Figure 2.4. Rampe de minéralisation pour dosage d'azote.

b. Distillation : La solution minéralisée est diluée a 100 ml. Ensuite, un aliquot de 25 ml est
transféré dans I’appareil de distillation. Apres ajout de soude (NaOH), I’ammoniac libéré est
distillé et recueilli dans une solution d’acide borique (2 %), ou il forme un complexe

ammonium-borate.

Figure 2.5. Appareil de distillation de type unit — UDK 129.

c. Titration : La quantit¢ d’ammoniac recueillie est déterminée par titration avec une
solution d’acide chlorhydrique 0,05 N en présence d’un indicateur (rouge de méthyle ou

indicateur de Tashiro), jusqu’a apparition d’une coloration persistante.
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e Expression des résultats : Le teneur en protéine, est calculé selon la relation suivante :

:(n—n’)x0.05x1.4xV,

(N%) PxVr \

eqt. 2.1)

e n": Volume de témoin titré (ml)

e V : Volume de la solution d’extraction (100 ml)
e V' :Volume prélevé pour la distillation (25 ml)
e P :Poids de I’échantillon (0,25 g)

e N : Concentration de I’acide sulfurique (N)

e 14.01: Poids atomique de I’azote (g/mol)

e La conversion en teneur en protéines selon 1’équation suivante :

Protéines (%) : N% % 6.25 (eqt. 2.2)

Cette méthode, bien que classique, reste la référence pour ’analyse quantitative des protéines

dans les matrices végétales, offrant une grande fiabilité et précision [4].

2.1.3. ANALYSE DE LA TENEUR EN CENDRES

La teneur en cendres correspond a la proportion de résidus minéraux d’un échantillon obtenue
aprés combustion complete de sa matiére organique. Exprimée en pourcentage de masse, elle
reflete la richesse en sels minéraux, métaux et oligo-éléments présents dans la matrice végetale.
Cette mesure est essentielle pour évaluer la qualité et la pureté d’un produit, notamment dans les
domaines alimentaire, pharmaceutique et phytothérapeutique, ou un taux élevé peut indiquer la

présence d’impuretés telles que terre ou sable [5].

a. Principe : Les cendres sont obtenues par calcination compléte de 1’échantillon dans un
four a moufle réglé entre 550 et 600 °C pendant une durée prolongée, généralement 6 a 12
heures. Cette opération détruit la matiére organique, ne laissant qu’un résidu inorganique
(cendres blanches).

b. Protocole résumé : Aprés nettoyage minutieux des creusets, 2 g d’échantillon végétal
sont pesés et placés dans les creusets. Ceux-ci sont introduits dans un four & moufle chauffé a
550-600 °C pendant 12 heures. Les creusets sont retirés, refroidis, puis pesés afin de

déterminer la masse résiduelle des cendres.
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c. Calcul de la teneur de cendres : La teneur en cendres est calculée comme le rapport
entre la masse des cendres obtenues et la masse initiale de 1’échantillon, exprimé en

pourcentage et I’expression de ce résultat selon ’eqt 2.3.

Teendres (%0) : _mceendres o 100 (eqt. 2.3)

m échantillon

Ou:
® M cendres = Mecreuset + cendres = Mcreuset

®  Mgchantillon : €st la masse initiale de 1’échantillon.

Figure 2.6. Four de cendre.

2.1.4. ANALYSE PAR SPECTROSCOPIE INFRAROUGE (IR)

La spectroscopie FTIR est une technique analytique puissante et non destructive utilisée pour
identifier les composés chimiques en mesurant leur absorption de la lumiére infrarouge. Elle
repose sur ’interaction entre les molécules et les rayonnements IR, provoquant des vibrations
caractéristiques des liaisons chimiques qui génerent un spectre infrarouge unique a chaque

substance [6].

Lorsqu’un échantillon est exposé a un rayonnement infrarouge, les liaisons chimiques vibrent
a des fréquences spécifiques correspondant a leurs modes de vibration. Ces vibrations absorbent
une partie du rayonnement a des longueurs d’onde particuliéres, ce qui permet de détecter et
d’identifier les groupes fonctionnels et certains composés organiques et inorganiques. Le spectre
FTIR obtenu fournit ainsi une « empreinte » moléculaire utilisée pour caractériser la composition

chimique de I’échantillon, notamment lorsqu’on dispose de spectres de référence.
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Cette méthode est largement utilisée pour I’identification de composés inconnus, la

confirmation de structures moléculaires et la vérification de la pureté des échantillons.

Figure 2.7. Spectroscopie FTIR de la marque Agilent Cary 630 est équipé d’un appareil
FTIR/ATR-DRIFT.

2.1.5. DIFFRACTOMETRIE DE RAYONS X (DRX) POUR ANALYSE STRUCTURALE

La diffraction des rayons X (DRX) est une technique analytique fondamentale utilisée pour
étudier la structure cristalline des matériaux. Elle repose sur 1’interaction entre un faisceau de
rayons X et les plans atomiques réguliérement espacés d’un cristal, générant des figures de
diffraction caractéristiques qui permettent d’identifier les phases cristallines présentes et de

déterminer leurs parameétres cristallographiques [7].

Le principe de la DRX s’appuie sur la réflexion des rayons X par des réseaux
tridimensionnels d’atomes ou groupes d’atomes, espacés a I’échelle atomique. Lorsque le
rayonnement incident frappe ces plans atomiques paralléles, il est diffracté selon des angles
spécifiques dictés par la loi de Bragg. L’analyse des angles et des intensités des pics de
diffraction fournit des informations précises sur la structure, la symétrie et la taille des cristallites
dans le matériau [8].

Cette méthode est largement reconnue comme 1’une des plus efficaces pour la caractérisation

structurale de matériaux d’origine diverse, qu’ils soient organiques ou inorganiques.
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Figure 2.8. Diffractométrie de rayons X.

2.1.6. CHROMATOGRAPHIE GC-MS

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS) est une
technique analytique puissante permettant la séparation et 1’identification de composés volatils
ou semi-volatils dans des mélanges complexes. La chromatographie gazeuse (GC) assure la
séparation des composants, tandis que la spectrométrie de masse (MS) permet leur identification
spécifique grace a la conversion des composés en ions, produisant un spectre de masse unique a

chaque substance.

Le couplage direct entre la GC et la MS est facilité par leur compatibilité en phase gazeuse,
mais il nécessite une interface adaptée. En effet, la GC opére a pression atmosphérique tandis
que la MS fonctionne sous vide pousse. Le principal défi réside dans la gestion du gaz vecteur
(souvent en grande quantité) qui pourrait altérer le vide du spectrometre. Des dispositifs de
réduction de flux et d’élimination du gaz vecteur ont donc ¢été¢ développés pour garantir des

performances optimales [9].

e Mode opératoire

Peser 4 g de chaque échantillon (luzerne, panicum, avoine) dans un bécher.
Ajouter un mélange 30% eau / 70% éthanol.

Agiter 30 minutes (agitateur magnétique ou manuel).

Filtrer pour éliminer les solides.

Transférer le filtrat dans un entonnoir de séparation.

Laisser reposer pour séparer les phases aqueuse et organique.

Séparer et recueillir la phase organique (éthanol).

Evaporer I’éthanol au bain-marie ou évaporateur rotatif a ~78 °C.

© © N o gk~ w0 DN E

Récupérer le résidu sec ou concentré pour analyse GC-MS.

40



PARTIE 2 APPROCHE METHODOLOGIQUE

Figure 2.9. Chromatographie GC-MS.

2.2. EXTRACTION DE LA PHYTOKERATINE

Nous avons procédé a I’extraction des protéines (phytokératine) a partir des poudres de luzerne,

avoine et panicum en suivant les étapes suivantes :

2.2.1. PREPARATION DE LA SOLUTION
La préparation se fait en suivant les étapes indiquées ci-dessous :

e Peser précisément 25 g de poudre d’échantillon.

o Ajouter 250 ml d’eau distillée dans un bécher.

o Ajuster le pH de la solution a 9-10 en ajoutant lentement une solution de NaOH, sous
agitation.

o Incorporer la poudre dans la solution alcaline.

e Agiter le mélange a température ambiante (environ 25 °C) pendant 2 heures pour
permettre la solubilisation des protéines.

o Centrifuger la solution a 4000 rpm pendant 15 a 20 minutes afin de séparer les protéines

solubles des résidus insolubles.

2.2.2. RECUPERATION DES PROTEINES APRES PRECIPITATION
Cette étape est assurée par le suivi des points suivants :

e Ajuster le pH de la solution protéique a 4-5 en ajoutant progressivement de 1’acide
chlorhydrigue (HCI), ce qui provoque la précipitation des protéines.
o Centrifuger de nouveau pendant 20 minutes a 4000 rpm pour collecter le culot protéique.

e Recueillir soigneusement le culot de protéines pour I’étape suivante.

2.2.3. ELIMINATION DE L’EAU (SEPARATION ET SECHAGE)

Aprés précipitation, il est nécessaire d’éliminer ’eau pour obtenir une poudre séche de

phytokératine. Deux méthodes de séchage complémentaires ont été employées :
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a. Séchage au four

Etaler le culot de protéines uniformément sur une plagque recouverte de papier aluminium ou de
verre. Faire sécher au four a basse température (40-50 °C) pendant 6 a 12 heures, afin de

préserver la structure des protéines tout en éliminant I’humidité.

b. Lyophilisation (séchage par congélation)

La lyophilisation permet de deshydrater la protéine en la congelant puis en sublimant
directement la glace sous vide, ce qui minimise les dommages thermiques et préserve la qualité
fonctionnelle des protéines. Le culot humide est placé dans le lyophilisateur jusqu’a obtention

d’une poudre seche et 1égere.

2.2.4. STOCKAGE DES PROTEINES SECHES

o Conserver la poudre obtenue dans un flacon en verre hermétique pour éviter toute
contamination.
e Ajouter un sachet de gel de silice dans le récipient afin d’absorber I’humidité résiduelle.

» Stocker a une température de -20 °C pour une conservation optimale et & long terme

2.3. CARACTERISATION DU PRODUIT FINI

Afin d’évaluer les propriétés physico-chimiques et fonctionnelles de la phytokératine extraite,
le produit final a fait I’objet de diverses analyses complémentaires. Ces investigations permettent
de confirmer sa composition, d’étudier sa morphologie, d’apprécier sa stabilité thermique et

d’estimer son activité biologique, des ¢léments essentiels pour envisager sa valorisation.

Pour apprécier les modifications induites par le processus d’extraction et confirmer la nature
de la phytokératine obtenue, plusieurs analyses ont été réalisées sur le produit fini. Certaines
techniques, déja appliquées a la matiére premiere — telles que la spectroscopie infrarouge (IR) et
la determination de la teneur en protéines par la méthode Kjeldahl — ont été répétées afin de

permettre une comparaison directe entre 1’état initial et 1’état extrait.

Par ailleurs, la microscopie électronique a balayage (MEB) a été spécifiquement employée
pour examiner la morphologie du produit fini. Ces analyses sont complétées par la calorimétrie

différentielle a balayage (DSC), I’évaluation de [’activité antioxydante, ainsi qu’un test
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d’application sur cheveux réalis¢ par microscopie optique, afin d’apprécier les effets

fonctionnels de la phytokératine extraite.

2.3.1. MICROSCOPIE ELECTRONIQUE A BALAYAGE (MEB)

Le microscope électronique a balayage (MEB) est un outil essentiel pour 1’analyse
morphologique et chimique des matériaux, utilisant un faisceau d’électrons a haute énergie. Les
électrons, émis par une cathode a émission de champ Schottky ou un filament de tungsténe, sont
accélérés sous une différence de potentiel et focalisés en un faisceau concentré grace a des
lentilles ¢€lectromagnétiques. Lorsqu’ils interagissent avec la surface de 1’échantillon, des
électrons secondaires et rétrodiffusés sont éjectés et détectés, permettant de reconstruire une

image précise de la topographie et de la composition de la surface [10].

Les images obtenues par électrons secondaires (SEI) offrent une excellente résolution de la
morphologie de surface, tandis que les électrons rétrodiffusés renseignent sur la composition
chimique en raison de leur sensibilité au numéro atomique des éléments présents. Par ailleurs,
I’analyse élémentaire peut étre réalisée par spectrométrie de rayons X a dispersion d’énergie

(EDS), complémentant ainsi I’étude morphologique par une caractérisation chimique fine.

Cette technique est particulierement utile pour étudier la microstructure des matériaux

complexes et leurs interactions a 1’échelle microscopique.

Figure 2.10. La microscopie électronique a balayage

2.3.2. ANALYSE THERMIQUE PAR DSC

Le DSC est une technique analytique utilisée en science des matériaux, chimie et biologie
pour étudier les changements thermiques d'un échantillon lors d'un chauffage ou refroidissement
contr6lé. La calorimétrie différentielle a balayage est une technique d'analyse thermique des
échantillons. Cette technique d'analyse consiste a enregistrer la différence de température entre
un échantillon et une substance de référence soumis a un régime de température identique
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(chauffé ou refroidi) a taux constant. L'enregistrement obtenu, appelé une courbe thermique
différentielle (ou thermogramme), indique si la substance est active thermiquement dans
I'étendue de températures utilisées, et ce en montrant une série de pics ou la position et l'aire de
chacun des pics est relative a I'énergie appliquée [11].

Dans le cas précis de la calorimétrie différentielle a balayage, I'échantillon et la référence sont
pourvus d'éléments chauffants spécifiques. Il est alors possible dutiliser le principe de
compensation de puissance. Ce principe est le suivant : le systeme de chauffage est divisé en
deux boucles de contr6le, la premiére sert au contrble de la température. Ainsi, la température de
I'échantillon et de la référence peut augmenter a une vitesse prédéterminée et étre enregistréee. Le
role de la seconde boucle est d'ajuster la puissance d'entrée de facon a réduire la différence de
température qui se produit entre I'échantillon et la référence (& cause d'une réaction exothermique

ou endothermique de I'échantillon).

Figure 2.11. Appareil de DSC.

2.3.3. TEST D’ACTIVITE ANTIOXYDANTE

L'évaluation de l'activité antioxydant des huiles végétales d’implique des tests standardisés
qui mesurent la capacité des extraits a neutraliser les radicaux libres ou a réduire des agents
oxydants.

L'inhibition du radical libre 2,2-diphényl-1-trinitrophénylhydrazine (DPPH) a été réalisée
selon la méthode développée par Blois en 1958. Cette méthode mesure la capacité de piégeage et
calcule la CI50 de la concentration médiane inhibitrice de I’antioxydant. Le DPPH est un radical
libre violet (forme oxydée) qui jaunit (forme réduite) sous l'action d'un antioxydant qui lui donne
un proton [12].

a. Préparation des solutions :

On prépare :

e Une solution de DPPH a 0.1mm dans le méthanol.

e Une solution d’extrait et de standards (dans le methanol) : on prépare une solution mére a

1mg / ml et effectuer des dilutions.
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e A T’obscurité on fait mélanger ; 1.5ml de solution d’extraits et 0.5ml de solution DPPH.
e On a Incubé les tubes a 1’obscurité pendant (30min)

e Puis on utilise I’appareil de UV-visible et on fixe la valeur de 1’absorbance a A=517nm
e On mesure les Abs a 517 nm.

e Pour chaque concentration, le test est réalisé en triplicata (pour tous les tests).

b. Expression des résultats :

Les résultats sont représentés en % d’inhibition :

% d’inhibition du radical DPPH =2"4¢

x 100 (eqt. 2.4)

_Ac

Ou:
Ac : Abs du controle.

At : Abs du test - Abs du blanc du test.

Figure 2.12. Appareil Spectrophotométre UV-VI.

2.4. EVALUATION DES PERFORMANCES DE LA PHYTOKERATINE
SUR CHEVEUX HUMAINS PAR MICROSCOPIE OPTIQUE

Evaluer ’efficacité de la phytokératine appliquée sur cheveux humains en observant les
modifications de la structure capillaire a 1’aide de la microscopie optique en utilisant le matériel

et la méthode cité ci-dessous.
a. Matériel :

e Cheveux humains

e Solution de phytokératine

e Eaudistillée (contréle)

e  Microscope optique avec systeme de capture d’image

e Lames, lamelles, pinces, pipettes
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b. Méthode :

e Préparer des méches de cheveux propres (3 cm), séchées a I’air.
e Diviser en deux groupes : contrdle (eau distillée) et traité (phytokératine).
o Appliquer la phytokératine sur les meches traitées, laisser agir (ex. 30 min), puis

sécher.
e Placer les méches sur une lame, coupée si nécessaire, fixer avec une lamelle.
(Optionnel : coloration)
e Observer au microscope a différents grossissements, analyser cuticule et cortex.
o Comparer visuellement cheveux traités et contr6le, documenté par photos, noter

les différences.
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Ce travail a permis d’explorer le potentiel de la phytokératine comme alternative végétale
durable aux kératines animales, en mettant I’accent sur trois plantes aux propriétés
complémentaires : 1’avoine (Avena sativa), la luzerne (Medicago sativa) et le panicum (Panicum
virgatum). Les résultats obtenus démontrent non seulement la faisabilité de cette approche, mais

aussi ses avantages en termes de rendement, de pureté et d’applications potentielles.

L’avoine s’est révélée étre la source la plus prometteuse, avec un rendement d’extraction
atteignant 95,45 % apres lyophilisation et une teneur en protéines de 36,42 %. Sa faible teneur
en cendres (0,5 %) et sa stabilité thermique en font un candidat idéal pour des applications
cosmeétiques et pharmaceutiques exigeantes. Ces performances, couplées a une structure

protéique préservée, confirment son potentiel pour des formulations haut de gamme.

La luzerne, bien que présentant un rendement Iégerement inférieur, a montré des propriétés
fonctionnelles remarquables, notamment un effet réparateur sur les cheveux, comme en
témoignent les observations en microscopie optique. Sa richesse en composeés bioactifs ouvre des
perspectives intéressantes pour des soins capillaires et dermatologiques. Par ailleurs, le panicum
a surpris par son activité antioxydante exceptionnelle, surpassant celle des deux autres plantes.
Cette caractéristique en fait un ingrédient de choix pour des produits de protection contre le
stress oxydatif, malgré la nécessité d’optimiser sa purification pour réduire sa teneur en

impuretés minérales.

Sur le plan méthodologique, ce travail a permis de valider I’efficacité des procédés
d’extraction alcaline et de précipitation isoélectrique, tout en soulignant I’importance du choix
des techniques de séchage. La lyophilisation s’est avérée particulierement adaptée pour préserver
I’intégrité des protéines, offrant ainsi des extraits de haute qualité. Les analyses complémentaires
(IR, MEB, DSC et tests biologiques) ont fourni une caractérisation exhaustive des

phytokératines, renforcant la crédibilité des résultats et leur applicabilité industrielle.

En conclusion, cette étude positionne la phytokeratine vegétale comme une
alternative ecologique, performante et économiquement viable aux kératines
conventionnelles. Les différences observées entre les trois plantes permettent d’envisager des
applications ciblées, adaptées a leurs propriétés spécifiques. Pour poursuivre cette dynamique,

des travaux supplémentaires pourraient explorer 1I’optimisation des procédés a grande échelle,
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I’évaluation in vivo des effets cosmétiques, ou encore la combinaison des extraits pour des

synergies fonctionnelles.

Ce travail ouvre ainsi la voie a une nouvelle génération de biomatériaux durables, alliant

innovation scientifique et respect de I’environnement.
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