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Rénato FROIDEVAUX 

Procédés d'obtention et de séparation de 
protéines et de peptides bioactifs résultants  



1- ProBioGEM  (29 permanents: 5 PR, 19 MCF, 2 IGR, 2 Tech., 1 Secrétaire) 
P. DHULSTER 

1- Adaptation aux Stress et Qualité des végétaux (ASQV) USC INRA 
(35 permanents: 4PR, 14 MCF, 1CR INRA, 

 3IR dont 1 INRA, 1IE, 2 AI, 2 Tech,  6 agents, 2 secrétaires) 
J.L. HILBERT 

Mécanismes d’adaptation des plantes et des bio-agresseurs en interactions avec 
l’environnement 

Identification et production de métabolites d’intérêt 

2- Qualité et sécurité des aliments (QSA) USC ANSES 
(17 permanents: 2PR, 12 MCF, 2 IGE, 1Tech) 

D. DRIDER 
Développement de méthodes et de concepts pour la maîtrise de la qualité et de la 

sécurité des aliments 

Institut Charles VIOLLETTE (EA7394) - Biotechnologies et éco-conception de procédés propres 
pour une transformation et une valorisation durable des agro-ressources 



Equipe ProBioGEM: Notre stratégie de Recherche 
Approche  
Moléculaire 

Approche  
Macroscopique 

Approche 
Biocatalyse 

Cinétique/Réacteur 

Valorisation 

- Réacteurs et Procédés 
séparatifs échelle labo 

- Intensification de procédés 

A A

1 2

3

4

7

7
8

7

O

5

6

O

-Bioprocédés 
Microbiens  
-Procédés 

enzymatiques 
 
 

Contrats de 
collaboration de 
Recherche avec 
des partenaires 

industriels Génie génétique  
Génie métabolique 
Génie enzymatique 

Bioinformatique 



Protéines 
agroalimentaires 

issues de la luzerne, 
du lactosérum, du sang 
(cruor), produits de la 

pêche… 

 Hydrolyse enzymatique   

 Trypsine, chymotrypsine, 
pepsine, Delvolase… 

Peptides antihypertensifs, 
satiants, opioïdes, 
antimicrobiens… 

Recherche de séquences 
peptidiques actives à partir 
de l’hydrolyse in vitro ou   

in vivo de protéines 

 
Contexte 

 

Propriétés physico-chimiques 
peptides → Mise en œuvre de 

procédés de séparation sélectifs 

Conditions de génération de peptides 
actifs en réacteurs de type « batch » et 

« ouverts » 

Conception et mise en œuvre de procédés couplés 
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Isolement de peptides actifs par hydrolyse pepsique de l’hémoglobine bovine  
  co-produit de l’industrie de la viande 

Conditions de génération de peptides actifs (1/5) 

Abattoirs Hémoglobine 
Hydrolyse 

 par  
la pepsine 

Hydrolysats peptidiques 

Préfractionnement  
par fitration sur gel ou  
CLHP de phase inverse 

Fractions  
peptidiques CLHP de phase inverse 

Peptides purs 
Identification de  
séquences actives 

-Spectrométrie de Masse 
-Analyse des acides aminés 

Criblage activités  
biologiques 

Mapping  
peptidique 



Peptides à activités biologiques isolés au laboratoire 
  Trois peptides morphinomimétiques (opioïdes): 

LVV-hémorphine-7 ----------------------------------------β 31-40 
VV-hémorphine-7   -----------------------------------------β 32-40 
VV-hémorphine-4   ---------------------------------------- β 32-27 

 Quarantaine de peptides antibactériens--------------------α 1-23  

 Deux peptides hématopoïétiques:  ----------α 76-82 et β 94-100 
Un peptide analgésique: La néokyotorphine ---------α 137-141 

 Un peptide potentialisateur de la bradykinine--------α 129-134 

 Un peptide transporteur de la protoporphyrine IX--α 110-125  

 Un peptide transporteur de l’hème-----------------------β 1-30 

Conditions de génération de peptides actifs (2/5) 
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Conditions de génération de peptides actifs (3/5) 

A A
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Hb à 1 % 
Tampon citrate 

0,1 M pH 3 
45 ml 

Hydrolysat  
peptidique 

Pepsine immobilisée sur 
des billes de Duolite A 
568 E/S variable 

IMMOBILISATION  
ENZYME 



• Digestion de l’Hb par la pepsine 
• Analyses des populations peptidfiques 
par LC/MS 
• Comparaison avec les prodils de 
digestion en mode “batch”  
• Conditions pH3, T=25°C, Temps de 
réaction 15 et 30sec 

• Modélisation de l’hydrolyse de l’Hb 
et des cinétiques d’obtention des 
peptides en modes “batch” et 
“microfluidique” 

RP-HPLC 
LC-MS 

Profils 
peptidiques et 
de MM 

Conditions de génération de peptides actifs (4/5) 



Durée = 15sec 

Durée = 30sec 

Ts = 15sec 

Ts = 30sec 

Hémoglobine non 
hydrolysée 

Mode Micro 

Mode Batch 

Sens Ecoulement 

Peptides 
intermédiaires 

Peptides 
intermédiaires 

Peptides finaux 

Conditions de génération de peptides actifs (5/5) 



Durée = 15sec 

Durée = 30sec 

Ts = 15sec 

Ts = 30sec 

Peptides finaux 

Phénomènes 
de diffusion 

gouvernent la 
vitesse 

réactionnelle 

Peptides 
intermédiaires 

Peptides 
intermédiaires 
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Mise en œuvre de procédés de séparation sélectifs (1/8) 
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Extraction assistée 
par pires d’ions 

Moussage-
drainage 

EDUF 

Amphiphiles et chargés 

Surfactives 

Taille et charge 
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pH, force ionique, température, 
débit d’air 

Moussage-drainage  

Peptides antimicrobiens 

•Choix de la membrane 
•Conditions opératoires: intensité du 
courant, force ionique, concentration 

EDUF  

Peptide  
antihypertenseur 

pH, force ionique, nature contre ion, 
nature solvant organiques 

Extraction assistée par paires d’ions  

Peptides antimicrobiens 



14 

(Peptides 
opioides) + 

(Peptides 
opioides) + 

Po/w = 0,04 

Phase aqueuse liquide 

Phase organique liquide 
(octan-1-ol) 

(Peptides opioides) + + R-SO3
- (Peptides opioides) +, R-SO3

- 

Po/w = 1,64 (*40) 

(Peptides opioides) + + R-SO3
- (Peptides opioides) +, R-SO3

- 

Mise en œuvre de procédés de séparation sélectifs (2/8) 
Séparation par extraction assistée par paires d’ions 

Hème + Oct-1  

Hème + Oct-1  Fraction peptidique 
antibactérienne  



Mise en œuvre de procédés de séparation sélectifs (3/8)  
Séparation par moussage-drainage 

Hydrolysat DH3% Hydrolysat DH15% Hydrolysat DH23% 

Hydrolysate DHc=3%
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Hydrolysate DHc=15% 
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Hydrolysate DHc=23%
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Hème  

HDH3% 

0.0 

0.1 

0.2 

0.3 

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50    

Volume de drainage de 150 mL 

Time [min] 
A

bs
or

ba
nc

e 

 Fraction peptidique (3500Da <MM< 7000 Da) est séparée → Antibactérienne 
 

 Fractions peptidiques avec MM< 3500 Da sont désorbées de la mousse 

Hydrolysate DHc=3%
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Hydrolysat DH3% 

Mise en œuvre de procédés de séparation sélectifs (4/8) 
Séparation par moussage-drainage 



⇒ Concentrations de l’hydrolysat (1.45%)   
⇒ KCl (1.5 M) 
⇒ pH de la solution de drainage =8  
⇒ pH de la solution d’hydrolysat =4 

MODDE software 

Conclusion : Préparation d’une fraction de 
peptides antibactériens ≈ 10% (w/w) par 

moussage-drainage 

Mise en œuvre de procédés de séparation sélectifs (5/8) 
 Séparation par moussage-drainage 



Cathode Anode 

   MUF1 
10 KDa 

 

MEC MEA 

4-asp - 

 pH   7 

alimentation 
4-asp 0,5 g/L 
4-lys 0,5 g/L 
KCl 0,5 g/L 

compartiment électrolyte  
        Na2SO4   20g/L 

4-lys 
+ 

   MUF2 
10 KDa 

 

      
récupération 

KCl1 
KCl  2 g/L 

      
récupération 

KCl2 
KCl  2 g/L 

K+ 

Cl- 

K+ 

Cl- K+ 

Cl- 

Mise en œuvre de procédés de séparation sélectifs (6/8)  
Séparation par EDUF 



Mise en œuvre de procédés de séparation sélectifs (7/8)  
Séparation par EDUF 

 Fractionnement de peptides synthétiques dans des 
mélanges modèles 
 Identification des phénomènes de transfert de 
matière 

Paramètres étudiés: 
1. Migration des peptides 
2. Colmatage membranaire 
3. Intensité du courant électrique 
4. Migration des ions K+ et Cl- 

- 

MEA MEC UF  UF  

KCl2 

+ 
  KCl1 

4-asp- 

4-lys+ 

S. peptidique 
synthétique  



- 

MEA MEC UF  UF  

KCl2 

+ 
  
KCl1 

4-asp- 

4-lys+ 

S. peptidique 
synthétique  

Interactions peptide – peptide ⇔ influence sur flux 
peptidiques 
 
Transport compétitif ⇔ ajout de KCl augmente le flux des 
peptides anioniques / peptides cationiques  
 
Modèle de transfert de matière ⇔ Migration des peptides 
est gouvernée par électromigration 

Mise en œuvre de procédés de séparation sélectifs (8/8)  
Séparation par EDUF 

alimentation récupération 

Travaux de thèse actuels sur la préparation d’un petit 
peptide analgésique à partir d’hydrolysats peptidiques 

complexes d’Hb bovine 
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� Mise en œuvre d’un réacteur triphasique avec l’extraction en continu 
d’hémorphines - Temps de passage pour les 2 phases: 1 heure 

Conception et mise en œuvre de procédés couplés (1/4) 
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Al203 

H 4cm 

Ø 8cm 

Hb à 1 %  
Tampon citrate  
0,1 M pH 3 

Butan-2-ol 
Octan-1-ol 
45ml / 10ml 

Pepsine immobilisée  
sur des billes de Duolite A 568 

E/S = 10,6 % 

Hydrolysat  
peptidique 



Conception et mise en œuvre de procédés couplés (2/4) 

Profil peptidique phase aqueuse 

Profil peptidique sur colonne d’alumine 



Préparation en continu d’un peptide opioïde (LVVh-7) à partir de l’hydrolyse de l’Hb 
par la pepsine dans un microréacteur enzymatique couplé à un système 
d’exctraction liquide/liquide (eau/octanol-1) avec recyclage de l’octanol-1 

Conception et mise en œuvre de procédés couplés (3/4) 

Reaction 

LL Extraction 

Back LLE 
Recycling 
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Conception et mise en œuvre de procédés couplés (4/4) 

Validation de la 
présence de la LVVh-7 
par Maldi-Tof 

Submitted in Process Biochemistry 



- PIA EQUIPEX – Budget 8,7 M€ 
 

- Plate-forme intégrée appliquée au criblage haut débit de (bio)catalyseurs pour 
les bioraffineries 
 

- Synthèse et criblage à haut débit de (bio)catalyseurs homogènes et 
hétérogènes 
 

- Mise en oeuvre de catalyses chimiques et enzymatiques et HYBRIDES – 
Homogènes et hétérogènes – pour l’obtention d’intermédiaires chimiques 
biosourcés 





Journée Promotion Procédés Produits - Nancy le 9 juillet 2015 

Rénato FROIDEVAUX 
 

Merci de votre attention 

Procédés d'obtention et de séparation de 
protéines et de peptides bioactifs résultants  
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