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Résumé

La valorisation des ressources agroalimentaires constitue un enjeu majeur dans un contexte
de transition vers des systémes de production plus durables et efficients. Les protéines
agroalimentaires, en raison de leur abondance, se positionnent comme des substrats de choix
pour le développement de produits a haute valeur ajoutée. L’hydrolyse enzymatique constitue
une voie prometteuse pour la valorisation des protéines en peptides bioactifs. Toutefois, son
efficacit¢ demeure limitée par la structure native des protéines et le colt élevé des
biocatalyseurs. Dans ce contexte, cette étude explore 1’effet des Champs Electriques Pulsés
(CEP) comme prétraitement pour améliorer 1’hydrolyse enzymatique de I’a-lactalbumine
bovine (a-LA) et des Protéines de Pois (PP), en comparaison avec un prétraitement thermique
(75°C). Une approche par étape a été adoptée : I’a-LA, protéine modele bien caractérisée, a
servi de preuve de concept avant d’étendre I’étude aux PP, un mélange protéique plus
complexe et particulierement pertinent pour les applications industrielles. L hydrolyse a été
réalisée avec I’a-chymotrypsine (a-CT), sous forme libre et immobilisée sur un support
d’alumine fonctionnalisé a I’aide de dopamine. Cette approche a permis d’analyser I’impact
combiné des CEP et de I’a-CT immobilisée sur ’efficacité du processus d’hydrolyse.
L’identification et la caractérisation des hydrolysats peptidiques ont été effectuées par
chromatographie liquide ultra-performante couplée a la spectrométrie de masse en tandem
afin d’évaluer les modifications du schéma d’hydrolyse induites par ces traitements.

Les résultats montrent que 1’efficacité des CEP varie selon la nature de la protéine et les
parametres appliqués. Pour I’a-LA, une force de champs de 15 kV/cm avec 75 impulsions a
induit une dénaturation controlée, augmentant la surface hydrophobe et I’exposition des
groupements -SH, ce qui a doublé le degré d’hydrolyse (DH) et augmenté de 200 %
I’abondance relative des peptides produits. Le prétraitement thermique a 75 °C a conduit a
une dénaturation plus marquée, multipliant par 4 le DH, mais avec une augmentation moindre
de I’abondance relative des peptides (+128 %), soulignant que le DH seul n’est pas un
indicateur suffisant de I’efficacité du processus. A ’inverse, pour les PP, des conditions plus
modérées (10 kV/cm, 19 impulsions) ont favorisé une dénaturation bénéfique, augmentant le

DH d’un facteur 1,6 et I’abondance relative des peptides de 140 %. Une force de champs trop
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¢levée a cependant mené a une agrégation excessive, réduisant I’accessibilité enzymatique,
un phénoméne comparable au traitement thermique.

L’étude a également examiné I’impact de I’immobilisation enzymatique de 1’a-CT
(alumine@CTMS@APTES@DOP-CT) dans le cadre de I’hydrolyse des protéines.
Concernant I’a-LA, I’immobilisation a permis une extension de la couverture de séquence
de 26 %, favorisant la production de peptides plus longs et enrichis en régions proches des
ponts disulfures. Pour les PP, cette approche a induit une diversification substantielle du
spectre peptidique, avec la génération de 511 nouveaux peptides, représentant 28 % du total,
contre seulement 8 % en présence de 1’a-CT sous forme libre. Parmi ces peptides, de
nombreuses séquences présentent un potentiel antihypertensif et antidiabétique inédit. Ces
résultats révelent une redistribution des sites de clivage enzymatique dont I’intensité et la
nature varient selon la complexité du substrat protéique.

Finalement, les CEP et I’immobilisation enzymatique apparaissent comme des stratégies
complémentaires s’imposant comme une alternative innovante aux traitements thermiques
conventionnels, d’autant plus que 1’analyse de I’éco-efficience a démontré les bénéfices des
CEP sous conditions ajustées. Cette stratégie intégrée a donc un potentiel pour une
valorisation durable et performante des ressources protéiques agroalimentaires a 1’échelle

industrielle.
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Abstract

The valorization of agro-food resources is a major challenge in the transition towards more
sustainable and efficient production systems. Agri-food proteins, due to their abundance,
represent ideal substrates for the development of high value-added products. Enzymatic
hydrolysis is a promising approach for converting proteins into bioactive peptides. However,
its efficiency remains limited by the native structure of proteins and the high cost of
biocatalysts. In this context, this study explores the effect of Pulsed Electric Fields (PEF) as
a pretreatment to enhance the enzymatic hydrolysis of bovine a-lactalbumin (a-LA) and Pea
Proteins (PP), in comparison with thermal pretreatment (75°C). A stepwise approach was
adopted: a-LA, a well-characterized model protein, served as a proof of concept before
extending the study to PP, a more complex protein mixture particularly relevant for industrial
applications. Hydrolysis was carried out using a-chymotrypsin (a-CT), in both free and
immobilized forms, on an alumina support functionalized with dopamine. This approach
allowed the assessment of the combined impact of PEF and immobilized a-CT on hydrolysis
efficiency. The identification and characterization of peptide hydrolysates were performed
using ultra-performance liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry to
evaluate the modifications in the hydrolysis pattern induced by these treatments.

The results show that the effectiveness of PEF varies depending on the protein type and the
applied parameters. For a-LA, an electric field strength of 15 kV/cm with 75 pulses induced
controlled denaturation, increasing hydrophobic surface exposure and -SH group
accessibility, which doubled the degree of hydrolysis (DH) and increased the relative
abundance of peptides by 200%. Thermal pretreatment at 75°C led to more pronounced
denaturation, quadrupling the DH, but with a smaller increase in peptide abundance (+128%),
highlighting that DH alone is not a sufficient indicator of process efficiency. Conversely, for
PP, milder conditions (10 kV/cm, 19 pulses) promoted beneficial denaturation, increasing
the DH by a factor of 1.6 and the relative abundance of peptides by 140%. However,
excessive field strength led to excessive aggregation, reducing enzymatic accessibility, a
phenomenon similar to thermal treatment.

The study also examined the impact of a-CT enzyme immobilization

(alumina@CTMS@APTES@DOP-CT) in the context of protein hydrolysis. For a-LA,
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immobilization extended sequence coverage by 26%, favoring the production of longer
peptides enriched in regions near disulfide bonds. For PP, this approach induced a substantial
diversification of the peptide spectrum, generating 511 new peptides, representing 28% of
the total, compared to only 8% in the presence of free a-CT. Among these peptides, many
sequences exhibit novel antihypertensive and antidiabetic potential. These results reveal a
redistribution of enzymatic cleavage sites, with intensity and nature varying according to the
complexity of the protein substrate.

Ultimately, PEF and enzyme immobilization emerge as complementary strategies, presenting
an innovative alternative to conventional thermal treatments, especially since eco-efficiency
analysis demonstrated the benefits of PEF under optimized conditions. This integrated
strategy holds significant potential for the sustainable and efficient valorization of agri-food

protein resources on an industrial scale.
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Avant-propos

Cette these présente un projet de doctorat, réalisé en cotutelle entre I’Université de Lille, sous
la direction du Pr. Rénato Froidevaux, et I’Université Laval, sous la direction du Pr. Sergey
Mikhaylin. Les travaux de cette thése portent sur I’approche innovante de la combinaison des
champs ¢lectriques pulsés et de I’enzyme immobilisée pour I'obtention de peptides a activités
biologiques a partir de protéines agroalimentaires. Le premier chapitre de these est 1’état de
l'art, présenté apres l'introduction générale, permettant de faire le point sur les connaissances
actuelles et de mieux comprendre la problématique du sujet. Le second chapitre expose
I’hypothése de recherche et les objectifs a atteindre. Les chapitres 3, 4, et 5 des résultats
constituent le coeur de cette thése, rassemblant 1’ensemble des travaux réalisés. Enfin, le
chapitre 6 vient clore cette thése par une discussion générale des travaux réalisés tout au long
du doctorat, suivie de la conclusion générale et de perspectives pour la poursuite de ce projet.

Les trois chapitres de résultats sont rédigés sous forme d’articles scientifiques.

Le chapitre 3 présente les résultats de 1’¢tude de 1’effet des champs électriques pulsés comme
prétraitement sur la structure de I’a-lactalbumine et son hydrolyse enzymatique par I’a-
chymotrypsine. Cet article, intitulé « Pulsed Electric Field pretreatment of a-lactalbumin:
Impact on the Production of Peptides with Antihypertensive and Antidiabetic
Potential » est publié dans Food and Bioproducts Processing
(https://doi.org/10.1016/j.fbp.2025.04.004). Les auteurs sont: Hélorie Clouzot (Candidate au
PhD.: planification et réalisation des expériences, analyse des résultats et rédaction de
I’article), Jacinthe Thibodeau (Collaboratrice externe du projet : assistance de 1'étudiante pour
les analyses UPLC-MS/MS, le traitement des résultats, la correction et du manuscrit),
Laurent Bazinet (Collaborateur externe du projet : méthodologie, correction et révision du
manuscrit), Rénato Froidevaux (Directeur de these, Universit¢ de Lille, supervision
scientifique de 1’étudiante, correction et révision du manuscrit) et Sergey Mikhaylin
(Directeur de theése, Université Laval, supervision scientifique de I’étudiante, correction et

révision du manuscrit).
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Le chapitre 4 présente les résultats de 1’étude sur I'impact de 1’approche combinée des champs
électriques pulsés et de I'immobilisation de I’a-chymotrypsine sur I'hydrolyse de I’a-
lactalbumine. L'article, intitulé « Sequential application of pulsed electric fields and
covalent immobilization of chymotrypsin on alumina particles for the production of
bioactive peptides with antihypertensive and antidiabetic properties from alpha-
lactalbumin » est en cours de soumisson. Les auteurs sont: Hélorie Clouzot (Candidate au
PhD.: planification et réalisation des expériences, analyse des résultats et rédaction de
I’article), Jacinthe Thibodeau (Collaboratrice externe du projet : assistance de 1'étudiante pour
les analyses UPLC-MS/MS, le traitement des résultats, la correction et du manuscrit),
Laurent Bazinet (Collaborateur externe du projet : méthodologie, correction et révision du
manuscrit), Rénato Froidevaux (Directeur de these, Universit¢ de Lille, supervision
scientifique de 1’étudiante, correction et révision du manuscrit) et Sergey Mikhaylin
(Directeur de theése, Université Laval, supervision scientifique de I’étudiante, correction et

révision du manuscrit).

Le chapitre 5 présente les résultats de I’étude portant sur I’impact de 1’approche combinée
des champs ¢lectriques pulsés et de I’'immobilisation de 1’a-chymotrypsine sur I'hydrolyse
des protéines de pois. Cet article intitulé «Enhancement of commercial pea proteins
hydrolysis throught the combination of pulsed electric fields and covalent
immobilization of a-chymotrypsin on alumina particles» est également en cours de
soumission. Les auteurs sont : Hélorie Clouzot (Candidate au PhD.: planification et
réalisation des expériences, analyse des résultats et rédaction de 1’article), Mélanie Faucher
(Collaboratrice interne du projet : assistance de ’étudiante pour les manipulations, correction
et révision du manuscrit), Jacinthe Thibodeau (Collaboratrice externe du projet : assistance
de 1'¢tudiante pour les analyses UPLC-MS/MS, le traitement des résultats, la correction et du
manuscrit), Laurent Bazinet (Collaborateur externe du projet : méthodologie, correction et
révision du manuscrit), Froidevaux (Directeur de theése, Université de Lille, supervision
scientifique de 1’étudiante, correction et révision du manuscrit) et Sergey Mikhaylin
(Directeur de these, Université Laval, supervision scientifique de I’étudiante, correction et

révision du manuscrit).
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Introduction générale

Ces dernicres années, la valorisation des ressources agroalimentaires est devenue un enjeu
majeur, a la croisée des préoccupations économiques, sociétales et environnementales.
Parallelement, I’essor de I’industrie agroalimentaire et la croissance démographique
mondiale accentuent la demande en ingrédients protéiques, tant d’origine animale que
végétale. Cette dynamique se refléte dans la croissance du marché mondial des ingrédients
protéiques, qui était estimé a 50 milliards USD en 2023 et devrait augmenter de 5,4 % d’ici
2030 (GrandviewResearch, 2023). Toutefois, cette expansion repose encore largement sur la
production de protéines animales, un secteur dont I’empreinte environnementale est
significative en raison de sa forte consommation d’eau et de ressources végétales, de
I’importante mobilisation importante des sols et des émissions élevées de gaz a effet de serre
(Guéguen et al., 2016). Pour répondre aux enjeux de durabilité, un rééquilibrage des sources
protéiques est nécessaire, favorisant I’essor des protéines végétales dans 1’alimentation
humaine (Guéguen et al., 2016). Néanmoins, les protéines animales demeurent essentielles
en raison de leur valeur nutritionnelle élevée. Les protéines laitiéres, par exemple, occupent
une place prépondérante dans les compléments alimentaires et les formulations alimentaires
enrichies (Smithers, 2015). A I’inverse, bien que les protéines végétales gagnent du terrain,
elles présentent certaines limites. En effet, la plupart d’entre elles ont un profil en acides
aminés incomplet, une digestibilité généralement plus faible et peuvent contenir des facteurs
antinutritionnels (Ismail et al., 2020). Si différentes stratégies peuvent étre mises en place
pour améliorer la qualité nutritionnelle et fonctionnelle de ces protéines, une autre voie de
valorisation repose sur la production de peptides bioactifs. Ces molécules suscitent un intérét
croissant en raison de leurs propriétés physiologiques spécifiques (Gao et al., 2022; Wang et
al., 2022).

L’hydrolyse enzymatique constitue une approche de référence pour la génération de peptides
bioactifs, grace a sa capacité a assurer un clivage spécifique des liaisons peptidiques (Wahab
et al., 2020). Cependant, la production efficace de ces peptides bioactifs demeure confrontée
a plusieurs verrous technologiques, liés a la fois aux caractéristiques intrinseéques des

substrats protéiques et aux contraintes d’utilisation des enzymes.



Certaines protéines présentent une résistance intrinséque a 1’hydrolyse, notamment en raison
de leur structure compacte stabilisée par des liaisons intra- et intermoléculaires. C’est
notamment le cas de 1’a-lactalbumine (a-LA), une protéine globulaire riche en ponts
disulfures, et des protéines de pois (PP), qui constituent un mélange complexe de globulines
et d’albumines, limitant leur accessibilité aux enzymes hydrolytiques (Tzitzikas et al., 2006;
Ge et al., 2024). Pour pallier ces limitations, différentes stratégies ont été¢ développées,
notamment 1’utilisation de traitements préalables visant a modifier la structure des protéines
et a améliorer leur accessibilité a I’hydrolyse enzymatique. Historiquement, les traitements
thermiques ont été largement utilisés pour induire des modifications structurales des
protéines, favorisant ainsi leur dénaturation et leur susceptibilité aux enzymes. Toutefois, ces
procédés sont énergivores et peuvent altérer certaines propriétés fonctionnelles et
nutritionnelles (Nicoleta et al., 2010; Jovanovi¢ et al., 2016; Agoua et al., 2022). Dans ce
contexte, des techniques non thermiques de modifications des protéines telles que la haute
pression, la lumiere pulsée, le rayonnement ultraviolet et les champs électriques pulsés (CEP)
gagnent du terrain (Ismail et al., 2020). Parmi ces technologies émergentes, les CEP
apparaissent comme une alternative éco-efficiente innovante aux traitements thermiques
conventionnels. Cette technologie permet un dépliement partiel des structures protéiques
sans altération excessive de leurs propriétés fonctionnelles, favorisant ainsi I’exposition des
sites de clivage enzymatique et améliorant I’efficacité de I’hydrolyse (Agoua et al., 2022).

Outre les imitations liées a la structure des protéines, 1’hydrolyse enzymatique en phase
homogene présente plusieurs limites, notamment la difficulté de récupération des enzymes,
leur autolyse, ainsi que des cotts élevés li€s a leur utilisation, compromettant ainsi la viabilité
¢conomique du procédé (Wahab et al., 2020). Pour pallier ces contraintes, I’immobilisation
enzymatique apparait comme une alternative stratégique. En fixant les enzymes sur un
support solide, cette approche améliore leur stabilité, facilite leur séparation du milieu
réactionnel et permet leur réutilisation, réduisant ainsi les cofts liés a 1’utilisation des
biocatalyseurs (Wahab et al., 2020). Lorsque I’immobilisation repose sur des liaisons
covalentes avec un support, elle limite également le relargage enzymatique et optimise la
durabilité¢ du procédé (Wahab et al., 2020). Cette optimisation est d’autant plus essentielle

que le marché des peptides bioactifs connait une croissance annuelle estimée a 9,9 % entre



2021 et 2028, stimulée par les avancées technologiques et I’intérét croissant pour leurs
applications nutraceutiques et thérapeutiques (Data Bridge Market Research, 2021).

La combinaison du prétraitement des substrats protéiques par CEP et de I’immobilisation
enzymatique représente ainsi une stratégie novatrice pour surmonter les limitations actuelles
de I’hydrolyse enzymatique des protéines, tout en optimisant 1’efficacité de la production de
peptides bioactifs.

Dans cette étude, deux sources protéiques complémentaires seront examinées : I’a-LA, une
protéine du lactosérum bovin, et les PP, un mélange complexe de protéines végétales. L’a-
LA, deuxiéme protéine majoritaire du lactosérum, est bien étudiée en raison de sa valeur
nutritionnelle élevée, de son profil équilibré en acides aminés essentiels et de son fort
potentiel a libérer des peptides bioactifs (Permyakov, 2020). Elle est notamment une source
de peptides aux propriétés antihypertensives, antimicrobiennes et antidiabétiques (Bhutto et
al., 2024a). De plus, sa structure homogene et bien caractérisée en fait un modele d’étude
idéal pour évaluer avec précision les effets des CEP et de I’immobilisation enzymatique sur
son hydrolyse.

Les connaissances acquises seront ensuite transposées au mélange de protéines végétales
(PP), dont la diversité structurale nécessite une adaptation des conditions de traitement pour
optimiser leur hydrolyse et la libération de peptides bioactifs. Ces protéines suscitent un
intérét croissant en tant qu’alternative végétale aux protéines animales et sont utilisées dans
de nombreuses formulations alimentaires en raison de leur bonne digestibilité et de leur
richesse en peptides bioactifs (Ge et al., 2020). Elles permettent notamment la production de
peptides aux effets antihypertenseurs, antidiabétiques et antioxydants (Wang et al., 2022).
L’association des CEP et de I'immobilisation enzymatique permettra ainsi d’évaluer leur
effet combiné sur I’efficacité de I’hydrolyse, tout en analysant la production de peptides
bioactifs a potentiel antihypertenseur et antidiabétique.

A terme, cette étude devrait contribuer a 1’amélioration des bioprocédés enzymatiques, en
proposant une stratégie plus performante, économiquement viable et respectueuse de
I’environnement, favorisant ainsi I’essor des ingrédients bioactifs et la durabilité des

systémes alimentaires.



1. Chapitre 1 - Etat de I’art

1.1.Les protéines et leur valorisation : contexte général
1.1.1. Introduction aux protéines

Les protéines occupent une position centrale dans les processus biologiques en orchestrant la
quasi-totalit¢ des interactions et réactions moléculaires. Ces macromolécules, constituées
d’acides aminés liés par des liaisons peptidiques, se distinguent par des séquences uniques
qui conférent a chacune d’entre elles une spécificité fonctionnelle remarquable. Elles jouent
un rdle fondamental dans des mécanismes tels que la transduction des signaux cellulaires, la
régulation de I’expression génétique, I’apoptose, I’immunité, le soutien structurel, ainsi que
la catalyse des réactions chimiques indispensables a la survie des organismes vivants (Morris
etal., 2022).

Cette diversité fonctionnelle repose sur une organisation structurale hiérarchisée (Figure 1.1).

Primary Structure Secondary Structure

B-strand a-helix

Tertiary Structure Quaternary Structure

Figure 1.1. Les différentes structures des protéines (Morris et al., 2022)

La structure primaire, correspondant a la séquence linéaire des acides aminés, constitue la
base de cette hiérarchie. La structure secondaire émerge sous ’effet de liaisons hydrogenes

intramoléculaires, stabilisant des motifs récurrents tels que les hélices a, les feuillets 3



(paralleles ou antiparalléles), les coudes et les pelotes aléatoires. Ces motifs se réorganisent
ensuite pour former la structure tertiaire, sous I’influence de diverses interactions
intramoléculaires (ponts disulfures, interactions hydrophobes, liaisons ioniques et
hydrogenes), conférant a chaque protéine sa spécificité fonctionnelle. Enfin, la structure
quaternaire, résultant de I’association de plusieurs chaines polypeptidiques, permet des
interactions complexes essentielles a de nombreuses fonctions biologiques (Morris et al.,
2022). Au-dela de leur rdle fonctionnel, la structure des protéines revét une importance
cruciale dans leur qualit¢é nutritionnelle, en influencant leur digestibilité, leur
biodisponibilité, leur profil en acides aminés et la présence de facteurs antinutritionnels
(WHO/FAO/UNU Expert Consultation, 2007; Sa et al., 2020). Cette qualité nutritionnelle
repose en grande partie sur la composition en acides aminés, lesquels se classent en deux
catégories : les acides aminés essentiels, indispensables a I’organisme mais nécessitant un
apport exogene via I’alimentation, et les acides aminés non essentiels, synthétisés par voie
endogéne (Boye et al., 2012). Les protéines issues de sources traditionnelles, qu’elles soient
animales (viande, ceufs, poissons, fruits de mer, produits laitiers) ou végétales (céréales,
légumineuses), constituent des piliers de I’alimentation humaine (Henchion et al., 2017).
Néanmoins, leur production repose sur une exploitation intensive des ressources naturelles
et contribuent négativement a la durabilité¢ environnementale (Grossmann & Weiss, 2021).
Des recherches actuelles démontrent une interdépendance entre alimentation, santé et
durabilité environnementale, appelant & une révision systémique et urgente des pratiques
agroalimentaires mondiales pour concilier ces enjeux tout en garantissant des bénéfices
pérennes pour la santé humaine (Caron et al., 2018).

Dans ce contexte, la valorisation des protéines s’impose comme une stratégie essentielle et
multifonctionnelle. En intégrant des approches telles que la valorisation des co-produits,
I’amélioration des technologies d’extraction et la promotion de sources protéiques
alternatives, cette démarche contribue a relever les défis environnementaux et économiques
tout en maximisant le potentiel nutritionnel et fonctionnel des protéines. Elle constitue ainsi
un levier stratégique pour répondre aux besoins croissants des populations tout en respectant

les principes de durabilité et d’innovation.



1.1.2. Valorisation des protéines agroalimentaires

La valorisation des protéines agroalimentaires s’inscrit dans les priorités stratégiques définies
par le plan d’action pour I’économie circulaire et la stratégie européenne en faveur de la
bioéconomie (Socas-Rodriguez et al., 2021). Cette démarche consiste a exploiter les
protéines issues de co-produits industriels ou de déchets agroalimentaires afin de générer des
produits a haute valeur ajoutée, tout en contribuant a la réduction des impacts
environnementaux (Boboua et al., 2024). Elle constitue une solution essentielle pour limiter
les pertes de ressources biologiques et maximiser leur valorisation dans une approche
d’économie circulaire. Selon leur origine, ces protéines offrent un large potentiel
d’applications, aussi bien dans l’industrie alimentaire que dans d’autres secteurs non
alimentaires. Toutefois, leur utilisation dans les produits alimentaires destinés a la
consommation humaine est soumise a des réglementations strictes, conformément aux
exigences européennes en matiére de sécurité alimentaire. Ces réglementations visent a
garantir la production de produits exempts de risques sanitaires et adaptés a la consommation
humaine (Parlement Européen et Conseil, 2002b). De maniere similaire, les produits dérivés
utilisés en alimentation animale doivent répondre a des critéres de conformité équivalents
pour assurer leur innocuité (Parlement Européen et Conseil, 2002a). La valorisation des
protéines agroalimentaires suit une hiérarchie en fonction de leur valeur économique, du
niveau de transformation requis et de leur capacité d’absorption du marché (Bergé, 2008).
Cette hiérarchie peut étre représentée sous forme de pyramide, allant des applications a faible
valeur ajoutée mais a large échelle, jusqu’aux usages spécialisés en nutraceutique et

pharmaceutique, qui se distinguent par leur haute valeur ajoutée (Figure 1.2).



Profit (€/kg)

Capacité d’absorption par le marché (tonnes)

Figure 1.2. Pyramide des valorisations des protéines agroalimentaires (Bergé, 2008)

A la base de cette hiérarchie, les protéines issues de co-produits agroalimentaires sont
principalement exploitées dans le domaine agronomique et énergétique. En agriculture, les
protéines végétales des tourteaux de soja ou celles issues du sang de mammiferes sont
transformées en fertilisants organiques ou en biostimulants, contribuant ainsi a I’amélioration
des sols et a la réduction du gaspillage agricole (Mirabella et al., 2014). Parall¢lement,
certaines protéines dérivées du raffinage d’huiles végétales ou d’algues peuvent étre utilisées
pour produire des biocarburants via des procédés de biocatalyse, améliorant I’efficacité de la
conversion des biomasses en €nergie renouvelable (Li et al., 2018; Peydayesh et al., 2023).
Au niveau supérieur dans la hiérarchie de valorisation, les protéines agroalimentaires sont
couramment utilisées dans I’alimentation animale. Le sang et les tourteaux végétaux
constituent des sources de protéines essentielles dans I’alimentation du bétail et de
I’aquaculture. Cette valorisation optimise I’utilisation des ressources primaires tout en
réduisant la dépendance aux protéines conventionnelles (Mirabella et al., 2014; Peydayesh
et al., 2023).

Ensuite, les protéines agroalimentaires gagnent en valeur ajoutée lorsqu’elles sont utilisées
dans la nutrition humaine, notamment sous forme de concentrés et isolats protéiques. Le

lactosérum en poudre, par exemple, est couramment transformé en compléments alimentaires



ou intégré a des boissons fonctionnelles aux propriétés nutritionnelles renforcées (Panghal et
al., 2018; Abdo et al., 2022).

Avec 1’avancée des biotechnologies, les protéines agroalimentaires sont désormais
employées pour des applications innovantes comme la fabrication de biomatériaux et de
membranes filtrantes. Par exemple, des résidus de fabrication du tofu ont été transformées en
bioplastiques biodégradables, permettant non seulement de réduire la pollution plastique
mais aussi de limiter le gaspillage alimentaire (Bagnani et al., 2024). Cette approche illustre
comment des ressources alimentaires peuvent étre intégrées dans la production de matériaux
durables, un domaine qui s'é¢tend également a la purification de 1’eau. Les protéines
agroalimentaires, notamment des co-produits laitiers, sont ainsi utilisées pour créer des
membranes adsorbantes et des hydrogels fonctionnels capables de capter des contaminants
comme les métaux lourds ou les résidus organiques. De plus, les nanofibrilles amyloides
issues du lactosérum offrent une solution pratique et durable pour la filtration de 1’eau
potable, renforcant 1’impact de ces innovations sur la gestion des ressources hydriques
(Ramirez-Rodriguez et al., 2020).

Un degré supplémentaire de sophistication est atteint lorsque les protéines sont exploitées
pour leurs propriétés techno-fonctionnelles. Dans I’industrie agroalimentaire, certaines
protéines issues de la dréche sont utilisées comme émulsifiants, améliorant ainsi la texture et
la stabilité¢ des formulations alimentaires (Zhou et al., 2023). Cette capacité a structurer et
stabiliser des matrices complexes confére aux protéines un role clé dans I’¢laboration de
produits transformés a haute valeur ajoutée.

Au sommet de cette hiérarchie, les protéines extraites de déchets agroalimentaires ou de co-
produits industriels peuvent étre transformées en peptides bioactifs par des procédés tels que
I’hydrolyse enzymatique ou la fermentation microbienne. Ces peptides, en raison de leurs
bioactivités variées, notamment les propriétés antioxydantes, antimicrobiennes,
antihypertensives et antidiabétiques, trouvent des applications prometteuses en agriculture,
en nutrition et dans le secteur pharmaceutique (Boboua et al., 2024). Cette valorisation des
peptides bioactifs s’inscrit dans un cadre d’innovation croissante, répondant & des besoins
spécifiques dans des secteurs stratégiques. Le développement de ce domaine est soutenu par
une expansion significative du marché. Une projection de croissance annuelle de 9,9 %

illustre leur importante croissance et leur réle central dans des applications a haute valeur



ajoutée (Data Bridge Market Research, 2021). Dans ce contexte, le lactosérum, issu de la
transformation fromagere, et les protéines de pois, provenant des co-produits de I’industrie
agroalimentaire, constituent des sources stratégiques pour la production de peptides bioactifs
a haute valeur ajoutée. L’a-LA, I'une des protéines majoritaires du lactosérum, et les PP,
¢tudiées dans ce travail, se distinguent par leur aptitude a générer des peptides bioactifs a la
suite d’une hydrolyse enzymatique. Cette capacité leur confére un fort potentiel pour le

développement de peptides d’intérét a visée nutraceutique et pharmaceutique.

1.2.Le lactosérum et ses protéines

1.2.1. La place de ’industrie laitiére

La filiére laitiere occupe une position mondiale stratégique en se classant au deuxiéme rang
des secteurs agroalimentaires, juste aprés celui de la viande (Fédération Internationale de
Laiterie (FIL-IDL), 2019). Une proportion significative de cette industrie est dédi¢e a la
transformation du lait en une vaste gamme de produits dérivés, incluant les fromages, le
beurre, les poudres de lait, les yaourts, les desserts, et la créme (FranceAgriMer, 2022;
CNIEL, 2024). En 2022, cette production représentait environ 92 % du lait transformé en
France, tandis qu’au Canda, elle représentait environ 72 % en 2023 (FranceAgriMer, 2022;
CCIL, 2023). La production de fromage, de cas€ine et de certains types des yaourts
concentrés ou égouttés géneére un co-produit essentiel : le lactosérum. Doté de propriétés
nutritionnelles remarquables et d’un fort potentiel technologique, ce dernier représente un
levier stratégique pour I’innovation et la valorisation au sein du secteur agroalimentaire

(Smithers, 2015).

1.2.2. Le lactosérum

Le lactosérum est principalement dérivé de produits laitiers issus de divers mammiféres, bien
que ceux a base du lait de vache constituent la source la plus répandue. Sa production,

étroitement liée a 1’expansion mondiale de la production laitiere, augmente chaque année



d’environ 1 a 2 %, ce qui équivaut a un volume additionnel de prés de 14 millions de tonnes
par an. Cette croissance soutenue a donné lieu a I’émergence d’un marché mondial structuré
autour du lactosérum. En 2021, le prix moyen de la poudre de lactosérum sur le marché
international atteignait approximativement 2 500 €/t, témoignant de sa valeur économique

significative (Smithers, 2015; Yadav et al., 2015; FranceAgriMer, 2021).

1.2.2.1.  Composition du lactosérum

Le lactosérum se décline en deux catégories principales, définies en fonction des procédés
de fabrication des produits laitiers tels que les fromages, les yaourts grecs ou les caséines : le
lactosérum acide et le lactosérum doux, dont le procédé de fabrication est détaillé¢ (Figure

1.3).
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Figure 1.3. Schéma simplifié de I'obtention du lactosérum a partir du lait frais (adapté de de
Wit, 2001)

Le lactosérum, particuliecrement répandu, est majoritairement issu de la production de
fromages a pates fermes ou dures. Ce processus repose sur un traitement enzymatique
impliquant la coagulation des caséines par la présure, un mélange enzymatique contenant
principalement de la chymosine, opérant a un pH avoisinant 6,5. Le lactosérum ainsi obtenu
est désigné sous le terme de lactosérum doux. A l'inverse, le lactosérum acide (pH inférieur
a 5) résulte de la coagulation des caséines par acidification du lait. Cette acidification est
généralement réalisée via une fermentation lactique ou par 1’ajout d’acides minéraux ou
organiques (Yadav et al., 2015; Menchik et al., 2019; Pires et al., 2021). Les constituants

principaux du lactosérum incluent le lactose, les protéines, et les sels minéraux. Toutefois, sa
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composition, tout comme celle du lait dont il est issu, varie significativement en fonction du
procéd¢ utilisé pour élaborer le produit final, qu'il s'agisse de la coagulation enzymatique ou
lactique, ou encore de la fabrication de produits spécifiques comme les fromages, les caséines
ou les yaourts concentrés. Par exemple, le lactosérum acide contient généralement moins de
lactose et de protéines que le lactosérum doux. Ce déséquilibre résulte de ’activité des
ferments lactiques qui convertissent le lactose en acide lactique, réduisant ainsi la teneur en
lactose tout en augmentant la concentration en lactate (Tableau 1.1). En conséquence, le
lactosérum doux se distingue par une concentration plus élevée en lactose et une teneur plus
faible en lactate. La teneur en protéines du lactosérum acide est également inférieure a celle
du lactosérum doux. Cette différence est particuliérement marquée dans le lactosérum acide
issu de la fabrication de yaourts grecs, en raison du traitement thermique prolongé qui
contribue a une dénaturation plus importante des protéines (Tableau 1.1). En outre, divers
facteurs externes influencent la composition finale des lactosérums. Parmi ces facteurs
figurent I’origine du lait (vache, chévre, brebis, etc.), les races de vaches, 1’alimentation
animale ainsi que les variations saisonniéres (Moulin & Galzy, 1984; Gyawali & Ibrahim,

2016; Menchik et al., 2019).
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Tableau 1.1. Composition moyenne et caractéristiques du lactosérum du fromage et du
yaourt grec (Moulin & Galzy, 1984; Chatzipaschali & Stamatis, 2012; Smithers, 2015;
Menchik et al., 2019; Sebastian-Nicolas et al., 2020; Pires et al., 2021)

Produit alimentaire Yaourt grec Fromage
Type de lactosérum Acide Acide Doux
Propriétés
pH 42-45 4,5 6,5
DCO (mg O/L) 524624 0001 > 60000
DBO (mg O2/L) 45,8 -50,5 3 6500880_ > 30 000
Constituants (g/L*)
Solides totaux - 63,0-70,0 63,0-70,0
Lactose 35,0 44,0 — 46,0 46,0 — 52,0
Protéines 1,7-3,7 4,5-8,0 6,0- 10,0
Maticre grasse - 0,3-6,0 5,0—6,0
Minéraux - 43-17,5 2,0-59
Lactate - 5,2-8,0 0,5-2,0
Sodium - 0,2 3,1
Phosphates - 2,0-4,5 1,0-3,0
Chlorures - 0,9-1,1 1,0-1,1
Potassium 1,5-1,7 1,3-1,8 1,5-1,6
Calcium 1,2-1,3 1,2-1,6 0,4-0,6
Magnésium - 0,1-0,2 0,0-0,1

Les composants essentiels du lactosérum constituent une ressource stratégique pour la

production de produits a haute valeur ajoutée. Au cours des six derni¢res décennies,

l'industrie laitiére a considérablement renforcé la valorisation de ce co-produit par le biais de

technologies de pointe, transformant son traitement en une démarche a la fois innovante et

¢conomiquement durable (Smithers, 2015).

1.2.2.2.

Valorisation du lactosérum

Une grande partie du lactosérum est valorisé sous forme d’alimentation animale, notamment

pour les porcs, les moutons et les bovins (Soumati et al., 2023). Toutefois, une proportion
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significative de ce co-produit demeure encore sous-exploitée. Il est en effet estimé que
seulement 50 % du lactosérum produit a 1’échelle mondiale est valorisé dans ’industrie
alimentaire (Soumati et al., 2023). Compte tenu de sa composition riche en lactose, protéines
solubles, vitamines et minéraux, le lactosérum constitue une matrice aux propriétés
nutritionnelles et fonctionnelles remarquables. Afin d’en maximiser 1’utilisation, diverses
approches biotechnologiques et physico-chimiques ont été développées pour le transformer
en une vaste gamme de produits industriels (Figure 1.4). Les principaux composants de sa
fraction solide servent de substrats pour des applications variées. A 1’échelle des valorisations
a faibles cotts, le lactosérum est utilis¢ dans les secteurs de 1’agronomie et de 1’énergie,
notamment pour la production de biomasse microbienne et la génération de biogaz. A des
niveaux plus élevés de valorisation, il constitue une ressource précieuse pour la biosynthese
de métabolites tels que les alcools, I’acide lactique, la vitamine B12 et la pénicilline, utilisés
en industries pharmaceutique et biotechnologique. De plus, son exploitation permet
I’obtention d’arémes, d’additifs alimentaires et d’enzymes, ¢largissant ainsi ses applications
dans les secteurs de la nutrition, des cosmétiques et des ingrédients fonctionnels (Pescuma et
al., 2015; Torres de Souza et al., 2019; Sebastian-Nicolas et al., 2020; Mazorra-Manzano et
al., 2020; Karim & Aider, 2022; Soumati et al., 2023). Une autre voie prometteuse de
valorisation repose sur I’obtention de peptides bioactifs a partir des protéines du lactosérum.
Par exemple, des peptides aux propriétés antihypertensives, tels que les inhibiteurs de
I'enzyme de conversion de l'angiotensine (ACE), peuvent &tre générés par 1’hydrolyse
enzymatique ciblée des protéines sériques (Mazorra-Manzano et al., 2020). Cette approche
est particuliecrement pertinente dans le cadre de ce projet, car elle permet d’exploiter le
potentiel fonctionnel des protéines agroalimentaires pour produire des hydrolysats
peptidiques aux activités biologiques spécifiques. Ainsi, la valorisation du lactosérum par
des stratégies adaptées d’extraction et de transformation constitue une opportunité pour le

développement de peptides d’intérét en nutrition et en santé.
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Figure 1.4. Les différents procédés de valorisation du lactosérum (adapté de (Soumati et al., 2023)

15



1.2.2.3.  Les protéines du lactosérum

Les protéines du lactosérum, également appelées protéines sériques (ou protéines de petit
lait), sont des molécules globulaires et représentent environ 20 % des protéines totales
présentes dans le lait de vache (Mollea et al., 2013). Ces protéines se subdivisent en deux
groupes principaux : les protéines majoritaires et les protéines minoritaires (Cheison &
Kulozik, 2017; Sebastian-Nicolas et al., 2020). Les protéines minoritaires, qui constituent 6
% des protéines sériques, incluent des immunoglobulines, 1’albumine sérique bovine (BSA),
des protéoses-peptones, ainsi que diverses enzymes telles que le lysozyme, la
lactoperoxydase, la catalase, et les phosphatases (alcalines et sulfhydryles oxydases). A
l'inverse, les protéines majoritaires, représentant 14 % des protéines sériques, sont
essentiellement constituées de la B-LG et de ’a-LA, qui représentent respectivement 10 %
et 4 % des protéines sériques (Smithers, 2015b; Cheison & Kulozik, 2017; Ballatore et al.,
2020). La B-LG est la plus abondante et a fait I’objet d’études en raison de son aptitude a
générer des peptides bioactifs apres hydrolyse enzymatique (Mikhaylin et al., 2017; Agoua
et al., 2020a, 2022). Cependant, bien que moins abondante, I’a-LA constitue un substrat
d’intérét pour la production de peptides bioactifs. De plus, I’influence des CEP sur son

hydrolyse enzymatique reste largement inexplorée.

1.224. La-LA

L’a-LA est la deuxiéme protéine majoritaire présente dans le lactosérum humain et bovin
(Permyakov, 2020; Shi et al.,, 2020). Cette protéine globulaire acide, dont le point
isoélectrique se situe entre 4,7 et 5,1, possede un poids moléculaire de 14,2 kDa (Mehra et
al., 2021). En milieu acide, elle adopte un état de globule fondu caractérisé par un repliement
compact, intermédiaire entre les états natif et déplié. Cet état se distingue par la conservation
de la structure secondaire et la perte de la structure tertiaire. La liaison du calcium au site
spécifique de fixation est essentielle au repliement et a la stabilité¢ structurelle de cette
métalloprotéine calcique. En conditions natives, I’a-LA se trouve sous une forme compacte,
rendant la protéolyse enzymatique difficile a réaliser. Par ailleurs, elle est reconnue comme

la protéine du lactosérum la plus résistante a la chaleur, sa dénaturation intervenant a des

16



températures supérieures a 65 °C (Yang et al., 2006; Shi et al., 2020; Permyakov, 2020). L’ a-
LA se compose de 123 résidus d’acides aminés, incluant huit cystéines formant quatre ponts

disulfures (Cys®-Cys!??, Cys?-Cys!!!, Cys®-Cys’” et Cys’*-Cys”!) (Figure 1.5).
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Figure 1.5. Représentation graphique de 1’architecture secondaire de I’a-LA, inspirée des
travaux de Farrell et al,(2002). L’organisation structurale est illustrée par des formes
géométriques : les hexagones symbolisent les hélices a, les carrés les feuillets {3 et les

cercles les boucles.
Les extrémités de sa chaine polypeptidique comprennent un résidu de leucine en C-terminal
et un résidu d’acide glutamique en N-terminal (Ge et al., 2024). L’a-LA présente une
architecture bipartite avec un grand domaine a-hélicoidal et un petit domaine 3 (Figure 1.6).
Le domaine a est constitué de trois hélices a (résidus 5-11, 23-34 et 86-99), d’une hélice
(résidus 105-110) et de deux courtes hélices (résidus 18-20 et 115-118). Le domaine 3
comprend un feuillet B-plissé antiparallele composé de trois brins (résidus 41-43, 48-50 et
55-56) et une courte hélice (résidus 77-80). Ces deux domaines sont séparés par une fente

centrale (Velusamy & Palaniappan, 2016; Cheison & Kulozik, 2017; Permyakov, 2020; X.
Ge et al., 2024).
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Figure 1.6. Structure tertiaire de 'a-LA humaine observée aux rayons X, montrant
I'emplacement des liaisons disulfures (jaune) et des sites de liaisons au calcium (rouge).

1.2.2.5.  Les peptides bioactifs d’a-LA

Les molécules bioactives sont définies en tant que « composants alimentaires qui peuvent
affecter les processus biologiques ou les substrats et, par conséquent, avoir un impact sur la
fonction ou I'état du corps et, en fin de compte, sur la santé » (Bouglé & Bouhallab, 2017).
Parmi ces molécules, les peptides bioactifs issus de 1’hydrolyse des protéines alimentaires
suscitent un intérét croissant. Dans ce contexte, ’a-LA constitue une source privilégiée de
peptides bioactifs, dont les effets varient selon les enzymes utilisées pour son hydrolyse.
L’analyse des publications disponibles sur PubMed révele que les peptides dérivés de 1’a-
LA hydrolysée par des enzymes (par exemple la pepsine, 1’alcalase ou la pancréatine) ont
fait I’objet d’un nombre conséquent d’études. Entre 1989 et 2025, 412 recherches ont été
publiées sur cette thématique (Figure 1.7), avec une augmentation notable depuis 2016,
dépassant 20 publications par an.

RESULTS BY YEAR 412 results Page 1 of 2 > »

24 26
13 17 19
. 9 o
23 2 55 .5 6761 .l
11 3 3

1989 2025

][]
39 42 39

Figure 1.7. Evolution du nombre de publications sur les peptides bioactifs dérivés de I'a-
LA hydrolysée par diverses enzymes entre 1989 et 2025
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Cette dynamique scientifique témoigne d’un intérét croissant pour I’exploitation des peptides
bioactifs issus de I’a-LA, notamment pour leurs applications en nutrition fonctionnelle et en

santé¢ humaine (Tableau 1.2).

Tableau 1.2. Liste non exhaustive de peptides bioactifs obtenus par hydrolyse enzymatique
de l'a-LA

Origine Séquence Enzyme Activité biologique Référence
Lait humain GLF Trypsine Immunomodulateur (Jazllglggt) al,
VSLPEW, SLPEW,
o-LA d’Agropur LDQWL, Pepsine et . R (Xie, Du, et
US VGINYW et pancréatine Inhibiteur de "ECA al., 2022)
GVSLPEW
- Empéche la résistance a
I’insuline induite par le

TNF-a dans les adipocytes

a-LA bovine KILKD Alcalase 3T3-L1 (Gaoetal,
. 2022)
- Suppression de
l'inflammation médiée par
NF-«xB
o-LA bovine VGINYWLAHK Flavorzyme Antioxydant (Mazrz)nl g; al,
) . . . (Théolier et
o-LA bovine KVGIN Pepsine Antimicrobien al, 2013)
o-LA bovine YGLF Pepsine Opioide (Aniléz; f; al,
IWCKNDQDPHSS .
- NICNISCDKFLNN Endl"pfrll’“dase Stimulant de croissance (Kaggg% al,
DLTNNIMCVK ysime e

En revanche, les peptides bioactifs dérivés de I’a-LA hydrolysée par I’a-CT restent largement
sous-¢tudiés. Une recherche sur PubMed recense uniquement cing études publiées entre 1999
et 2025, mettant en évidence un nombre limité de peptides bioactifs identifiés. Ces travaux
ont néanmoins révélé plusieurs séquences présentant un intérét fonctionnel, notamment
CKKDDQNPHSCDKEF, qui a démontré une activité antimicrobienne, ainsi qu’un hydrolysat
contenant 21 peptides, capable d’induire la libération de cholécystokinine et de jouer un role
dans la régulation de la satiété (Pellegrini et al., 1999; Catiau et al., 2011). De plus, un
hydrolysat peptidique issu de I’a-LA de brebis a été décrit pour ses propriétés hypotensives
et antidiabétiques, tandis que le peptide IW a été identifi¢ pour son effet hypotenseur (Martin
et al., 2018; Iram et al., 2022). Enfin, le peptide RELKDL s’est distingué par sa capacité a

moduler la réponse immunitaire (Jacquot et al., 2010).
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Ainsi, malgré I’intérét démontré pour les peptides bioactifs issus de I’a-LA, les recherches
portant spécifiquement sur ceux obtenus par hydrolyse a ’a-CT restent insuffisantes. Cette
lacune scientifique souligne la nécessité d’études approfondies afin de mieux caractériser ces

peptides et d’évaluer leur potentiel bioactif.

1.3. Le pois et ses protéines

1.3.1. La place de I’industrie du pois

Le pois commun (Pisum sativum L.), appartenant a la famille des Fabacées, figure parmi les
premiéres plantes domestiquées par I’homme. A ce jour, le pois se distingue comme le leader
mondial de la production de légumineuses, avec une culture répartie dans plus de 90 pays et
une production annuelle avoisinant 16 millions de tonnes (Santos et al., 2019; Lu et al.,
2020a; Ludvikova & Griga, 2022). Les variétés de pois se divisent en deux catégories
principales selon leur utilisation : le pois de jardin (P.sativum var. sativum), destiné
principalement a la consommation humaine et le pois fourrager (P. sativum var. arvense),
utilisé traditionnellement pour 1’alimentation du bétail et comme engrais (Lu et al., 2020a;
Ludvikové & Griga, 2022).

Parmi les principaux pays producteurs, le Canada se distingue par son role prépondérant, se
positionnant comme le principal acteur a 1’échelle mondiale (Lu et al., 2020a). En 2017, le
Canada a produit environ 4,6 millions de tonnes de grains de pois verts et jaunes, grace a des
rendements élevés et des cotits de production compétitifs (200 USD/tonnes) (Ge et al., 2020).
Une large part de cette production est exportée, répondant ainsi a une demande croissante
pour des sources de protéines végétales sur le marché international (Ge et al., 2020; Lu et al.,
2020a). En Europe, la France joue un rdle de premier plan dans la production de pois,
occupant la position de leader au sein de 1’Union européenne. En 2021, la production
francaise s’¢levait a 582 000 tonnes, faisant de cette légumineuse la graine protéagineuse la
plus cultivée dans le pays, devant le soja et la féverole. La production frangaise se répartit
entre plusieurs usages : 25 % sont destinés a I’alimentation humaine, 43 % a 1’alimentation

animale, et 32 % sont exportés (Terres Univia, FranceAgriMer, 2021). Cette diversité
p g
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d’applications témoigne de I’importance économique et stratégique du pois sur le territoire
national.

En conjuguant des dynamiques complémentaires, le Canada et la France illustrent le rdle
stratégique du pois dans 1’agriculture mondiale. Tandis que le Canada domine les échanges
internationaux en répondant aux besoins globaux, la France se positionne comme un acteur
clé en Europe, valorisant pleinement les potentialités économiques et environnementales de

cette culture essentielle.

1.3.2. La graine de pois et sa composition

La graine de pois se caractérise par une composition majoritairement constituée d’amidon
(40 a 50 %), de protéines (20 a 25 %) et de fibres alimentaires (10 a 20 %), présentes sous
forme soluble et insoluble. Les lipides, en revanche, y sont faiblement représentés (moins de
2,5 %). Des composés mineurs tels que les vitamines, les minéraux, I’acide phytique, les
polyphénols, les saponines et les oxalates complétent ce profil nutritionnel complexe
(Tzitzikas et al., 2006; A. C. Y. Lam et al., 2018; Lu et al., 2020a; Wu et al., 2023).
Cependant, la composition des graines varie largement en fonction de multiples facteurs,
notamment la génétique, les conditions environnementales, les pratiques culturales, la
maturité des graines a la récolte, ainsi que les procédés de transformation post-récolte
(Tzitzikas et al., 2006; Daba & Morris, 2022). Les fluctuations de la teneur en amidon et en
protéines sont particulicrement influencées par des variables abiotiques telles que la qualité
du sol, les précipitations ou la température, ainsi que par des caractéristiques propres aux
cultivars. Par exemple, des études ont mis en évidence une corrélation positive entre des
températures élevées et une teneur accrue en protéines, souvent associées a une réduction des
précipitations (Nikolopoulou et al., 2007; Arif et al., 2020). Par ailleurs, des différences
géographiques, morphologiques et phénotypiques, comme la forme et la couleur des graines,
peuvent moduler ces variations. A titre d’exemple, les accessions provenant d’Europe de
I’Ouest ou du Canada présentent généralement une teneur en protéines inférieure a celles
originaires d’Europe de I’Est (Jha et al., 2013). Une analyse approfondie des ressources
génétiques mondiales (GRIN), basée sur 1 146 accessions de pois, a révélé que les facteurs

génétiques et environnementaux étaient les principales sources de variation de la teneur en
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protéines, oscillant entre 13,2 % et 30,9 % (USDA, 2025). Ces fluctuations sont sous-tendues
par des mécanismes génétiques complexes, impliquant des familles multigéniques
responsables de la régulation de I’accumulation des protéines dans les graines (Daba &
Morris, 2022). Les interactions entre génotype et environnement, souvent étudiées sur
plusieurs cycles culturaux, soulignent I’importance d’une approche intégrative pour

optimiser la qualité nutritionnelle et fonctionnelle des graines de pois (Wang et al., 2010;

Lam et al., 2018).

1.3.3. Valorisation du pois

Le pois, en tant que ressource clé parmi les légumineuses, se distingue par ses applications
variées et son potentiel a répondre aux défis alimentaires, énergétiques et environnementaux
actuels (Fatima et al., 2024). En alimentation humaine, ses fibres et protéines fonctionnelles
jouent un rdle central dans le développement de produits innovants. Par exemple, elles
enrichissent des soupes instantanées et des pains au sarrasin en fibres alimentaires, et
contribuent a la formulation de boissons et de yaourts probiotiques enrichis en PP et de riz
(Hanan et al., 2020, 2021; Manus et al., 2021). De plus, son utilisation comme substitut a la
viande, notamment dans les nuggets enrichis en isolat de PP, offre des alternatives
nutritionnellement avantageuses tout en réduisant les cofits des produits carnés (Shoaib et al.,
2018). Par ailleurs, I’amidon résistant contenu dans les graines de pois présente des effets
bénéfiques sur la santé intestinale, soulignant I’intérét du pois dans 1’amélioration du
microbiote et la gestion de la glycémie (Kan et al., 2018; Wang et al., 2021; Wu et al., 2023).
Au-dela de I’alimentation humaine, le pois ouvre des perspectives prometteuses dans les
domaines technologiques et environnementaux. En biotechnologie, ses coques permettent de
développer des matériaux d’emballage biodégradables comestibles, renforcés par des
nanocristaux de cellulose, offrant une résistance mécanique et une stabilité thermique accrues
(Li et al., 2020). L’encapsulation de composés bioactifs, tels que la curcumine ou le
resvératrol, a ’aide d’isolats de PP, illustre également son potentiel dans la protection et la
libération ciblée d’agents thérapeutiques (Zhang et al., 2022). Les PP et I’amidon sont
¢galement indispensables dans les propriétés texturales en industrie, notamment avec les

propriétés de solubilité, de capacit¢ de rétention d’eau et d’huile, de gélatinisation,
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d’émulsion ou de mousse (Guo et al., 2018; Ge et al., 2020). Parall¢lement, la bioconversion
de I’amidon en bioéthanol ou biobutanol souligne son réle dans la transition énergétique vers
des carburants renouvelables (Rehman et al., 2015; Nimbalkar et al., 2018). Le pois contribue
aussi a l’assainissement environnemental, avec des applications remarquables dans le
traitement de I’eau. Les biochars issus du pois et ses peaux se sont révélés efficaces pour
adsorber les métaux lourds, tels que le cuivre, et purifier les milieux aqueux (El-Nemr et al.,
2020; A. Kumar et al., 2022).

Les PP et leurs hydrolysats peptidiques se distinguent par des propriétés bioactives
remarquables, notamment des effets antioxydants, antihypertenseurs et antidiabétiques, qui
les positionnent comme des ingrédients prometteurs pour des applications nutritionnelles et
thérapeutiques (Ge et al., 2020). De plus, les farines de pois et les coques de pois (jaune ou
vert) permettent un effet protecteur antioxydant (Liu et al., 2019; Guo et al., 2019 ; Guo et
al., 2021). Ces effets bénéfiques sont amplifiés par la richesse du pois en polyphénols et en
fibres alimentaires, contribuant a la régulation du microbiote intestinal et a I'amélioration
globale de la sant¢ humaine (Ge et al., 2020). Cette combinaison unique de composés
bioactifs fait du pois une ressource clé pour le développement de produits destinés a prévenir
ou a gérer des pathologies chroniques. En parallele, les co-produits, comme les cosses de
pois, offrent une alternative aux sources traditionnelles comme le soja, grace a leur richesse
en acides aminés essentiels, en glucides digestibles (amidon, mono- et disaccharides par
exemple) et en minéraux. Avec une digestibilité accrue par rapport a d’autres co-produits
végétaux et une faible teneur en facteurs antinutritionnels, ils répondent aux besoins des
systetmes d’¢levage modernes tout en réduisant les colts de production et I’impact

environnemental (Tassoni et al., 2020).

1.3.4. Les protéines de pois

1.3.4.1. Les méthodes de production des protéines de pois

Trois approches majeures sont couramment employées pour l'extraction des PP : l'extraction
par voie alcaline suivie de précipitation, l'ultrafiltration couplée a la diafiltration, ainsi que

I'extraction saline associée a la micellisation.

23



L’extraction par voie alcaline suivie d’une précipitation repose sur la solubilité élevée
des protéines de légumineuses en milieu alcalin. Plus précisément, les PP présentent une
solubilit¢é minimale a leur point isoélectrique, situé¢ autour de pH 4,5, ce qui permet leur
extraction en conditions alcalines, suivie d’une précipitation isoélectrique. Ce procédé
constitue la méthode de référence dans 1’industrie (Figure 1.8) en raison de son efficacité et

de sa simplicité (Lam et al., 2018).
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Figure 1.8. Extraction d'un isolat de PP par extraction alcaline suivie d'une précipitation
(Boye et al., 2010 et Lam et al., 2018)
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La graine de pois est initialement transformée en farine, laquelle subit ensuite un processus
de dégraissage. Cette étape essentielle réduit les interactions entre protéines et lipides,
augmentant ainsi la solubilité des protéines dans un milieu alcalin (Boye et al., 2010). La
farine déshuilée est ensuite solubilisée et homogénéisée dans une solution aqueuse maintenue
a un pH alcalin compris entre 8 et 11, généralement ajusté a 1’aide d’hydroxyde de sodium,
de potassium ou de calcium. Ce traitement s’étend sur une durée de 30 a 180 min. Pour
optimiser la solubilisation, une température contrdlée entre 50 et 60 °C peut étre appliquée.
Apres cette étape, le mélange est soumis a une centrifugation pour séparer les protéines
solubilisées des composés non solubles. Les protéines sont ensuite précipitées a leur point
isoélectrique (pH 4,5) a I’aide d’acides tels que 1’acide chlorhydrique ou 1’acide sulfurique,
suivie d’une seconde centrifugation, de lavages successifs et d’une neutralisation. Enfin, le
produit est séché par différentes méthodes, telles que le séchage au tambour, la pulvérisation
ou la lyophilisation. L’isolat protéique obtenu contient en moyenne 90 % de protéines, bien
que ce taux puisse fluctuer entre 80 et 94 % selon les conditions d’extraction. Ces variations
influencent le rendement, la pureté, ainsi que les propriétés fonctionnelles de 1’isolat final
(Lam et al., 2018).

L’ultrafiltration couplée a la diafiltration constitue une méthode d’extraction des
protéines reposant sur la séparation moléculaire en fonction de leur poids moléculaire. Grace
a ’utilisation de membranes semi-perméables, il est possible d’isoler sélectivement les
protéines en fonction de leur taille et de leurs caractéristiques physicochimiques. L’efficacité
du procédé est intrinsequement liée a plusieurs parametres, notamment la nature de la
membrane utilisée, son seuil de coupure moléculaire, la concentration en protéines dans le
filtrat, le volume traité, ainsi que 1’ajout éventuel d’une étape de diafiltration, qui permet une
épuration plus poussée du mélange. Comparée a la méthode conventionnelle de solubilisation
alcaline suivie de précipitation, 1’ultrafiltration-diafiltration présente plusieurs atouts
majeurs. Elle permet (a) de préserver I’intégrité structurelle et fonctionnelle des protéines en
raison de conditions opératoires plus douces, (b) d’obtenir des rendements d’extraction
supérieurs, et (c) d’éliminer efficacement les composés antinutritionnels indésirables. Ces
atouts se traduisent par des rendements protéiques accrus, conférant a cette technique un fort
potentiel pour la valorisation des fractions protéiques, en particulier dans le cadre de leur

exploitation au sein de divers secteurs industriels a haute valeur ajoutée (Lam et al., 2018).
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L’extraction saline associée a la micellisation repose sur les principes de salting-in et
salting-out, suivis d’une phase de dessalement permettant d’ajuster la force ionique du
milieu. Dans un premier temps, la farine est mise en suspension dans une solution saline de
force ionique maitrisée et soumise a une agitation durant 10 a 60 min, favorisant ainsi la
solubilisation des protéines. Les composés insolubles sont ensuite éliminés par tamisage,
filtration, décantation ou centrifugation, ne conservant que le surnageant enrichi en protéines.
Une étape de dessalement est alors appliquée afin de réduire la force ionique du milieu,
stabilisant ainsi les protéines en solution. En fonction des propriétés de relargage des
protéines d’intérét et de la présence de contaminants protéiques, une précipitation et/ou
concentration est réalisée pour affiner leur séparation. Cette méthode d’extraction présente
plusieurs atouts majeurs, notamment le maintien de conditions douces, préservant la structure
et la fonctionnalité des protéines, ainsi que le respect du pH physiologique du milieu,
minimisant ainsi les risques d’altération ou de dénaturation (Lam et al., 2018).

Une fois les protéines extraites, une analyse approfondie de leur composition, de leur
structure et de leurs propriétés est nécessaire pour en comprendre la diversité¢ et les

fonctionnalités.

1.3.4.1.1. Les PP et leur classification

Quatre groupes de protéines permettent de classer les PP : la globuline, 1’albumine, la

prolamine et la glutéline (Tableau 1.3).

Tableau 1.3. Classification des protéines de la graine de pois et leurs caractéristiques (Lu et
al., 2020; Shen et al., 2022)

Masse
. .. Masse Nombres , R
Proportion Unité ; . moléculaire
Classe Sous-classe moléculaire de sous-
(%) Svedberg (kDa) unités de la sous-
unité (kDa)
Légumine 11S 320-410 6 60 - 65
Globuline 55-65 Viciline 7S 150 3 48 — 50
Conviciline 8S 180-210 3 70
Albumine 18 -25 / 2S 48 — 68,5 2 24 -25
Prolamine 4-5 / / / /
Glutéline 3-4 / / / /
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Les protéines majoritaires sont les globulines et les albumines hydrosolubles. En effet, elles
représentent a elles seules entre 73 et 90 % de la teneur totale en protéines des graines de pois
(Tzitzikas et al., 2006). Chaque protéine posseéde des caractéristiques distinctes et celles-ci
sont décrites ci-dessous.

Dans la graine, les globulines constituent les protéines de réserve essentielles,
mobilisée aprés la germination pour fournir 1’azote nécessaire au développement
embryonnaire (Tzitzikas et al., 2006). Elle représente la fraction majoritaire des protéines de
stockage, avec une proportion variant entre 55 et 65 % (Shen et al., 2022). En fonction de
leur coefficient de sédimentation, ces protéines se classent en trois groupes distincts : la

légumin, la viciline et la conviciline (Figure 1.9) (Lu et al., 2020; Shen et al., 2022).

b) Viciline ¢) Conviciline

Figure 1.9. Représentation des structures des globulines de pois : (a) légumine, (b) viciline
et (c) conviciline. Ces structures sont des exemples de la diversité structurelle de ces
protéines (Uniprot)

Parmi ces fractions, la légumine et la viciline prédominent avec un ratio d’environ 2:1, tandis
que la conviciline est présente en quantité plus limitée (Lam et al., 2018). Ces trois catégories
se différencient par leur abondance relative, leur composition chimique et leur structure,
influencant ainsi leurs propriétés fonctionnelles et nutritionnelles. En particulier, leur
aptitude a s’assembler ou a se dissocier ainsi que leurs caractéristiques de surface jouent un

role déterminant dans leur comportement et leurs fonctionnalités (Lu et al., 2020).

La légumine (11S) est une protéine hexamerique dont la masse moléculaire se situe
entre 320 et 410 kDa. Elle est formée de six sous-unités, chacune pesant approximativement
60 a 65 kDa. Ces sous-unités se composent de deux polypeptides, une chaine acide a (40
kDa) et une chaine basique (20 kDa), unies par un pont disulfure. Une forte variabilité

structurelle est observée au sein de ces chaines, bien que la chaine a, plus hydrophile, soit
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majoritairement exposée a la surface de la molécule, tandis que la chaine B, hydrophobe,
s’oriente vers I’intérieur et constitue le noyau de la protéine (Lam et al., 2018; Lu et al., 2020;
Shen et al., 2022). La viciline (7S) est une protéine trimérique dont la masse moléculaire
avoisine 150 kDa. Elle se compose de trois sous-unités monomériques (a, 3 et y) de 48 a 50
kDa. En paralléle, la conviciline, une variante polymorphe (8S), présente une masse
moléculaire comprise entre 180 et 210 kDa (Tzitzikas et al., 2006; Lu et al., 2020).
Contrairement a la légumine, la viciline ne contient pas de cystéine, ce qui empéche la
formation de ponts disulfures et la rend dépendante principalement des interactions
hydrophobes pour sa stabilisation. De plus, la sous-unité y est souvent glycosylée, ce qui lui
confére une certaine hydrophilie, alors que la glycosylation (et donc 1’hydrophilie associée)
est absente chez la légumine (Lam et al., 2018; Lu et al., 2020).

Les albumines constituent la seconde fraction protéique la plus abondante dans les
graines de pois, représentant entre 18 et 25 % de la teneur totale en protéines. Ces protéines
cytosoliques, impliquées dans divers processus métaboliques et enzymatiques, posseédent une
masse moléculaire de 68,5 kDa et un coefficient de sédimentation de 2S (McCarthy et al.,
2016). Elles regroupent plusieurs molécules essentielles a la germination, jouant ainsi un réle
clé dans le développement initial des graines. Cette fraction regroupe diverses molécules
fonctionnelles, incluant des enzymes, des inhibiteurs de protéase et d’amylase, ainsi que des
lectines, dont la masse moléculaire varie entre 5 et 80 kDa. Parmi ces protéines, deux
albumines de faible poids moléculaire, PAla et PA1b, ont été identifiées : PAla, constituée
de 53 acides aminés, affiche une masse de 6 kDa, tandis que PA1b, composée de 37 acides
aminés, présente un poids de 4 kDa (Figure 1.10) (Shanthakumar et al., 2022). Toutefois, le
rapport albumine/globuline dans les isolats de PP est susceptible de varier en fonction du
génotype ainsi que des conditions de traitement ou d’extraction des protéines. Ces variations
modulent leurs caractéristiques physico-chimiques et impactent leurs fonctionnalités (Lu et

al., 2020).
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a) PAla b) PAIb
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Figure 1.10. Représentation des structures des albumines de pois : (a) PAla et (b) PAlb
(Uniprot)

La prolamine et la glutéline constituent des fractions protéiques minoritaires dans la graine
de pois, représentant respectivement environ 5 % et 3 a 4 % de la teneur totale en protéines.
Bien que peu abondantes, elles contribuent a la diversité fonctionnelle des protéines du pois

(Lu et al., 2020).

Les PP jouent un rdle essentiel dans 1’industrie agroalimentaire, ou elles sont de plus en plus
valorisées pour leurs propriétés nutritionnelles et technofonctionnelles. Elles sont intégrées
dans une large gamme de produits, allant des boissons enrichies aux substituts de viande, en
passant par les aliments fermentés et probiotiques, illustrant ainsi leur contribution au
développement de formulations alimentaires innovantes et durables (Shoaib et al., 2018;
Hanan et al., 2020, 2021). Grace a leur digestibilité élevée, leur profil en acides aminés
essentiels et leur polyvalence technologique, elles constituent une alternative de choix aux
protéines animales (Tassoni et al., 2020). Au-dela de leur intérét en tant qu’ingrédients
fonctionnels, les PP suscitent un intérét croissant pour leur potentiel a libérer des peptides
bioactifs lors de leur hydrolyse enzymatique. Ces peptides, dont les propriétés antioxydantes,
antihypertensives et antidiabétiques sont largement documentées, renforcent la place du pois

comme une source stratégique de composés bioactifs a visée nutritionnelle et thérapeutique

(Ge et al., 2020).
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1.3.4.1.2. Les peptides bioactifs issus des PP

Les peptides bioactifs issus des protéines de pois (PP) par hydrolyse enzymatique présentent
principalement des activités antioxydantes, antimicrobiennes, antihypertensives et
antidiabétiques (Wang et al., 2022). Parmi les enzymes digestives les plus couramment
employées pour générer ces peptides bioactifs, la pepsine et 1’alcalase sont particulieérement
utilisées (Liu et al., 2019; Wei et al., 2019; Ding et al., 2020; Akbarian et al., 2022).

De nombreuses études ont exploré 1'utilisation de différentes enzymes pour 1’obtention de
peptides bioactifs a partir des PP. L’analyse des données issues de PubMed révéle que 84
¢tudes ont été menées sur ce sujet depuis 1993, avec une intensification des recherches a

partir de 2016, se traduisant par la publication annuelle de plus de cinq études (Figure 1.11).
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Figure 1.11. Evolution du nombre d'études sur les peptides bioactifs issus des PP depuis
1993

Une liste non exhaustive des peptides bioactifs identifiés est présentée dans le Tableau 1.4
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Tableau 1.4. Liste non exhaustive des peptides bioactifs dérivés des PP.

Origine Séquence Enzyme Activité biologique Référence
YSSPIHIW,
ADLYNPR,
HYDSEAILF, . (Ding et al.,
PP AGVLPGIK et Alcalase Antioxydant 2020)
GHYPNPDIEYG
LGP, LKP, YW,
VY,
PP AKSLSDREFSY, Thermolase et Inhibiteur de ’ECA, (Liao et al.,
LSDREFS et pepsine antihypertenseur 2019)
SDRFSY
PP ALP, LLSI;’ VLP et Alcalase et Antidiabétique (Wei et al.,
neutrase d 2019)
AAASYANGNAP,
RGNPAL, (Liu et al.,
PP WRVSVAPGT et Alcalase Immunomodulateur 2024)
LRWDPIPA

Toutefois, malgré cet intérét croissant, il semble qu’aucune étude n’ait encore permis
d’identifier des peptides bioactifs issus des PP par hydrolyse a I’a-CT. Néanmoins, une
recherche a rapporté la production de peptides a activité antihypertensive a partir d’un
hydrolysat enzymatique combinant I’a-CT et la thermolysine (Rudolph et al., 2017).

Ainsi, bien que les protéines de pois constituent une source prometteuse de peptides bioactifs,
les recherches portant spécifiquement sur leur hydrolyse par I’a-CT demeurent limitées.
Cette lacune souligne la nécessité d’investigations approfondies afin de caractériser ces

peptides et d’évaluer leur potentiel bioactif.

Finalement, I’a-LA et les PP constituent des précurseurs prometteurs pour la génération de
peptides bioactifs. Toutefois, leur exploitation optimale repose sur le développement de
stratégies de production performantes, dont les contraintes actuelles requierent une

évaluation approfondie.
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1.4.Production de peptides : méthodes, bioactivités et enjeux
1.4.1. Méthodes de production des peptides bioactifs

Les peptides bioactifs sont initialement intégrés sous une forme inactive au sein de leur
protéine précurseur et doivent &tre libérés par des méthodes spécifiques de production
protéique afin d’exercer leurs effets biologiques. Diverses stratégies peuvent étre employées,
incluant l'utilisation d'enzymes digestives endogénes, d'enzymes protéolytiques

commerciales, la synthése chimique ainsi que 1'hydrolyse chimique (Figure 1.12).

Fermentation Hydrolyse
microbienne enzymatique
Hydrolyse Méthodes de production des Digestion
chimique peptides bioactifs g
Synthése ADN
chimique recombinant

Figure 1.12. Schéma de la méthode de production des peptides bioactifs (Cruz-Casas et al.,
2021)

Par ailleurs, certaines transformations alimentaires, telles que le séchage, la fermentation ou
la maturation, induisent la libération de peptides sous I’effet d’enzymes microbiennes, de
modifications chimiques et de variations de température ou de durée de traitement. En
complément de ces méthodes traditionnelles, les avancées en biotechnologie ont conduit au
développement de la production de peptides par synthése d’ADN recombinant, une approche
reposant sur le clonage et I'expression génétique dans des micro-organismes spécifiques.
Chaque méthode présente des avantages et des limitations, influengant leur efficacité, leur
rendement et leur potentiel d’application a 1’échelle industrielle (Cruz-Casas et al., 2021).
L’hydrolyse enzymatique est I’une des techniques les plus couramment employées en
raison de sa spécificité élevée. Elle repose sur I’action d’enzymes commerciales capables
d’assurer une hydrolyse régiosélective et stéréosélective des protéines, permettant ainsi la
génération de peptides aux compositions bien définies. Cette approche présente I’avantage

de se dérouler dans des conditions modérées, limitant les dégradations non spécifiques et
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I’apparition de co-produits indésirables (Cruz-Casas et al., 2021). De plus, elle permet
d’accélérer la vitesse de réaction d’un facteur allant de 10° a 102 par rapport a une hydrolyse
non catalysée (Martinez-Medina et al., 2019). Toutefois, son principal inconvénient réside
dans son colt ¢élevé, dii a I'utilisation d’enzymes spécifiques dont la production et la
stabilisation sont onéreuses. Par ailleurs, les hydrolysats obtenus nécessitent souvent des
étapes de purification complexes pour isoler les peptides bioactifs d’intérét, ce qui accroit
davantage le colit global du procédé et limite son application a grande échelle (Cruz-Casas
etal., 2021; Wen et al., 2022).

En parallele, la fermentation microbienne représente une alternative économique
exploitant les capacités hydrolytiques de micro-organismes capables de produire
naturellement des protéases dégradant les protéines en peptides bioactifs (Wen et al., 2022).
Cette approche présente plusieurs avantages : elle réduit considérablement les colts de
production en supprimant le besoin d’enzymes exogenes et elle présente une grande diversité
de protéases microbiennes, ce qui génere des peptides de tailles et de séquences différentes
(Cruz-Casas et al., 2021). De plus, I'absence de résidus toxiques en fait une technologie
considérée comme respectueuse de 1I’environnement (Cruz-Casas et al., 2021). Cependant,
elle présente aussi des inconvénients majeurs. Le profil peptidique obtenu reste difficile a
controler, car elle est fortement influencée par la souche microbienne sélectionnée ainsi que
par les paramétres de fermentation, tels que le pH, la température, la source de carbone
utilisée, la disponibilité des nutriments et 1’accés a I’oxygene. Cette variabilité rend la
standardisation du processus plus complexe et compromet la reproductibilité des résultats
(Toldra et al., 2018; Cruz-Casas et al., 2021). De plus, certaines bactéries peuvent synthétiser
des métabolites indésirables, tels que des exo-polysaccharides, ou des bactériocines,
nécessitant ainsi une régulation stricte des conditions de fermentation. Ces composés
secondaires peuvent interférer avec les effets biologiques attribués aux peptides bioactifs,
soulevant la question de savoir si les bioactivités observées sont exclusivement liées aux
peptides ou si elles résultent d’une interaction avec ces molécules annexes (Martinez-
Augustin et al., 2014). Ainsi, bien que la fermentation microbienne soit une alternative
prometteuse a I’hydrolyse enzymatique, elle nécessite une optimisation rigoureuse afin de

garantir la qualité des peptides produits.
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Contrairement aux méthodes biologiques, I’hydrolyse chimique repose sur
I’utilisation d’acides ou de bases fortes, comme 1’acide chlorhydrique ou I’hydroxyde de
sodium et de hautes températures pour rompre les liaisons peptidiques (Ulug et al., 2021). Ce
procédé¢ est apprécié pour son colt relativement bas comparé a 1’hydrolyse enzymatique. Il
permet une hydrolyse compléte des protéines en un temps réduit, ce qui peut étre un avantage
pour certaines applications industrielles. Toutefois, cette approche présente plusieurs
limitations majeures, notamment un contrdle limité du processus, entrainant une composition
chimique hétérogene des hydrolysats. L’utilisation de conditions extrémes de température et
de pH, ainsi que de solvants agressifs, altére significativement la qualité nutritionnelle des
peptides obtenus et réduit leurs fonctionnalités technologiques (Ulug et al., 2021). Enfin, son
impact environnemental est un enjeu majeur, car elle génere des effluents chimiques (Mora
& Toldra, 2023).

Enfin, les approches de synthése chimique et biotechnologie recombinante
offrent une flexibilité¢ inégalée pour la production de peptides de séquence parfaitement
contrdlée. La synthése chimique, notamment la synthése en phase solide (Solid Phase Peptide
Synthesis, SPPS), permet de concevoir des peptides aux structures précises, ce qui constitue
un atout majeur dans la recherche pharmaceutique et biomédicale. De méme, la
biotechnologie recombinante exploite des micro-organismes génétiquement modifiés pour
produire des peptides de haut poids moléculaire, difficilement accessibles par hydrolyse
enzymatique ou fermentation. Toutefois, ces méthodes présentent des contraintes
significatives. La synthése chimique nécessite des solvants organiques, engendrant un impact
environnemental non négligeable, et son colit est généralement prohibitif, limitant son
application industrielle. Quant a la biotechnologie recombinante, bien qu’elle soit
prometteuse, elle demeure limitée par des colits de production tres élevés, une complexité
technologique importante, un rendement faible et des contraintes réglementaires strictes
concernant I’utilisation d’organismes génétiquement modifiés (Wen et al., 2022).

En résumé, le choix de la méthode de production des peptides bioactifs repose sur une
¢valuation rigoureuse des objectifs de production, des colits et des contraintes
environnementales. L’hydrolyse enzymatique et la fermentation microbienne sont
privilégiées pour leur efficacité et leur statut GRAS (Generally Recognized as Safe), tandis

que I’hydrolyse chimique, bien que moins sélective, demeure une alternative envisageable.
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Par ailleurs, la synthése chimique et la technologie de I’ADN recombinant constituent des
voies prometteuses, bien que leur industrialisation soit limitée par des colits élevés et des
réglementations strictes. Toutefois, au-dela des considérations liées a leur mode de
production, I’intérét des peptides bioactifs réside dans leurs propriétés fonctionnelles et leur
interaction avec les matrices alimentaires. En particulier, les peptides antihypertenseurs et
antidiabétiques se caractérisent par des mécanismes d’action spécifiques, étroitement régis
par leur structure et leur séquence peptidique. Leur intérét est d'autant plus crucial que
I'hypertension et le diabéte de type 2 représentent des enjeux majeurs de santé publique,
touchant respectivement 1,3 milliard et 830 millions de personnes dans le monde, avec une
prévalence en constante augmentation (OMS, 2019, 2022). Une compréhension approfondie
de ces mécanismes est donc indispensable afin d’optimiser leur production, d’améliorer leur
stabilité et de maximiser leur efficacité, notamment dans des formulations alimentaires et

nutraceutiques visant la prévention et la gestion de ces pathologies.

1.4.2. Peptides a activité antihypertensive et antidiabétique

1.4.2.1.  Les peptides a activité antihypertensive

Les peptides antihypertenseurs agissent principalement en modulant le systéme rénine-
angiotensine (SRA), un régulateur clé de I’homéostasie cardiovasculaire (Bechaux et al.,
2019). Ce systeme repose sur une cascade enzymatique initiée par la conversion de
I’angiotensinogene en angiotensine I (ANG I) sous I’action de la rénine, une enzyme sécrétée
par les cellules juxtaglomérulaires du rein (Figure 1.13). L’ANG I est ensuite transformée en
angiotensine II (ANG II) par I’enzyme de conversion de 1’angiotensine (ACE). Cette derniére
joue un rdle central dans la régulation de la pression sanguine, car I’ANG II est un puissant
vasoconstricteur qui, en se liant a ses récepteurs spécifiques, stimule la sécrétion
d’aldostérone, favorise la rétention hydrosodée et augmente ainsi la pression artérielle.
Paralle¢lement, I'ECA intervient dans la dégradation de la bradykinine, un peptide vasoactif
doté de propriétés vasodilatatrices. Son inhibition entraine une accumulation de bradykinine,
intensifiant la réponse hypotensive et amplifiant l'effet antihypertenseur des peptides

inhibiteurs (Xue et al., 2021; Fan et al., 2022). Ainsi, I’action de ces peptides repose sur une
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double modulation des voies physiologiques : la réduction de la vasoconstriction induite par

I’ANG II et le maintien d’un niveau élevé de bradykinine favorisant la vasodilatation.
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Figure 1.13. Mécanisme d'action du peptide antihypertenseur sur le systéme
rénine/angiotensine et le systeme kallikréine/kinine. ACE : Enzyme de conversion de
I’angiotensine II (Bechaux et al., 2019).

Sur le plan moléculaire, I'ECA est une métalloprotéase possédant un site actif contenant un
ion Zn**, indispensable a son activité catalytique, ainsi que trois sous-sites catalytiques
majeurs (S1, SI' et S2). Les peptides inhibiteurs exercent leur action en se liant
spécifiquement a ces sites via des interactions hydrogeéne et hydrophobes, entrant ainsi en
compétition avec le substrat naturel. De plus, certains inhibiteurs présentent une affinité pour
I’ion Zn**, entrainant sa chélation et une altération de la catalyse enzymatique, bloquant ainsi
la conversion de ’ANG I en ANG II (Xue et al., 2021). Cette synergie d’actions confére aux
peptides inhibiteurs de I’ECA un intérét majeur dans le contrdle de 1’hypertension, justifiant
leur valorisation dans le développement d’agents antihypertenseurs d’origine peptidique.

Leur potentiel est d’autant plus attractif que les traitements conventionnels reposent
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principalement sur des inhibiteurs synthétiques de ’ECA, tels que le captopril, I’énalapril et
le lisinopril. Bien que ces molécules aient démontré une efficacité clinique avérée, elles sont
fréquemment associées a des effets secondaires indésirables, notamment une altération du
gott, des éruptions cutanées et une augmentation de 1’activité de la rénine plasmatique. Dans
ce contexte, les peptides inhibiteurs d’origine agroalimentaire suscitent un intérét croissant
en raison de leurs propriétés avantageuses. Dérivés de protéines animales ou végétales, ils se
distinguent par une biodisponibilité accrue, une moindre toxicité et une meilleure tolérance,
avec I’absence d’effets indésirables majeurs (Fan et al., 2022). Toutefois, leur efficacité
dépend étroitement de leur composition en acides aminés, qui influence leur affinité pour
I’ECA et leur mode d’interaction avec son site actif (Bechaux et al., 2019). Les peptides
composés de moins de 20 résidus et présentant une masse moléculaire inférieure a 3 kDa sont
particulierement valorisés pour leur capacité a inhiber ’ECA. Leur efficacité repose sur la
formation d’interactions stabilisatrices avec les sites catalytiques de I’enzyme, notamment
par 1’établissement de liaisons hydrogéne, d’interactions hydrophobes et de forces de Van
der Waals a proximité de 1’ion zinc, élément essentiel a I’activité enzymatique (Gallego et
al.,2018a; Ichim et al., 2024). De plus, la présence de résidus hydrophobes, tels que la proline
en position N- et C-terminale, ainsi que d’acides aminés chargés comme 1’acide glutamique
et la lysine, joue un role déterminant dans I’optimisation de ces interactions moléculaires,
renforgant ainsi I’affinité des peptides pour I’enzyme et leur capacité a moduler son activité

catalytique (Cheung et al., 1980; Abdelhedi et al., 2017; Chi et al., 2024).

1.4.2.2.  Les peptides a activité antidiabétique

Les peptides inhibiteurs de la dipeptidyl peptidase-4 (DPP-IV) jouent un role clé dans la
modulation de la glycémie, en particulier chez les patients atteints de diabéte de type 2
souffrant d’un déficit de sécrétion d’insuline. Ces peptides exercent leur effet en inhibant la
DPP-1V, une sérine protéase impliquée dans I’hydrolyse des incrétines, notamment le
glucagon-like peptide-1 (GLP-1) et le polypeptide insulinotrope dépendant du glucose (GIP)
(Figure 1.14).
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Figure 1.14. Représentation schématique des mécanismes hypoglycémiants des peptides
inhibiteurs de la DPP-IV (Zhang et al., 2024).

Ces hormones sont essentielles a la régulation postprandiale du glucose, car elles stimulent
la sécrétion d’insuline par les cellules B pancréatiques et inhibent la libération de glucagon
par les cellules a, réduisant ainsi la production hépatique de glucose (Bechaux et al., 2019;
Zhang et al., 2024). Toutefois, leur demi-vie est considérablement réduite en raison de leur
clivage rapide par la DPP-IV, limitant leur efficacité métabolique. L’inhibition de la DPP-IV
permet de prolonger I’activité des incrétines et d’intensifier leurs effets sur la sécrétion
d’insuline, améliorant ainsi le contréle de la glycémie (Zhang et al., 2024). Cette enzyme
posséde deux principales poches catalytiques : une poche hydrophobe (S1) et une poche
chargée (S2), essentielles a son activité enzymatique (Zheng et al., 2019). Les peptides
inhibiteurs interagissent avec ces régions via des liaisons hydrogene, des interactions
hydrophobes et des forces électrostatiques, perturbant ainsi la reconnaissance et 1’hydrolyse
des substrats naturels de la DPP-IV. L’intérét grandissant pour ces peptides réside dans leur
origine naturelle, notamment lorsqu’ils proviennent de protéines alimentaires (Zhang et al.,
2024). En raison des contraintes inhérentes aux traitements conventionnels du diabéte de type
2, telles que la nécessité d’injections fréquentes d’insuline et 1’apparition d’effets
secondaires, ces molécules suscitent un intérét croissant en tant qu’alternative thérapeutique

(Bechaux et al., 2019). Par ailleurs, leur incorporation dans 1’alimentation sous forme de
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suppléments est envisagée comme une approche préventive susceptible de réduire le risque
de survenue de cette pathologie (Bechaux et al., 2019). Toutefois, 1’efficacité de ces peptides
repose en grande partie sur leur structure, qui conditionne leur interaction avec la DPP-IV. En
effet, les peptides présentant une activité inhibitrice optimale vis-a-vis de la DPP-IV sont
généralement constitués de 2 a 8 acides aminés, avec une masse moléculaire comprise entre
200 Da et 1 kDa (Mu et al., 2023). La présence de résidus hydrophobes tels que la leucine,
l'isoleucine ou la valine en position N-terminale joue un role déterminant dans 1'affinité pour
l'enzyme. Par ailleurs, la présence d’une proline en seconde position N-terminale renforce
significativement cette inhibition en stabilisant I’interaction compétitive avec le site actif de
la DPP-IV (Nongonierma et al., 2016). De plus, des résidus hydrophobes additionnels,
notamment l'alanine, la leucine et la proline, ainsi qu’une charge nette comprise entre -2,9 et
1,1 a pH 7, contribuent a la stabilisation des interactions enzymatiques, favorisant ainsi

I’efficacité de I’inhibition (Zhang et al., 2016; Mu et al., 2023).

1.4.2.3. D¢éfis et enjeux réglementaires des peptides bioactifs

Bien que les peptides bioactifs suscitent un intérét croissant en raison de leurs propriétés
physiologiques bénéfiques, leur production et leur mise sur le marché rencontrent plusieurs
obstacles majeurs. Parmi ceux-ci, I’absence d’un cadre réglementaire harmonisé constitue un
frein important a leur développement. Les critéres d’approbation et les exigences en matire
d’allégations de santé varient considérablement d’un pays a 1’autre, créant des disparités qui
compliquent leur reconnaissance en tant qu’ingrédients fonctionnels. Tandis que certaines
réglementations facilitent leur intégration dans des formulations alimentaires ou
nutraceutiques, d’autres imposent des standards plus stricts, exigeant des preuves
scientifiques approfondies et des études cliniques robustes. Cette hétérogénéité réglementaire
ralentit leur adoption a I’échelle internationale, limitant leur accessibilité aux consommateurs
et restreignant leur potentiel d’innovation dans le domaine de la santé et de la nutrition
(Duffuler et al., 2022). Malgré ces contraintes, plusieurs peptides bioactifs provenant de
protéines animales (lactosérum) et végétales (soja) ont déja été commercialisés et intégrés

dans des formulations nutraceutiques (Tableau 1.5).
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Tableau 1.5. Formulations nutraceutiques vendus dans le commerce a base de peptides
bioactifs provenant de protéines animales et végétales (Lopez-Barrios et al., 2014; Dullius
etal., 2018)

m . . Bioactivité N .
No d.u Fabricant Type de produit ‘1 Allégation de santé
produit peptidique
Gamm; de Davisco, Ftats- Isolat de protéines de Fragments de Réduction de la pression

produits Unis lactosérum hydrolysé p- artérielle
BioZate® lactoglobuline
Borculo Domo
Vivinal® Ingredients 1 Peptide dérivé . .
ALPHA (BDI), Pays- Ingrédient/hydrolysat du lactosérum Détente et sommeil
Bas
Hydrolysat de
DMV Complément protéines de
Praventin™ International, . P , lactosérum Réduction de l'acné
alimentaire/gélule S
Pays-Bas enrichi en
lactoferrine
Extrait de
DermylexMC Advitec, Inc., ' Complement . prot,eme de Réduit les symptomes du
Canada alimentaire/comprimé¢  lactosérum XP- psoriasis
828L
. Ingrédients Hydrolysat de Inhibition de I'ACE,
Hilmar™ . . i . . - S .
8390 Hilmar, Etats-  Complément alimentaire protéines de inhibition de I'enzyme
Unis lactosérum DPP-1V
Gl'a pb1a Complemegt ah.mentalre Peptide dérivé Propriétés anti-
NOP-47™ Nutritionals, et applications . . .
. . . de lactosérum inflammatoires
Etats-Unis pharmaceutiques
Lunasine Reliv, Etats— Complément alimentaire P .ep:ude de. Hypocholestérolémiant
Unis dérivé du soja

Au-dela des contraintes réglementaires, les colts de production élevés constituent une
barriere importante. Les protéines et leur hydrolyse enzymatique requierent des matiéres
premiéres de haute qualit¢ et des procédés cotliteux, limitant ainsi leur accessibilité
industrielle. En paralléle, la diversité des hydrolysats issus de différentes sources protéiques
agroalimentaires, aux caractéristiques variées, constitue un défi majeur pour la
standardisation des produits finaux. Par ailleurs, les propriétés organoleptiques des peptides,
notamment leur golit amer, posent un défi supplémentaire en termes d’acceptabilité par les
consommateurs et nécessitent des stratégies adaptées pour améliorer leur palatabilité
(Duffuler et al., 2022). Pour répondre a ces enjeux, plusieurs solutions émergent afin
d’améliorer I’accessibilité et 1a rentabilité des peptides bioactifs. L’une des stratégies les plus
prometteuses consiste a valoriser les co-produits agroalimentaires, au lieu d’utiliser

exclusivement des protéines purifiées. Cette approche permet de réduire considérablement
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les cofits de production tout en favorisant une économie circulaire et limitant le gaspillage
des ressources agricoles. L’immobilisation enzymatique représente également une avancée
majeure, offrant la possibilité de réutiliser les enzymes pour plusieurs cycles d’hydrolyse,
diminuant ainsi les cofits associés aux catalyseurs et améliorant la stabilité des processus. En
complément, les techniques d’hydrolyse conventionnelles peuvent étre optimisées ou
combinées avec des technologies innovantes, afin d’augmenter le rendement en peptides
bioactifs, d’améliorer la spécificité enzymatique et de garantir une meilleure reproductibilité
industrielle. Enfin, 'uniformisation des procédés de production constitue un autre levier
essentiel pour assurer la qualité et la conformité réglementaire des peptides bioactifs. Définir
des protocoles standardisés permettrait d’améliorer la reproductibilité des résultats et
d’accélérer leur reconnaissance par les agences de sécurité alimentaire (Duffuler et al., 2022).
Outre ces enjeux de production et de réglementation, la biodisponibilité des peptides bioactifs
représente un autre défi majeur. Une fois ingérés, ces peptides sont soumis a l'action des
enzymes gastro-intestinales, notamment la pepsine, la trypsine et la chymotrypsine, qui
fragmentent les séquences peptidiques et peuvent altérer leur activité biologique. Cette
instabilité enzymatique limite considérablement leur efficacité in vivo, certains peptides étant
rapidement dégradés en fragments inactifs ou en acides aminés libres avant d’atteindre leur
site d’action. De plus, le transport transépithélial constitue un autre facteur limitant leur
biodisponibilité : les peptides doivent traverser la barriére intestinale intacte pour exercer
leurs effets biologiques. Ainsi, la mise au point de peptides plus résistants a la digestion et
mieux absorbés est essentielle pour garantir leur efficacité en tant qu’agents thérapeutiques

ou nutraceutiques (Pei et al., 2022).

1.5.Amélioration de I’hydrolyse enzymatique pour la production de
peptides bioactifs

L’hydrolyse enzymatique des protéines est un processus au cours duquel une molécule
d’eau est ajoutée a une liaison peptidique, entrainant sa rupture et libérant ainsi deux
fragments : un groupe carboxyle en C-terminal et un groupe amine en N-terminal (Cheison
& Kulozik, 2017). Ce mécanisme, catalysé par des enzymes spécifiques, est largement utilisé

pour produire des peptides bioactifs a partir de protéines agroalimentaires. Toutefois, son
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efficacité dépend de plusieurs parameétres, notamment la nature du substrat protéique, les
caractéristiques de I’enzyme utilisée et les conditions d’hydrolyse appliquées (Valencia et
al., 2015; Nasri, 2017). L’interaction entre I’enzyme et son substrat constitue une étape

déterminante du processus (Figure 1.15).

+ +

Enzyme

Enzyme Enzyme

Figure 1.15. Processus d'hydrolyse enzymatique : Interaction enzyme-substrat et libération
des produits

L’enzyme se fixe sur des sites spécifiques de la protéine grace a son site actif qui possede
des résidus capables d’établir des liaisons temporaires avec la chaine peptidique du subtrat
protéique (Cruz-Casas et al., 2021). Ces interactions, impliquant principalement des liaisons
hydrogene, des forces hydrophobes et des interactions de Van der Waals, permettent la
formation d’un complexe enzyme-substrat dans une conformation catalytiquement favorable.
Une fois ce complexe stabilis¢, I’enzyme catalyse la rupture des liaisons peptidiques, libérant
ainsi des peptides aux propriétés biologiques spécifiques (Cruz-Casas et al., 2021). Deux
principales stratégies sont couramment employées pour réaliser 1’hydrolyse enzymatique :
I’hydrolyse en batch et I’utilisation d’enzymes immobilisées (Cheison & Kulozik, 2017). La
méthode batch, bien que simple et répandue, présente plusieurs inconvénients, notamment
un colt enzymatique élevé, di a l'utilisation unique des enzymes, leur perte d’activité
progressive par inactivation ou autolyse, et la nécessit¢ d’une concentration enzymatique
importante pour maintenir une productivité suffisante. De plus, le colt élevé s’accompagne
d’une faible productivité et de la formation de métabolites secondaires indésirables, résultant
parfois de I’autolyse enzymatique (Cruz-Casas et al., 2021). En revanche, I’immobilisation
enzymatique permet de prolonger 1’activité des biocatalyseurs en facilitant leur réutilisation,
ce qui améliore la rentabilité du procédé (Nasri, 2017). De son c6té, I’hydrolyse assistée par
membranes d’ultrafiltration optimise le processus en contrdlant la taille des peptides produits,
améliorant ainsi la sélectivité et la purification des hydrolysats (Rizzello et al., 2016).

L’environnement réactionnel joue également un role essentiel dans 1’optimisation de
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I’hydrolyse enzymatique. Une dégradation progressive des protéines peut se produire lorsque
les peptides libérés deviennent eux-mémes des substrats enzymatiques (Cheison & Kulozik,
2017). Toutefois, certains peptides intermédiaires peuvent moduler I’activité enzymatique en
agissant comme inhibiteurs, influengant ainsi la cinétique de la réaction et le profil des
hydrolysats obtenus (Valencia et al., 2015; Nasri, 2017). Une maitrise fine de ces parametres
est donc essentielle pour orienter la production de peptides d’intérét tout en maximisant
I’efficacité du procédé.

Si ces paramétres influencent considérablement 1’efficacité du processus, 1’hydrolyse
enzymatique des protéines demeure confrontée a deux limitations majeures. D’une part, la
structure tridimensionnelle compacte des protéines et 1’organisation rigide de leurs éléments
secondaires, notamment les hélices a, restreignent 1’accessibilité¢ des sites de clivage aux
protéases, réduisant ainsi I’efficacité du processus (Dullius et al., 2018). D’autre part, le colit
¢levé des enzymes et leur impact environnemental constituent des obstacles majeurs pour
une transposition industrielle. L utilisation d’enzymes en grande quantité entraine une hausse
des colits de production et génére des résidus enzymatiques dans les effluents industriels,
soulevant ainsi des préoccupations écologiques et économiques (Dullius et al., 2018).

Face a ces défis, I’intégration de stratégies complémentaires apparait essentielle pour
améliorer a la fois I’efficacité et la rentabilité de 1’hydrolyse enzymatique. Parmi les
approches prometteuses, certaines technologies permettent de moduler la structure compacte
des protéines, favorisant ainsi un reldchement partiel de leur conformation native et
augmentant I’exposition des sites de clivage enzymatique (Ulug et al., 2021). Parall¢lement,
I’immobilisation enzymatique représente une solution efficace pour accroitre la stabilité des
biocatalyseurs et réduire leur consommation, garantissant ainsi une meilleure recyclabilité et
une diminution des cofits de production (Nasri, 2017).

L’association de ces deux stratégies constitue une avancée majeure dans 1’optimisation de
I’hydrolyse enzymatique, en améliorant ’accessibilité des substrats aux enzymes tout en
assurant une gestion plus durable et économiquement viable des ressources enzymatiques.
Ces innovations peuvent améliorer 1’efficience de la production des peptides bioactifs, avec
un impact réduit sur D’environnement et des perspectives d’application a [’échelle

industrielle.
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1.5.1. Prétraitements technologiques des protéines

1.5.1.1.  Le traitement thermique

Le traitement thermique constitue ’'une des méthodes conventionnelles les plus employées
dans I’industrie agroalimentaire, en raison de son efficacité a modifier les propriétés physico-
chimiques des protéines alimentaires (Mirmoghtadaie et al., 2016). L’application de chaleur
induit une modification de leur conformation, entrainant une dénaturation partielle et une
altération de leur structure secondaire. Ce phénomeéne s’accompagne de plusieurs
conséquences possibles, telles que 1’agrégation des protéines, une augmentation de leur
hydrophobie de surface, une modification des interactions moléculaires (hydrophobes,
¢lectrostatiques, etc.) ainsi qu’un déplacement de leur point isoélectrique (Lam & Nickerson,
2015; Malik & Saini, 2019). De plus, la chaleur favorise I’augmentation de la biodisponibilité
des sites de clivage enzymatiques. A titre d’illustration, il a été démontré que I’a-LA devient
plus sensible a I’hydrolyse par la trypsine aprés un chauffage a 85 °C, en raison de la
réorganisation de sa conformation et de la libération de fragments peptidiques plus
accessibles aux enzymes (Bertrand-Harb et al., 2002; Lam & Nickerson, 2015b). De méme,
un chauffage a 76 °C, correspondant a la température de dénaturation des PP, entraine une
désorganisation de la structure secondaire, favorisant ainsi 1’exposition des régions
hydrophobes et facilitant leur digestion (amylase, trypsine et pancréatine) (Hall & Moraru,
2021). Toutefois, malgré ces bénéfices, le traitement thermique demeure énergivore.

Dans ce contexte, I’intérét se porte aujourd’hui sur des technologies alternatives non
thermiques, visant a optimiser la production de peptides bioactifs en réduisant la

consommation énergétique (Nicoleta et al., 2010; Ulug et al., 2021).

1.5.1.2.  Les technologies émergentes

Les technologies émergentes, notamment les hautes pressions hydrostatiques, les micro-
ondes, les CEP et les ultrasons, suscitent un intérét croissant en raison de leur capacité a
accroitre la sensibilité des protéines a I’hydrolyse enzymatique. Ces approches ont démontré
leur efficacité dans I’amélioration de I’hydrolyse des protéines de lactosérum et de pois en

modifiant leur structure conformationnelle, facilitant ainsi leur accessibilité aux enzymes et
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optimisant la production de peptides (Laguna et al., 2017; Ma et al., 2017; Mikhaylin et al.,
2017; Jiang et al., 2018; Munir et al., 2019; Agoua et al., 2020a; Carullo et al., 2020;
de Oliveira et al., 2020; Meng et al., 2021). Cependant, 1’efficacité de chacune de ces
technologies repose sur une optimisation rigoureuse des parameétres de traitement, visant a
identifier les conditions optimales pour maximiser la réactivité enzymatique tout en
minimisant les effets indésirables susceptibles d'altérer le processus d’hydrolyse. Les CEP
représentent une technologie non thermique particuliérement prometteuse dans ce contexte.
En induisant une modification de la structure des protéines, les CEP facilitent I’interaction
enzyme-substrat, favorisant ainsi I’efficacit¢ de 1’hydrolyse enzymatique. De plus, ils
préservent I’intégrité des peptides bioactifs en limitant 1’élévation intense de température.
Cependant, leur application a 1’échelle industrielle demeure confrontée a des défis majeurs,
notamment les colits d’investissement élevés et les exigences réglementaires en cours
d’adaptation (Gavahian, 2024). Les micro-ondes, bien qu’ils réduisent le temps de traitement
face a un traitement thermique conventionnel, peuvent entrainer une hétérogénéité dans la
production des peptides (Gavahian, 2024).

En conclusion, ces technologies émergentes offrent des perspectives innovantes pour
améliorer I’efficacité de I’hydrolyse enzymatique et valoriser les peptides bioactifs issus des
protéines alimentaires. Le choix de la technologie optimale repose sur plusieurs critéres,
notamment 1’impact sur la structure protéique, I’efficacité énergétique et la faisabilité
industrielle (Rocha et al., 2018; Arshad et al., 2020).

Dans cette étude, les CEP seront privilégiés en tant que stratégie de prétraitement des
protéines, offrant ainsi une approche innovante et éco-efficiente pour optimiser 1I’hydrolyse

enzymatique tout en améliorant la valorisation des co-produits agroalimentaires.

1.5.1.3. Les CEP

Les CEP appartiennent a la famille des traitements électriques a haute tension, une catégorie
d’¢électro-technologies pulsées (Agoua et al, 2022). Contrairement aux procédés
conventionnels, les CEP réduisent significativement la consommation énergétique et peuvent
limiter, voire éliminer, I’utilisation d’eau, offrant ainsi une alternative plus durable aux

traitements classiques (Rocha et al., 2018; Arshad et al., 2020). Leur principe repose sur
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I’application d’un champ électrique externe, d’intensité modérée a élevé, sur une durée tres
bréeve. Ce champ est généré entre deux ¢lectrodes immergées dans une solution ou
directement appliqué sur un produit a traiter, induisant des modifications ciblées des
structures biologiques sans recourir a des températures excessives (Arshad et al., 2020).

Les CEP reposent sur ’association de deux parties d’équipement essentielles : un
générateur d’impulsions de haute tension et une chambre de traitement, dont la conception
joue un role déterminant dans 1’efficacité du procédé. Le générateur d’impulsions assure la
conversion du courant continu en impulsions électriques bréves et controlées, nécessaires a
I’application du champ électrique sur la matrice a traiter. Ces impulsions, de durée et
d’intensité adaptées, sont transmises a travers la chambre de traitement, ou elles interagissent
avec le produit ciblé. La chambre de traitement, quant a elle, permet I’établissement du
contact ¢lectrique avec le produit grace a la présence de deux électrodes séparées par un
isolant diélectrique, dont ’'une est reliée au générateur et 1’autre a la terre. Pour garantir un
champ électrique homogene et une efficacité optimale, il est crucial que la chambre soit
entierement remplie, limitant ainsi la formation de bulles d’air qui pourraient perturber la
répartition du champ électrique et nuire a la reproductibilité du traitement (Alirezalu et al.,
2020). Selon I’application visée, ces chambres peuvent étre statiques ou dynamiques. Les
premicres sont adaptées aux traitements en mode discontinu (batch), ot un volume défini est
traité avant d’étre évacué, tandis que les secondes permettent une application en flux continu,
répondant ainsi aux exigences des processus industriels de grande échelle. Dans ce cadre, les
configurations rectangulaires et cylindriques sont les plus couramment employées, en raison
de leur compatibilité avec les infrastructures de production existantes et de leur capacité a
assurer une distribution homogéne du champ électrique au sein du produit (Grimi et al., 2011;
Delsart et al., 2015; Rocha et al., 2018; Arshad et al., 2020).

Toutefois, 1’efficacité du traitement ne repose pas uniquement sur la conception de la
chambre de traitement, mais ¢galement sur plusieurs parametres physiques et électriques qui
modulent son impact sur les matrices biologiques. La force du champ électrique appliqué, la
durée et la forme des impulsions, ainsi que la conductivité électrique du produit sont autant
de variables qui influencent la perméabilisation des membranes cellulaires et 1’altération des
structures macromoléculaires (Rocha et al., 2018; Arshad et al., 2020). La force du champ

¢lectrique externe constitue le facteur prédominant dans la dénaturation des protéines,
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comme cela a ét¢ démontré dans plusieurs travaux. Une force de champ plus élevée favorise
une rupture plus efficace des liaisons disulfures, ce qui accentue le dépliement protéique et
améliore par conséquent I’hydrolyse enzymatique (Zhang et al., 2017; Dong et al., 2020).
Exprimée en kV/cm, elle peut étre modulée en fonction du substrat a traiter, de la durée du
traitement et du nombre d’impulsions appliquées. Une force plus élevée peut ainsi permettre
de réduire le temps de traitement ou le nombre d’impulsions nécessaires, optimisant ainsi
I’efficacité énergétique du procédé. En parallele, la durée du traitement et la forme des
impulsions jouent un rdle déterminant dans la réponse des biomolécules aux CEP (Grimi et
al., 2011). Le temps effectif d’application électrique est défini par la multiplication de la
durée de chaque impulsion (exprimée en ps) par le nombre total d’impulsions délivrées au
produit (Grimi et al., 2011). Plusieurs études ont mis en évidence que I’augmentation du
nombre d’impulsions pouvait favoriser la rupture des liaisons disulfures, entrainant la
libération de groupement thiols, un phénomene corrélé a un dépliement partiel des protéines,
facilitant ainsi leur hydrolyse enzymatique ultérieure (Li et al., 2007; Zhang et al., 2017).
L’ensemble de ces parameétres doit donc étre rigoureusement maitrisé¢ afin d’optimiser
I’application des CEP tout en garantissant une reproductibilité industrielle optimale (Rocha
et al., 2018). Au-dela du contrdle de ces variables, il est essentiel de comprendre les
interactions des CEP avec les protéines alimentaires afin d’exploiter pleinement leur
potentiel. Leur mécanisme d’action repose sur des effets électro-physiques qui modifient
certaines propriétés des protéines, influencant ainsi leur sensibilité aux transformations
enzymatiques.

Les CEP exercent leur action sur les protéines alimentaires a travers deux mécanismes
théoriques majeurs : les réactions électrochimiques aux interfaces électrodes-solution et la
polarisation moléculaire induite par le champ électrique. Lorsque les CEP sont appliqués,
I'¢lectrolyse de I'eau a la surface des électrodes entraine la formation de gaz tels que
I’hydrogene et 1’oxygene, ainsi que la production d’ions H* et OH™. Plus précisément,
I’oxygene subit une photolyse conduisant a la formation d’espéces réactives de 1’oxygene
(ROS) comme I’anion superoxyde (O2"), I’oxygene singulet ('O2) et le peroxyde d’hydrogene
(H202), qui peuvent interagir avec les protéines en modifiant leurs groupements fonctionnels,
notamment les résidus thiols et les acides aminés aromatiques. En parall¢le, la migration des

biomolécules chargées sous I’influence du champ électrique favorise des réarrangements
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structuraux via des forces électrostatiques. Bien que 1’application d’impulsions de courte
durée ait pour objectif de minimiser ces réactions, elles restent susceptibles d’influencer la
structure et la stabilité des protéines selon les conditions expérimentales employées (Giteru
etal., 2018). En plus de ces phénomeénes électrochimiques, les CEP induisent une polarisation
des protéines qui modifie la distribution de leur charge électrique et entraine des altérations
conformationnelles. Cette perturbation électronique modifie les moments dipolaires des
liaisons peptidiques, favorisant ainsi 1’augmentation de 1’entropie de I’état dépli¢ des
protéines. Il en résulte une exposition des régions hydrophobes initialement enfouies
(groupements thiols et hydrophobes) et une désorganisation partielle des structures
secondaires, en particulier des hélices a (Li et al., 2007; Mazurkiewicz et al., 2015; Giteru et
al., 2018). Ce dépliement structural est notamment observé dans diverses matrices telles que
les isolats de protéines de soja, ’a-LA, les protéines de canola ou encore les protéines
myofibrillaires de poulet (Li et al., 2007; Robles-Lopez et al., 2012; Zhang et al., 2017; Dong
et al., 2020). D’autres travaux ont également rapporté une augmentation significative de la

sensibilité des protéines a I’hydrolyse sous 1’effet des CEP (Tableau 1.6).

Tableau 1.6. Liste non exhaustive des effets des CEP sur 1'hydrolyse des protéines

agroalimentaires.
Impact
technoll)og°q e Produit Effets Conditions Références
iqu
Amélioration des - o-chymoirypsine et
performances t%p 5128’0 (Agoua et al.
B-lactoglobuline d’hydrolyse et o oovd ’
a4 . impulsions, 10 ps et 2020a)
libération de peptides 20 kV/
avant ajout de protéases om
e - 20 ps, 500 22000 .
Protéines du 1’hAdI:z) ihgéa;eorllgd; 31 Hz, (Chian et al.,
muscle de beeuf yaroly 0, -141,25kV/em 2019)
ﬁ;n:é;osriztill(i)g c;e Blanc d’ceuf Amélioration de la - pepsine ou '
Phvdrolvse (ovotransferrine,  digestion des protéines pancréatine, (Livetal,
yaroly ovalbumine et et minimisation de leur -1,4al1,8kV/em 2018)
lysozyme) agrégation - 20 ps et 300 Hz
Microalgues
(protéine de Augmentation du DH ) 42??3(:1? 55111;} ls et (Akaberi et
Scenedesmus de 10 % (40,8 a 50 %) £ ol al., 2019)
almeriensis) - Enzyme : alcalase
Amélioration de la
. digestibilité des -7 kV/gm; S00Hz (Renetal.,
eve protéines de 29,51 a K 2025)

60,28 %

- Pepsine et trypsine
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En plus de leur action sur I’hydrolyse enzymatique, les CEP s’inscrivent dans une démarche
de réduction des colts dans l’industrie agroalimentaire. Bien qu’ils présentent un fort
potentiel en tant que technologie durable, leur impact environnemental et économique reste
encore principalement exploratoire et ne peut étre directement comparé aux traitements
thermiques conventionnels a ce stade. Certaines études ont néanmoins mis en évidence une
réduction de 20 % de la consommation d’électricité et 1’élimination de I’utilisation du gaz
naturel lors de I’application des CEP pour la pasteurisation d’aliments liquides, entrainant
ainsi une diminution significative des émissions de CO: (Toepfl et al., 2006; Pereira &
Vicente, 2010). Toutefois, ces résultats doivent étre interprétés avec précaution, car
I’évaluation de la durabilit¢ des CEP en tant que prétraitement des protéines repose sur des
méthodologies et des contextes expérimentaux spécifiques, rendant difficile une comparaison
stricte avec les procédés thermiques classiques. Par ailleurs, une étude récente a démontré
que I’utilisation des CEP pouvait accroitre de 17 % la production de peptides issus
d’hydrolysats de B-lactoglobuline, en comparaison avec des échantillons non traités ou
préchauffés (Agoua et al., 2022). De plus, les scores d’éco-efficience des peptides bioactifs
générés apres prétraitement par CEP étaient en moyenne 35 fois plus élevés que ceux obtenus
apres préchauffage. L’amélioration de la libération de peptides bioactifs et I’augmentation
des scores d’éco-efficience observées dans cette étude constituent des indicateurs
encourageants. Toutefois, ils ne peuvent étre directement extrapolés a 1’ensemble des
applications industrielles des CEP. En effet, la variabilité des conditions de traitement (force
de champ, durée des impulsions, etc.) et la diversité des matrices protéiques traitées
nécessitent une analyse plus approfondie pour évaluer avec précision les bénéfices
énergétiques et environnementaux réels de cette technologie. Ainsi, bien que les CEP
s’inscrivent dans une perspective prometteuse d’éco-efficience, des études complémentaires
sont requises afin de standardiser les méthodologies d’évaluation et de mieux quantifier leur
impact global sur I’industrie agroalimentaire (Giteru et al., 2018). Enfin, I’'un des atouts
majeurs des CEP réside dans leur capacité a étre intégrés aux chaines de production existantes
grace a la possibilité de traiter les aliments en continu, ce qui améliore la productivité tout en
limitant les interruptions de production. Cependant, malgré leur potentiel économique, leur
adoption a grande échelle reste freinée par certains obstacles, notamment le colt initial des

équipements et le manque de normalisation des protocoles d’application selon les matrices
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alimentaires traitées. Néanmoins, avec I’évolution des technologies et la demande croissante
pour des procédés plus durables et efficaces, les CEP apparaissent comme une solution
prometteuse pour concilier performance économique et responsabilité environnementale

dans le secteur agroalimentaire (Arshad et al., 2021).
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1.5.2. L’immobilisation enzymatique

1.5.2.1.  Les protéases

Parmi les biocatalyseurs, les protéases occupent une place centrale en raison de leur capacité
a hydrolyser sélectivement les liaisons peptidiques, ouvrant ainsi la voie a la production de
peptides bioactifs d’intérét (Cheison & Kulozik, 2017). Cependant, toutes les protéases ne
possédent pas la méme spécificit¢ de clivage ni la méme stabilité¢, ce qui influence
directement la nature et la fonctionnalité des peptides générés. Dans ce contexte, I’a-
chymotrypsine apparait comme une enzyme de choix en raison de sa spécificité de clivage
ciblant préférentiellement les liaisons peptidiques situées en C-terminal des acides aminés
aromatiques (tryptophane, tyrosine, phénylalanine), ainsi que de certains résidus
hydrophobes (leucine, méthionine et histidine) (Carullo et al., 2020; Famutimi et al., 2024).
En outre, la chymotrypsine (EC 3.4.21.1), tout comme la trypsine bovine, appartient a la
famille des protéases a sérine. Elle est synthétisée sous une forme inactive, le
chymotrypsinogene, qui subit une activation protéolytique en cascade pour donner naissance
a ’enzyme active. Cette protéase présente un pH optimal de 7,8 et un point isoélectrique (pl)
de 8,75. Son poids moléculaire est estimé a 25,2 kDa, et elle est constituée de 241 résidus
aminoacylés, organisés en trois chailnes polypeptidiques reliées par des ponts disulfures intra-
et interchaines, assurant ainsi sa stabilité structurale. Le site actif de 1’a-chymotrypsine est
composé d’une triade catalytique hautement conservée, constituée des résidus His>’, Asp!??
et Ser'?. Cette triade est essentielle a son activité enzymatique (Hedstrom, 2002). L’a-
chymotrypsine exerce son action catalytique en hydrolysant les liaisons peptidiques, un
processus qui implique le franchissement de trois étapes clés communes a I’ensemble des
protéases (Figure 1.16) : (i) activation de la liaison amide : I’oxygene carbonyle interagit
avec un résidu acide, induisant une distorsion de la liaison peptidique, naturellement trés
stable, (ii) activation de la molécule d’eau : I’eau, étant un médiocre nucléophile, est activée
par une base afin d’améliorer son pouvoir réactif et (iii) protonation du groupe amine avant
son expulsion : les amines constituant des groupes partants faibles, leur protonation facilite

leur libération au cours de 1’hydrolyse (Hedstrom, 2002).
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Figure 1.16. Dynamique catalytique des protéases a sérines : étapes du mécanisme
réactionnel (Hedstrom, 2002)

Grace a sa spécificité pour les résidus aromatiques, la chymotrypsine est fréquemment
associée a la production de peptides bioactifs aux propriétés fonctionnelles variées (Toldra
et al., 2020). Elle a notamment été utilisée pour I’hydrolyse de protéines sériques du lait,
générant des hydrolysats riches en peptides bioactifs (Olvera-Rosales et al., 2023 ;
Saubenova et al., 2024). Par ailleurs, des études récentes ont mis en évidence que le recours
a un prétraitement par CEP avant I’hydrolyse enzymatique par a-chymotrypsine permettait
d’accroitre significativement I’efficacité de I’hydrolyse de la B-lactoglobuline, en favorisant
une meilleure accessibilité des sites de clivage enzymatique (Mikhaylin et al., 2017 ; Agoua
et al., 2020a). Cependant, son utilisation sous forme libre est limitée par une stabilité réduite,
une difficulté de récupération et une impossibilité de réutilisation efficace dans les procédés
industriels. Pour pallier ces contraintes, son immobilisation sur un support solide constitue
une alternative prometteuse, permettant non seulement de prolonger son activité catalytique,
mais aussi de faciliter son intégration dans des procédés en continu (Wahab et al., 2020). A
notre connaissance, I’a-chymotrypsine n’a toutefois pas encore été utilisée pour 1’hydrolyse
de a-LA en combinaison avec les CEP dans ce contexte spécifique. L exploration de cette
approche dans le présent travail constitue donc une preuve de concept pour 1’amélioration

ciblée de I’hydrolyse enzymatique par prétraitement physique.
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1.5.2.2.  Principes généraux de I’immobilisation enzymatique

L’amélioration des procédés biotechnologiques s’inscrit dans une dynamique d’économie
circulaire visant a conjuguer efficacité industrielle et réduction de [’empreinte
environnementale. Dans cette perspective, I’immobilisation enzymatique constitue une
approche clé, offrant une meilleure stabilit¢ des biocatalyseurs, tout en facilitant leur
récupération et leur réutilisation, contribuant ainsi a une diminution des colits de production
et des pertes enzymatiques (Sheldon et al., 2021). Contrairement aux enzymes libres, souvent
limitées a un usage unique, celles fixées sur un support peuvent étre exploitées sur plusieurs
cycles réactionnels, favorisant leur intégration dans des procédés en continu et réduisant la
consommation énergétique associée aux transformations industrielles (Sheldon et al., 2021).
L’immobilisation enzymatique ne se limite pas & un simple procédé de fixation, mais
représente un outil d’ingénierie biocatalytique permettant d’ajuster la stabilité, la spécificité
et la résistance des enzymes aux conditions réactionnelles souvent éloignées de leur
environnement physiologique (Boudrant et al., 2020). L’efficacité de cette approche repose
sur plusieurs parameétres, notamment le choix du support, la méthode d’immobilisation et les
conditions de fixation de 1’enzyme, qui influencent directement le rendement catalytique
final (Boudrant et al., 2020; Wahab et al., 2020). Cependant, le succes de I’immobilisation
ne saurait se résumer au seul taux d’enzyme fix¢é sur le support, mais doit également intégrer
des criteres tels que la récupération de 1’activité enzymatique et la stabilit¢ du biocatalyseur.
Ainsi, en prenant en compte ces différents facteurs, I’immobilisation de la chymotrypsine sur
un support approprié pourrait constituer une stratégie pertinente pour améliorer sa stabilité et
son efficacité catalytique, contribuant ainsi a une hydrolyse enzymatique plus performante et
a une augmentation du rendement en peptides bioactifs, dans une perspective
économiquement viable. Ainsi, afin d’optimiser les performances des enzymes immobilisées,
il est essentiel de sélectionner une méthode d’immobilisation adaptée aux exigences du

bioprocédé visé.
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1.5.2.3. Les méthodes d’immobilisation et leurs supports

Les stratégies d'immobilisation des enzymes se subdivisent en deux grandes catégories en
fonction de la nature des interactions établies avec le support : les méthodes physiques et les
méthodes chimiques. Les premicres, telles que l’adsorption et le piégeage, reposent
exclusivement sur des interactions non covalentes. En revanche, les méthodes chimiques,
incluant la fixation covalente et la réticulation, impliquent la formation de liaisons covalentes

(Figure 1.17) (Liu et al., 2018).
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Figure 1.17. Représentation schématique des différentes méthodes d'immobilisation.
CLEA : Cross-Linked Enzyme Aggregates, soit agrégats d’enzymes réticulés (Liu et al.,
2018)

1.5.2.3.1. Adsorption

L’adsorption constitue une stratégie d’immobilisation enzymatique simple, économique et

peu intrusive, permettant de préserver I’activité catalytique des enzymes. Cette méthode
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repose sur des interactions non covalentes, incluant les liaisons hydrogene, les forces de Van
der Waals, ainsi que les interactions hydrophobes et électrostatiques, établies entre I’enzyme
et la surface du support. Son principal avantage réside dans 1’absence de modifications
chimiques ou d’agents de couplage, facilitant ainsi la mise en ceuvre et la régénération des
supports (Hartmann & Jung, 2010; Liu et al., 2018). Cependant, la stabilité des enzymes
immobilisées par adsorption demeure limitée en raison du caractére réversible des
interactions enzyme-support. De faibles variations des paramétres environnementaux, tels
que le pH, la température ou la force ionique, peuvent induire un relargage enzymatique,
réduisant I’efficacité du procédé et pouvant contaminer le milieu réactionnel (Hartmann &

Kostrov, 2013; Liu et al., 2018).

1.5.2.3.2. Piégeage

Le piégeage enzymatique est une technique d’immobilisation ou les enzymes sont confinées
dans des matrices polymériques réticulées, permettant la diffusion des substrats et des
produits. Cette approche, simple et économique, repose sur deux stratégies principales :
I’encapsulation et le piégeage en réseaux. L’encapsulation consiste a enfermer I’enzyme dans
une membrane semi-perméable, tandis que la réticulation I’immobilise au sein d’un réseau
polymérique tridimensionnel (Liu et al., 2018). L’un des principaux avantages de cette
technique réside dans la préservation de la conformation native des enzymes, en raison de
I’absence de liaisons covalentes avec le support. Cela permet de maintenir une activité
catalytique élevée tout en réduisant la lixiviation enzymatique, améliorant ainsi la stabilité
du systéme. Cependant, un inconvénient majeur du piégeage enzymatique réside dans la
présence de barrieres de diffusion inhérentes aux réseaux polymériques. Ces obstacles
peuvent limiter 1’accés des substrats macromoléculaires a ’enzyme, réduisant ainsi

I’efficacité globale du processus catalytique (Liu et al., 2018).

1.5.2.3.3. Liaison covalente

La fixation covalente est une méthode d’immobilisation enzymatique largement étudiée en

raison de sa stabilité et de sa capacité a prévenir le relargage des enzymes (Yushkova et al.,
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2019). Elle repose sur 1’établissement de liaisons covalentes entre les groupes fonctionnels
du support et les résidus d’acides aminés de I’enzyme, notamment la lysine, la cystéine,
’acide aspartique et I’acide glutamique (Liu et al., 2018). Ces interactions sont facilitées par
des agents de fonctionnalisation et d’activation tels que le glutaraldéhyde, le
carbonyldiimidazole ou le N-hydroxysuccinimide (Hettiarachchy et al., 2018; Sigurdardéttir
et al., 2018). Cette technique présente plusieurs avantages, notamment un contrdle de
I’orientation de 1’enzyme, facilitant les interactions avec des résidus spécifiques, le maintien
de la conformation active de 1’enzyme, une augmentation de la stabilité, avec une meilleure
résistance aux variations de pH et de température, une réduction du relargage enzymatique
et une prolongation de la réutilisation du biocatalyseur (Wu et al., 2015). Toutefois, la
fixation covalente peut entrainer des altérations conformationnelles de I'enzyme,
compromettant son activité catalytique. Ces modifications résultent principalement de la
rigidification de sa structure ou de I’obstruction partielle de son site actif due aux interactions
chimiques avec le support. De plus, les réactions induites par I'immobilisation peuvent
affecter directement les résidus impliqués dans la catalyse, entrainant une diminution
significative de I’efficacité enzymatique (Liu et al., 2018). L intégration d’un bras extenseur
constitue une solution efficace pour atténuer ces effets en maintenant une certaine flexibilité
moléculaire, limitant ainsi les contraintes stériques et préservant I’efficacité catalytique de

I’enzyme immobilisée (Wahab et al., 2020).

1.5.2.3.4. Réticulation

La réticulation enzymatique repose sur la formation de liaisons covalentes entre les enzymes
elles-mémes ou entre les enzymes et des agents réticulants bifonctionnels, tels que le
glutaraldéhyde. Ce procédé repose sur des réactions intermoléculaires qui permettent de
stabiliser les enzymes au sein de matrices de support, renforcant ainsi leur stabilité et leur
réutilisabilit¢ en milieu réactionnel. Toutefois, cette immobilisation rigide peut altérer
I’activité catalytique en modifiant la conformation enzymatique ou en restreignant
I’accessibilité du site actif . Par ailleurs, la réticulation peut étre exploitée pour la synthése

des agrégats d’enzymes réticulés (CLEA), une approche permettant d’obtenir des
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biocatalyseurs hautement stables et insolubles sans nécessiter de support externe (Liu et al.,
2018).

Le choix de la méthode d'immobilisation est un facteur déterminant influencant 1'efficacité
et la performance du biocatalyseur. Dans cette étude, ou 1'enzyme est destinée a I'hydrolyse
d'une protéine, la fixation covalente se révele étre la stratégie la plus adaptée. En effet, elle
assure une immobilisation robuste tout en préservant I’accessibilité du site actif, ce qui est
essentiel pour des substrats de grande taille comme les protéines (Liu et al., 2018). A
I’inverse, des méthodes telles que 1’encapsulation ou le piégeage dans des matrices
polymériques pourraient limiter I’efficacité catalytique en raison de I’encombrement stérique
et des contraintes de diffusion des macromolécules. Par ailleurs, le choix du support
d’immobilisation joue un role clé, influengant non seulement la stabilité¢ de 1’enzyme, mais

aussi sa disponibilité pour I’interaction avec le substrat et son efficacité catalytique globale.

1.5.2.3.5. Les supports d’immobilisation

Généralement, trois grandes catégories sont distinguées : les supports organiques, les
supports inorganiques et les supports hybrides.

Les supports organiques comprennent des polymeres synthétiques et des biopolymeéres issus
de sources naturelles renouvelables, qui sont particuliecrement appréciés pour leur
biodégradabilité et leur compatibilité¢ avec les systémes biologiques (Bayon et al., 2018;
Yushkova et al., 2019; Wahab et al., 2020).

Les supports inorganiques, tels que les céramiques poreuses et les nanoparticules, sont
largement employés en raison de leur forte porosité, de leur grande résistance thermique et
mécanique et de leur stabilité microbienne. Parmi ces matériaux, on retrouve 1’oxyde
d’aluminium (ALQO,), le dioxyde de zirconium (ZrO,), la silice (Si0,), le dioxyde de titane
(Ti0,), I’'oxyde de grapheéne (GO) et divers supports magnétiques. Ces supports possedent
une large surface spécifique, une structure poreuse facilitant la diffusion des substrats, une
densité ¢élevée de pores de taille uniforme et une grande compatibilité avec divers solvants
organiques, ce qui les rend particuliecrement adaptés a I’immobilisation enzymatique

(Topoglidis et al., 2003; Zhou & Hartmann, 2013; Yushkova et al., 2019; Wahab et al., 2020).
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Les supports hybrides, combinant des composants organiques et inorganiques, sont quant a
eux utilisés pour réduire I’impact environnemental et la toxicité associée a certains supports,
tels que les nanoparticules magnétiques (Sureshkumar & Lee, 2011; Hosseinipour et al.,

2015; Wang & Jiang, 2019).

Le choix du support et de la méthode d’immobilisation est un parametre fondamental pour
garantir une stabilité et une efficacité catalytique optimales. Il repose sur une approche
rationnelle intégrant les propriétés physico-chimiques du matériau ainsi que les exigences
spécifiques de I’enzyme et de la réaction ciblée. Dans cette perspective, ’oxyde
d’aluminium, ou alumine, se distingue comme un support particuliérement adapté a
I’immobilisation enzymatique, en raison de sa porosité, de sa stabilité thermique et chimique,
ainsi que de sa capacité a établir des interactions favorisant un ancrage robuste du
biocatalyseur. Ces caractéristiques, détaillées ci-apres, en font une alternative prometteuse
aux supports classiques pour I’optimisation des performances enzymatiques dans des

conditions industrielles.

1.5.2.3.6. L’oxyde d’aluminium (ou alumine)

L’alumine est un oxyde d’aluminium existant sous plusieurs phases cristallines, notamment
a, 0,y et 0 (Bragg etal., 1931). Parmi ces formes, la y-alumine (y-Al2Os) est particuliérement
prisée comme support catalytique en raison de sa structure poreuse qui favorise une fixation
multipoint des enzymes, améliorant ainsi leur stabilité et leur résistance par rapport a une
surface plane (Heilmann et al., 2003). Cette propriété est essentielle pour éviter le relargage
enzymatique et assurer un ancrage robuste du biocatalyseur. La y-alumine est obtenue par
déshydratation thermique de la boehmite a des températures comprises entre 400 et 450 °C,
conduisant a la formation de phases métastables qui influencent directement ses
caractéristiques structurales et sa capacité a interagir avec les biomolécules. Ce matériau
posséde une surface spécifique inférieure a 250 m?/g et un volume poreux avoisinant 0,5
cm?/g, des propriétés qui jouent un role clé dans I’immobilisation des enzymes (Heilmann et

al., 2003).
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L’efficacit¢ de I'immobilisation enzymatique sur 1’alumine dépend d’un ensemble de
parametres, incluant la morphologie et la taille des pores du support, la structure et la
conformation de I’enzyme, ainsi que des facteurs environnementaux tels que le pH du milieu
réactionnel, la présence de solvants organiques, et la charge de surface du support. Une
distribution homogene de pores mésoporeux facilite une meilleure diffusion des substrats et
des produits, évitant ainsi les phénomenes de diffusion restreinte qui pourraient entraver
’activité enzymatique. Cet aspect est particulierement important pour des enzymes de grande
taille comme la chymotrypsine, qui nécessite un acces optimal a son site actif. Par ailleurs,
la stabilité chimique et thermique de 1’alumine constitue un atout majeur par rapport aux
supports polymériques, souvent sensibles aux variations de température et de pH. Cette
robustesse la rend particulierement adaptée aux bioprocédés industriels, ou les enzymes
doivent conserver leur activit¢é malgré des conditions réactionnelles potentiellement
contraignantes. L'utilisation d’un support aussi stable permet également une réutilisation
prolongée des enzymes immobilisées, réduisant ainsi les colits opérationnels et renforgant la
viabilit¢ économique du procédé (Pourmadadi et al., 2022). En comparaison avec d’autres
supports inorganiques tels que la silice mésoporeuse ou 1’oxyde de titane (TiO,), I’alumine
présente I’avantage d’étre moins colteuse, plus accessible et facilement modifiable, tout en
conservant des performances comparables. De plus, sa biodégradabilité mieux controlée et
son impact environnemental potentiellement réduit sont des arguments supplémentaires en
faveur de son utilisation pour des applications biotechnologiques durables (Pourmadadi et
al., 2022).

Bien que I’alumine soit moins fréquemment utilisée comme support d’immobilisation
enzymatique que d’autres matériaux (Zucca & Sanjust, 2014), elle a principalement été
explorée pour des applications d’adsorption, notamment avec 1’a-CT, ou des taux
d’immobilisation élevés de 95 a 96 % ont été rapportés (Pugnicre et al., 1988; Coletti-
Previero & Previero, 1989). Toutefois, cette approche repose sur des interactions non
covalentes, rendant I’enzyme sujette au relargage sous ’effet de variations du pH, de la force
ionique ou des cycles d’utilisation successifs. Pour pallier cette limitation, la liaison
covalente, notamment avec le glutaraldéhyde (GA), a été explorée, permettant d’atteindre un

taux d’immobilisation de 94 % sur certains supports (Ghafourifar et al., 2013).
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Cependant, la rigidité induite par la réticulation peut altérer 1’activité catalytique en réduisant
la flexibilit¢ conformationnelle de I’enzyme. C’est dans ce contexte que I’utilisation de
dopamine (DOP) a suscité un intérét croissant. Ce composé, inspirés des adhésifs biologiques
des moules marines, permet de créer une couche organique biocompatible favorisant
I’ancrage des enzymes via des interactions réversibles ou covalentes (Bayramoglu et al.,
2020). Des ¢études antérieures ont montré que la fonctionnalisation de supports hybrides par
la DOP améliore la rétention d’activité enzymatique et la durabilité des biocatalyseurs. Par
exemple, ’immobilisation sur des nanofibres fonctionnalisées avec du GA n’a permis de
conserver que 55,6 % de ’activité native, tandis que I’utilisation de silice magnétique greffée
au DOP a permis de préserver jusqu’a 86,6 % de I’activité enzymatique (Bayramoglu et al.,
2020; Wong et al., 2017).

Finalement, les études portant spécifiquement sur la fonctionnalisation de 1’alumine pour
I’immobilisation de la chymotrypsine restent rares. Cette lacune scientifique souligne
I’intérét d’explorer cette approche dans ce travail, afin d’évaluer son potentiel en termes de

stabilisation enzymatique et d’optimisation des performances catalytiques.

61



2. Chapitre 2 — Contexte du projet

2.1.Problématique

Dans un contexte ou la valorisation des co-produits agroalimentaires et la réduction de
I’empreinte environnementale sont prioritaires, 1’optimisation de 1’hydrolyse enzymatique
est un levier stratégique pour accroitre la production de peptides bioactifs. Toutefois,
plusieurs limitations compromettent son efficacité, sa rentabilit¢ et son application
industrielle. Parmi ces contraintes, la structure intrinséque des protéines représente un
obstacle majeur a leur hydrolyse enzymatique. Certaines, a I’instar de I’a-LA, adoptent une
conformation globulaire particuli¢rement stable, renforcée par des ponts disulfures, limitant
I’accessibilité des sites de clivages aux enzymes protéolytiques. D’autres, comme les PP,
sont des mélanges complexes ou les interactions intramoléculaires et intermoléculaires
restreignent la disponibilité des liaisons peptidiques, rendant leur hydrolyse enzymatique peu
efficace. Face a ces limitations, différents traitements préalables ont été¢ développés afin de
modifier la structure des protéines et d’améliorer leur accessibilit¢ aux enzymes. Les
traitements thermiques, fréquemment utilisés dans cette optique, induisent un dépliement
partiel des protéines, facilitant leur hydrolyse. Cependant, ces procédés sont fortement
consommateurs d’énergie. Plus récemment, les CEP se sont imposés comme une alternative
non thermique prometteuse, permettant d’induire un réarrangement structurel des protéines.
Toutefois, malgré leur potentiel, leur usage a été historiquement principalement orienté vers
d’autres applications industrielles comme I'inactivation d'enzyme, la stérilisation de produits
liquides ou encore 1'extraction de composés. Ainsi, bien que les CEP puissent induire des
modifications structurales favorisant 1’hydrolyse enzymatique, leur application dans ce
domaine reste insuffisamment étudiée et nécessite une adaptation rigoureuse des conditions
opératoires. En parallele des contraintes structurelles des substrats, 1’instabilité¢ des enzymes
sous forme libre représente un obstacle supplémentaire limitant I’efficacité et la durabilité du
procédé. Les biocatalyseurs solubles sont particulierement sensibles aux variations de pH et
de température, ce qui réduit leur durée de vie et altere leur activité catalytique. Par ailleurs,
leur utilisation unique augmente les cofts liés a leur renouvellement et restreint leur viabilité

¢conomique. Malgré les avancées en hydrolyse enzymatique, les stratégies actuelles restent
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limitées, ciblant soit la modification des enzymes, soit celle du substrat, sans approche
conjointe intégrant les contraintes structurelles des protéines et la stabilisation des
biocatalyseurs. A ce jour, aucune étude n’a exploré une stratégie combinée visant & améliorer
I’accessibilité des sites de clivage tout en renforgant la stabilité enzymatique pour accroitre
I’efficacité catalytique et la production de peptides bioactifs. Ce projet de doctorat s’inscrit
dans cette perspective, en évaluant ’impact d’une telle approche sur I’optimisation du

processus d’hydrolyse et la valorisation industrielle des ressources agroalimentaires.

2.2.Hypothése de recherche

Le prétraitement de I’a-LA et des PP par les CEP favorise leur dépliement partiel, améliorant
ainsi I’accessibilité des sites de clivage spécifiques a I’a-CT immobilisée sur de 1’alumine,

afin d’accroitre I’efficacité de I’hydrolyse et de favoriser la libération de peptides bioactifs.

2.3.0Dbjectifs spécifiques

Afin de vérifier ’hypothése formulée et atteindre le but de ce projet, quatre objectifs ont été

fixés.

Objectif 1 : Déterminer 1’influence des CEP sur la structure et I’hydrolyse de ’a-LA et des
PP par I’a-CT.

Objectif 2: Comparer les performances d’hydrolyse de 1’a-CT sous forme libre et

immobilisée.

Objectif 3 : Etudier I’effet combiné des CEP et de I’hydrolyse enzymatique catalysée par 1’a-
CT immobilisée sur la production, le profil et les caractéristiques des hydrolysats peptidiques

issus de I’a-LA et des PP.

Objectif 4 : Evaluer le potentiel bioactif des hydrolysats peptidiques de 1’a-LA et des PP par

un screening ciblé de leurs activités antihypertensives et antidiabétiques.
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3. Chapitre 3 - Prétraitement de 1'alpha-lactalbumine par
champ ¢électrique pulsé : impact sur la production de
peptides a potentiel antihypertenseur et antidiabétique

3.1.Transition contextuelle

L’état de ’art a mis en évidence la nécessité de recourir & un prétraitement innovant et
respectueux de I’environnement afin de moduler la structure des protéines alimentaires,
favorisant ainsi une dénaturation contrélée, une meilleure susceptibilit¢é a 1’hydrolyse
enzymatique et une augmentation du rendement en peptides bioactifs. Dans ce contexte, cette
¢tude s’est concentrée sur I’a-LA, une protéine majoritaire et bien caractérisée du lactosérum,
choisie comme mod¢ele afin d’examiner son potentiel de valorisation en peptides dotés
d’activités antihypertensives et antidiabétiques. Les CEP ont été appliqués en tant que
prétraitement pour ¢lucider leur mécanisme d’action sur I’a-LA, notamment leur influence
sur la conformation protéique et 1’accessibilité¢ des sites de clivage a ’a-CT. Bien que
plusieurs études aient exploré I’effet des CEP sur le prétraitement des protéines alimentaires,
aucune n’a spécifiquement examiné leur application sur I’a-LA en combinaison avec son
hydrolyse enzymatique par I’a-CT, ni étudié leur impact conjoint sur les modifications
structurales de la protéine, I’accessibilité des sites de clivage enzymatique et la production
de peptides bioactifs.

Cette recherche a ainsi permis de combler cette lacune en générant des données inédites sur
les effets combinés des CEP et de 1’hydrolyse enzymatique de I’a-LA, mettant en lumicre
leur impact sur la structuration de la protéine et la production de peptides bioactifs. Elle

répond ainsi aux objectifs spécifiques 1 et 4.

3.2.Résumée

L’a-lactalbumine (a-LA), une protéine clé de I'industrie agroalimentaire, constitue une
source prometteuse de peptides bioactifs aux potentiels antihypertenseur et antidiabétique.
Toutefois, sa structure globulaire compacte limite 1’efficacité de son hydrolyse enzymatique.

Cette ¢tude met en évidence I'utilisation innovante des champs électriques pulsés (CEP)
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comme prétraitement pour améliorer 1’hydrolyse par rapport aux échantillons non traités ou
soumis a un prétraitement thermique. Des conditions de 10 et 15 kV/cm (75 impulsions) ont
permis de doubler le degré d’hydrolyse (DH), tandis que 20 kV/cm (37 impulsions) a entrainé
une augmentation de 1,8 fois par rapport a I’a-LA native.

L’analyse structurale a révélé que les CEP induisent un dépliement partiel de la protéine,
augmentant ainsi ’accessibilité aux sites de clivage enzymatique. De plus, ce prétraitement
a favorisé la génération de peptides bioactifs, notamment AHKAL et LAHK, dont les
activités antihypertensive et antidiabétique n’avaient jusqu’ici pas été rapportées. Ces
peptides présentaient une abondance deux fois supérieure a celle observée dans I'a-LA
native, dépassant également les rendements obtenus avec les prétraitements thermiques. Par
ailleurs, les CEP ont démontré leur éco-efficience, produisant des effets comparables a un
traitement thermique a 75 °C, mais sans provoquer de dénaturation excessive.

Cette étude établit ainsi les CEP comme une technologie innovante et durable, capable de
révéler le potentiel fonctionnel de 1’a-LA, ouvrant ainsi de nouvelles perspectives pour la

valorisation des protéines dans 1’industrie agroalimentaire.

3.3.Publication

Pulsed Electric Field pretreatment of co-lactalbumin: Impact on the

Production of Peptides with Antihypertensive and Antidiabetic Potential
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Highlights:
*  PEF influences the structure of a-lactalbumin.

*  PEF with high electric field strength and pulse number doubled the DH.

* PEF can improve generation of new peptides with potential bioactivities.

3.4.Abstract

a-lactalbumin (a-lac), a key protein in the agro-food industry, is a promising source of
bioactive peptides with antihypertensive and antidiabetic potential. However, its compact
globular structure limits enzymatic hydrolysis efficiency. This study demonstrates the
innovative use of pulsed electric fields (PEF) as a pretreatment to enhance hydrolysis
compared to untreated and thermally pretreated samples. PEF conditions of 10 and 15 kV/cm
(75 pulses) doubled the degree of hydrolysis (DH), while 20 kV/cm (37 pulses) achieved a
1.8-fold increase relative to native a-lac. Structural analyses revealed that PEF induced
partial protein unfolding, increasing the accessibility of cleavage sites. Furthermore, PEF
pretreatment facilitated the generation of bioactive peptides such as AHKAL and LAHK,
which have not been previously reported for their antihypertensive and antidiabetic activities.
These peptides showed an average abundance 2 times higher than in native o-lac and
exceeded yields from thermal pretreatments. PEF also proved to be eco-efficient, with
conditions comparable to thermal treatment at 75 °C and without excessive denaturation.
This study establishes PEF as an innovative and sustainable technology capable of unlocking
the functional potential of a-lac, paving the way for new opportunities in protein valorization

within the agro-food industry.

Keywords: o-lactalbumin, pulsed electric fields, enzymatic hydrolysis, bioactive peptides.

3.5.Introduction

In a constantly evolving world, meeting the increasing demand for protein ingredients for a

global population estimated to reach nearly 11 billion by the end of the 21% century proves
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to be a crucial challenge (Bhutto et al., 2024). To meet the growing demand for protein-rich
food products, the dairy industry has intensified the processing of milk into various
derivatives such as cheese and Greek yogurt, thereby generating a valuable by-product:
whey. Despite a global production of over 190 million tons per year, only 50% of whey is
currently valorized, mainly in the form of animal feed, fertilizer, whey protein powder,
concentrate and/or isolate, lactose, metabolites (such as alcohols, lactic acid, sugars, and
minerals), biogas, or enzymes, leaving a considerable untapped potential (Panghal et al.,
2018; Chourasia et al., 2022; Mabrouki et al., 2022; Soumati et al., 2023; Bhutto et al., 2024).
The dairy industry, in full expansion and firmly committed to sustainable practices, is moving
towards optimizing the utilization of this still undervalued whey, thus transforming it in high
added-value products (Soumati et al., 2023; Bhutto et al., 2024).

A promising approach to valorize whey relies on its potential to produce bioactive peptides,
defined as protein segments with a beneficial impact on human health (Singh & Gaur, 2024).
Indeed, a-lactalbumin (a-lac), the second most abundant protein in whey, has numerous
applications justifying its use in the food and pharmaceutical industries. In addition to being
used in infant formulas, nutritional supplements, and sports nutrition products, a-lac also
improves the texture and functional properties of food products (Bhutto et al., 2024). This
protein has also been valorized through enzymatic hydrolysis (Carullo et al., 2020; Ismail et
al., 2020), releasing bioactive peptides with well-documented properties, such as
antihypertensive, antioxidant, antidiabetic, anticancer, opioid, mineral-chelating,
antimicrobial effects (Olvera-Rosales et al., 2023; Singh & Gaur, 2024). However,
conventional enzymatic hydrolysis is challenged by the complexity of a-lac's compact
structure, which reduces the accessibility to cleavage sites by proteases, thus compromising
the efficiency of bioactive peptide release. To overcome this challenge, traditional methods
such as thermal treatments are generally used to unfold the protein and facilitate its hydrolysis
(Bertrand-Harb et al., 2002). However, while effective, these methods are energy-intensive
and less environmentally sustainable, prompting the exploration of alternative solutions.
Among these new approaches, non-thermal technologies such as high pressure, pulsed light,
ultrasound and ultraviolet rays have emerged as promising options (Delsart et al., 2016;
Ismail et al., 2020). These technologies modify the protein structure without heat, thereby

increasing its sensitivity to hydrolysis while reducing environmental impact (Rocha et al.,
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2018). Notable advances in the improvement of enzymatic hydrolysis of food proteins were
demonstrated with Pulsed Electric Fields (PEF) (Mikhaylin et al., 2017; Liu et al., 2018;
Chian et al., 2019; Agoua et al., 2020). A recent study showed that PEF releases bioactive
peptides from B-lactoglobulin 17% more efficiently than conventional methods, boosting
yield and enhancing enzymatic hydrolysis by chymotrypsin (Agoua et al., 2022). PEF
enhanced peptide release by modifying the protein structure under the effect of the applied
potential difference, through the generation of reactive species (e.g. H’, HO*, O*, 02", H20»,
ONOOr, NO2, et NO") and protein polarization (Mazurkiewicz et al., 2015; J. Wang et al.,
2016; Giteru et al., 2018). Agoua et al. (2020) have shown that these phenomena favor partial
unfolding of proteins, thereby increasing the availability of cleavage sites for proteases.
However, no studies have yet considered the impact of PEF pretreatment on the enzymatic
hydrolysis of a-lac. To address this gap, this study aims to: (1) investigate the structural
modifications induced by PEF on a-lac, focusing on secondary and tertiary changes that
enhance enzymatic accessibility, (2) analyze the peptide profiles resulting from the
enzymatic hydrolysis of PEF-pretreated a-lac to identify bioactive peptides with potential
antihypertensive and antidiabetic activities and (3) compare the efficiency of PEF
pretreatment with conventional thermal methods in terms of enzymatic hydrolysis yield and
eco-efficiency. This comprehensive approach seeks to elucidate the mechanisms underlying
the effects of PEF on a-lac and its potential to sustainably enhance the release of bioactive

peptides.

3.6.Materials and Methods

3.6.1. Materials

a-Lac (92% purity) was obtained from Agropur Inc. US (Eden Prairie, MN). The protein was
hydrolyzed by bovine a-chymotrypsin type II (=40 units/mg of protein), supplied by Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO). Other materials were acquired from Fisher Scientific (Nepean,

Ontario, Canada).
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3.6.2. Configuration of PEF

The PEF system was obtained from Diversified Technologies Inc. (Bedford, MA, USA). It
consisted of a PEF treatment chamber and a modulation cabinet containing a high-voltage
generator and a modulator. External components and subunits of the PEF chamber are
presented in Figure 3.18. The PEF treatment chamber used was a co-linear type made up of
three stainless steel electrodes (one high-voltage electrode and two low-voltage grounded
electrodes) and two ceramic insulators. The electrodes had a diameter of 4 mm and were set
at 5 mm apart. The protein solution, held in a cylindrical chamber, was fed from bottom to
top into the PEF treatment chamber using a Masterflex I/P peristaltic pump (model 77602-
30, Cole-Parmer, Vernon Hills, IL, USA), to prevent air entrapment and solid blockage upon
solution arrival. The solution passed through the electrodes to be treated by high-voltage

electrical field pulses.

Figure 3.18. Diagram of the high-voltage electrical system equipped with a PEF for
pretreating a-lac solutions (1% w/v): (1) Modulation cabinet with controls containing a
high-voltage generator and a modulator, (2) cylindrical reservoir for feeding the a-lac
solution, (3) peristaltic pump, (4) a-lac solution (1% w/v), (5) treatment chamber, (6) safety
ground, (7) ceramic insulating plates, (8) ground electrodes, (9) high-voltage electrodes,
(—) flow of the a-lac solution.
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3.6.3. a-lac pretreatment protocol by PEF

The a-lac PEF pretreatment involved applying successive pulses at different electric field
strengths and frequencies on 1 L of protein solution (1% w/v) prior to enzymatic hydrolysis.
The parameters tested are outlined in Table 3.1. The frequency and duration of the pulses
were respectively set at 1000 Hz and 10 ps. The flow rate of the protein solution was 100
mL/min and 200 mL/min when the number of pulses was 75 and 37, respectively. The PEF
treatment conditions for a-lactalbumin were established based on the findings of (Robles-
Lopez et al., 2012), who examined the effects of pulsed electric fields on the structure of a-
lac. This study demonstrated that increasing both the field strength and the number of pulses
(such as 10 kV with 2 pulses or 9 kV with 10 pulses) effectively exposes the protein's
hydrophobic regions without complete denaturation. Additional pre-tests were then
performed to refine these parameters, aiming to partially unfold a-lactalbumin while avoiding
electrical arcing. This method aims to increase the accessibility of cleavage sites, potentially
enhancing enzymatic hydrolysis in later steps by making these regions more available for
interaction. It is important to note that at an electric field strength of 20 kV/cm, only 37 pulses
were tested due to the presence of electric arcs for 75 pulses, likely caused by dielectric
breakdown and the presence of gas bubbles or solid particles disrupting the medium (Giteru

etal., 2018).

Table 3.1. Conditions of pretreatment of a-lac by PEF

Treatments 1 2 3 4 5
Field strength (kV/cm) 10 15 10 15 20
Number of pulses 75 75 37 37 37

The conductivity, pH, and temperature were measured at the beginning and end of the PEF
pretreatment. In parallel, conventional thermal pretreatments were performed as positive
controls. For these controls, a 1% (w/v) a-lac solution in distilled water was heated to 75, 85,
and 90°C for 5 min in a water bath, followed by rapid cooling to 37°C in an ice bath. An
untreated 1% (w/v) a-lac solution in distilled water was used as a negative control (native a-

lac). For each experimental condition (native, thermally pretreated, and PEF-pretreated
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solutions), a 5 mL sample was collected for future analyses. Then, a volume of 100 mL of
each pretreated solution was adjusted to a pH of 7.8 using NaOH (0.1 M) before proceeding

with enzymatic hydrolysis.

3.6.4. Enzymatic hydrolysis of a-lac

Enzymatic hydrolysis was performed following the protocol by Mikhaylin et al. (2017). a-
lac (1% w/v, pH 7.8, the optimal pH for chymotrypsin) solution, whether native, thermally
pretreated or PEF-pretreated as described in the pretreatment section, was placed in a water
bath at 37°C. An initial 5 mL sample (To) was collected, and 100 mL of the solution was
used for enzymatic hydrolysis. Chymotrypsin was added to the reaction medium at a ratio of
1:100 (w/w) relative to a-lac, initiating the reaction. The temperature and pH were kept
constant at 37°C and pH 7.8 using 0.1 M NaOH. Reaction medium samples were taken at 5,
15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, and 180-min intervals. At each time point, the hydrolysis was

stopped by enzyme inactivation through heating the samples to 90°C for 10 min.

3.6.5. Determination of Degree of Hydrolysis (DH)

The DH of a-lac (native, heat-pretreated and PEF-pretreated) was determined using the o-
phthaldialdehyde (OPA) method (Church et al., 1983; Turgeon et al., 1991). The real degree
of hydrolysis was calculated by subtracting the concentration of free a-amino groups in intact
a-lac from the theoretical degree of hydrolysis. Degrees of hydrolysis (DH) were averaged
over three repetitions. Following Mikhaylin et al. (2017), the OPA reagent was prepared
using 100 mM sodium tetraborate, 20% SDS, 40 mg OPA dissolved in methanol, and f-
mercaptoethanol. L-Leucine standards (0.75-3 mM) were prepared in 1% SDS. For sample
analysis, 150 pL of sample or blank was mixed with 3 mL of OPA reagent, incubated for 2
min, and absorbance was measured at 340 nm using a spectrophotometer (Shimatzu UV-
2700, Shimadzu Corp., Kyoto, Japan). DH was calculated according to Equations 3.1 and
3.2.

71



mEq __ [mEq.L_lx hydrolysis volume / protein powder mass xprotein purity

] X dilution factor (Eq.

g 1000 100

3.1)

Degree of hydrolysis (DH) = [(mEq. g~!)/average number of peptide bonds in the protein)] X 100 (Eq. 3.2)

where the hydrolysis volume was expressed in mL, the protein powder mass in g, protein
purity in %, the degree of hydrolysis in %, and the average number of peptide bonds in the
protein represented 8.8 mEq.g™! of protein (Adler-Nissen, 1986).

3.6.6. Determination of Eco-efficiency

Eco-efficiency was assessed following the protocol established by Agoua et al. (2020), with
a few adjustments. In brief, it was calculated for PEF and heat pretreatments by considering
the increase in product value, represented here by the improvement in the DH, compared to
the native protein, as well as an indicator of environmental impact, namely the energy
consumption required to achieve this DH improvement. Eco-efficiency is thus expressed by

the following equation (3.3):

EE = DH improvement/Energy consumption (Eq. 3.3)

where DH improvement represents the percentage increase in hydrolysis compared to the
native protein. Energy consumption (EC) is the specific energy in MJ/kg used for

pretreatments (PEF or heat).

3.6.6.1.  Energy consumption for the thermal pretreatment

Thermal pretreatment was carried out at a laboratory scale using a water bath. In order to be
closer to an industrial scale, the EC generated by thermal pretreatment was estimated using
published data for industrial milk pasteurization plants, using a plate pasteurization system

(equation 3.4) (Ozyurt et al., 2004).
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EC= Q+ Wy (Eq.3.4)

where Q is the total energy input required to pasteurize 1 kg of 1 % (w/w) a-lac solution
(MJ/kg) and W¢ is the total energy input of the electric motors used to pasteurize 1 kg of
milk (Ozyurt et al., 2004; Aguirre-Villegas et al., 2012). Q was estimated using the following

equation 3.5:

Q = mC,AT (Eq. 3.5)
where m represents the mass of the heated product (kg), C, the heat capacity of the a-lac
solution estimated from Bazinet & Castaigne, (2019) (MJ/kg/°C), and AT the difference in
temperature variation (37 to 75, 85 or 90 °C).

3.6.6.2.  Energy consumption for the PEF pretreatment

EC was evaluated using the calculation method proposed by Jin (2017) with some

adjustments (Equation 3.6):

EC = Wypee + Wpp (Eq. 3.6)

W, corresponds to the energy supplied by the peristaltic pump to treat 1 kg of a-lac solution
(MJ/kg), while Wgpee represents the estimated total energy required to pretreat this same
amount of a-lac solution using the PEF system (MJ/kg). Each of these terms was calculated

as follows (Equations 3.7 and 3.8).

1
Wipec = (UItC * ﬁ) n; (Eq. 3.7)
where U represents the applied voltage (kV), I the current intensity (A), M the mass in the

treatment chamber (kg), t. the effective pulse width (s) and n; the number of pulses.

Wpp = (pQgH)t (Eq. 3.8)
where p represented the density of the a-lac solution (kg/m?), Q the volume flow rate (m?/s),
g the acceleration of gravity (9.81 m/s?), H the height of liquid rise (1 m) and t the operating

time (s).
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3.6.7. Circular Dichroism (CD) spectroscopy

The structural changes of a-lac were obtained using a spectropolarimeter (Jasco J-815-1508S,
Jasco Corp., Tokyo, Japan) over a range of 190 to 260 nm following the protocol described
by Agoua et al. (2020). In a 0.1 mm quartz DC cuvette, 45 pL of a-lactalbumin solution (1
% w/v), either native, heat-pretreated, or PEF-pretreated, were added. The scan speed, data
integration time (DIT), bandwidth, and sensitivity values were set at 100 nm/min, 1.0's, 1.0
nm, and standard, respectively. Each final spectrum represented the average of 10 scans. The
proportions of the three different secondary structures (a-helices, B-sheets, random coils)
were calculated using CD Pro software, CONTIN procedure (Jasco Corporation Version
2.05.02). CD data were expressed in terms of molar ellipticity [0], which was determined
with CD Pro software based on measurement parameters (path length and molar
concentration per residue). The molar concentration per residue of a-lac samples was

calculated using equation 3.9:

1000xN X [a—lac]

Molar concentration per redisue = (Eq. 3.9)

Mq—1ac
Where N represented the number of a-lac residues, [a-lac] the protein concentration in g/mL,

and M the molar mass of the protein in g/mol.

3.6.8. Determination of accessible sulfhydryl groups

Accessible sulfhydryl groups were determined following Beveridge et al., (1974). Tris-
Glycine buffer (120.1 g urea, 2.6 g tris(hydroxymethyl)aminomethane, 1.7 g glycine, 2.9 g
ethylenediaminetetraacetic acid in 500 mL distilled water, pH 8) and Ellman's reagent (4 mg
dithiobis(2-nitrobenzoic acid) in 1 mL ethanol, solubilized overnight) were prepared. Protein
solutions (native, heat-, and PEF-pretreated) were made with 75 mg a-lac in 10 mL Tris-
Glycine buffer. In a 15 mL Falcon tube, 1 mL a-lac solution, 4 mL Tris-Glycine buffer, and
50 puL Ellman's reagent were vortexed and incubated for 5 min at room temperature.
Absorbance at 412 nm was measured using a spectrophotometer (Shimatzu UV-2700,
Shimadzu Corp., Kyoto, Japan). Accessible sulfhydryl content was calculated using Equation
3.10:
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73.53XA412XDilution

Accessible sulfhydryl groups = of a—lac (Eq. 3.10)

Concentration

Where accessible sulthydryl groups were expressed in umol/g. A represented absorbance

was measured at 412 nm, and protein concentration was indicated in mg/mL.

3.6.9. Surface hydrophobicity

Intrinsic fluorescence spectra were generated following Boukil et al. (2022). a-lac solutions
(native, heat-, and PEF-pretreated; 1% w/v) were prepared in 2 mM phosphate buffer (pH 7)
and agitated overnight at 5°C. ANS (8-anilino-1-naphthalenesulfonic acid) standards were
prepared (8 mM stock, 0.1 M phosphate buffer, pH 7) and a-lac concentrations (0.01-0.05%)
were adjusted to 3 mL with 2 mM phosphate buffer. A blank (0% protein) served as a control.
For each sample, 200 pL a-lac solution was mixed with 15 pL ANS (8 mM), vortexed, and
incubated for 5 min in the dark at room temperature. Fluorescence was measured (excitation:
380 nm, emission: 480 nm) using a BioTek Synergy H1 microplate reader (BioTek
Instruments, Winooski, VT, USA). Samples (200 pL) were dispensed into opaque black 96-
well plates (3 wells/dilution). Controls included a blank (200 uL phosphate buffer) and
positive control (200 uL. ANS solution). Relative fluorescence units (RFU) were calculated

using Equation 3.11:

RFU = Measured RFU - Sample blank RFU - ANS blank RFU (Eq. 3.11)

Data were then obtained by plotting the fluorescence intensity against the protein
concentration. Surface hydrophobicity Ho corresponded to the slope of the linear regression

analysis.
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3.6.10. UPLC-MS/MS analyses

Final hydrolysates (180 min) were analyzed using ultra-performance liquid chromatography
(UPLC) technology coupled with tandem mass spectrometry (MS/MS), based on Cournoyer
et al. (2024) method with some modifications. Analyses were performed on an Agilent 1290
Infinity II UPLC system (binary pump G7120A, multisampler G7167B, VWD G7114B at
214 nm) coupled to an IM-Q-TOF 6560 mass spectrometer (Agilent, Santa Clara, CA, USA).
Hydrolysate samples (1% protein w/v) were filtered (0.45 um PVDF) and injected (1 pL)
into a Poroshell 120 EC-C18 column (2.1 x 100 mm, 2.7 pm, 45 °C, Agilent). The flow rate
was 400 pL/min (max pressure 600 bar). A solvent gradient (A: LC-MS grade water + 0.1%
formic acid, B: LC-MS grade acetonitrile + 0.1% formic acid) was applied: 1-45% B over
30 min, 45-95% B over 15 min, held for 5 min, and re-equilibrated within 5 min. MS was
operated in positive ionization mode (2 GHz extended dynamic range, 100-3,200 m/z).
Nitrogen was used as drying gas (13 L/min, 250 °C) and nebulizing gas (30 psi). Capillary,
nozzle, and fragmentor voltages were set to 3,500 V, 300 V, and 400 V, respectively.
Calibration was performed using an ESI-L tuning mix (Agilent, Santa Clara, CA, USA). Data
acquisition/analysis (MassHunter B.09.00 and B.07.00 SP2 with BioConfirm module)
identified peptides based on sequence, molecular weight (Da), and position within bovine a-

lac (UniProtKB — PO0711).

3.6.11. Screening of antihypertensive and antidiabetic potential of peptide
hydrolysates of a-lac

The potential of peptides to exhibit antihypertensive and antidiabetic activities was assessed

using bioinformatics databases and subsequent structural and physico-chemical analysis.

3.6.11.1. Database screening

For antihypertensive peptides, the AHTPDB bioinformatics database (Kumar et al., 2015)
(http://crdd.osdd.net/raghava/ahtpdb/) was used to identify candidates based on their ability
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to inhibit angiotensin-converting enzyme (ACE). For antidiabetic peptides, the BioDADPep
database was employed to evaluate their potential for inhibiting enzymes such as DPP-1V,
alpha-glucosidase, and alpha-amylase (Roy & Teron,2019)
(https://omicsbase.com/BioDADPep/biodadpep-search/).

3.6.11.2. Structural and physico-chemical analysis

To assess peptides not yet documented in the literature, an in-depth analysis of their structural
and physico-chemical properties was conducted:

- Antihypertensive Peptides: Peptides with fewer than 20 amino acids and a
molecular weight below 3 kDa were prioritized for their ability to inhibit ACE
through interactions like hydrogen bonding, hydrophobic interactions, and van der
Waals forces with ACE's active sites near the zinc ion (Gallego et al., 2018a; Ichim
et al., 2024). The presence of hydrophobic residues such as proline at the C and N
termini, along with charged amino acids like glutamic acid and lysine, were crucial
for optimizing these interactions (Cheung et al., 1980; Abdelhedi et al., 2017; Chi et
al., 2024).

- Antidiabetic Peptides: Ideal peptides had 2-8 amino acids, 200 Da-1 kDa, with
hydrophobic residues (leucine, isoleucine, valine) at the N-terminus (Mu et al., 2023).
Proline in the second N-terminal position further enhanced DPP-IV inhibition by
competitively binding to the enzyme's active sites (Lacroix & Li-Chan, 2014a).
Hydrophobic residues (alanine, leucine, proline) and a net charge (-2.9 to 1.1 at pH

7) further strengthened interactions (Zhang et al., 2016; Mu et al., 2023).

3.6.12. Statistical analyses

3.6.12.1. Statistical analyses

Results were analyzed using GraphPad Prism version 9.5.1 (528) for macOs (GraphPad

Software, Boston, Massachusetts USA, www.graphpad.com), using a one-way linear
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ANOVA model and Tukey’s test. This test was applied to compare all pairs of means
between the different treatment groups to determine which treatment differed significantly

from another at P<0.05.

3.6.12.2. UPLC-MS/MS data treatment

A total of 104 peptides were identified. The ion abundances of the peptides were then
subjected to statistical analysis using the Mass Profiler Professional software, version 15.1
(Agilent Technologies). Following the procedure developed by Cournoyer et al. (2024),
peptides were filtered based on their frequency of occurrence (100% threshold). A non-
parametric Kruskal-Wallis test was applied to each peptide to compare the average ion
abundances between the different experimental conditions (Vargha & Delaney, 1998). As
described by Cournoyer et al. (2024), this test is particularly suitable when the data do not
strictly adhere to the assumptions of normality or homogeneity of variances. The Kruskal-
Wallis test has the advantage of being applicable regardless of the data
distribution (Ostertagova et al., 2014). To minimize the risk of type I error, the false
discovery rate (FDR) method, also known as the Benjamini-Hochberg method (Benjamini &
Hochberg, 1995), was applied to identify peptides that significantly differed between
conditions (Cournoyer et al., 2024). Adjusted p-values were obtained using a permutation-
based version of this method, with 10 000 permutations. Finally, a hierarchical clustering
heatmap were generated for the remaining 35 peptides to identify potential peptide groups
and characterize the overall behavior of the different experimental conditions. For this
analysis, peptide values were transformed to log? to approximate a normal distribution of

factor scores (Cournoyer et al., 2024).
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3.7.Results and Discussion

3.7.1. Impact of PEF pretreatment on the DH of a-lac

Figure 3.19 depicts the DH of native and pretreated a-lac over time.
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Figure 3.19. Chymotryptic DH of native a-lac, heat-pretreated, and PEF-pretreated, as a
function of reaction time

After 5 min, the general trend of DH becomes more pronounced under PEF and heating
conditions compared to native a-lac, progressively demonstrating more efficient kinetics
over time, except for PEF 3 and heating at 90°C. The DH of native a-lac protein reaches 2.7
+ 0.1% after 180 mi of treatment. It appears relatively low compared to other previous
studies, which reported DH values of 6.5% (Vreeke et al., 2023) and 9.3% (Deng et al., 2018)
after a 180-min hydrolysis duration for the same Enzyme:Substrate ratio. These variations

can be explained by several factors, including the source of a-lac from different suppliers
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and different origins (cow, ewe), its initial state (native or not), its apo- or holo-form (with
or without the presence of Ca®*), or even the method used to determine DH (OPA, TNBS, or
the pH-stat technique). In the studies by Deng et al. (2018) and Vreeke et al. (2023), the a-
lac was in its apo-form, meaning the calcium ions had been removed using EDTA.
Additionally, the DH was measured using the pH-stat method, based on quantifying the
volume of NaOH added to maintain a constant pH. It is essential to note that the a-lac used
in the present work has been isolated under strict conditions that preserve its integrity,
specifically without exposure to heat and with rigorous pH control. As a result, a-lac is
present in its native form and still contains calcium (195 mg/100g a-lac powder) which helps
maintain its native state and optimal stability. This makes hydrolysis more difficult.
Variations in the electric field strength and pulse number significantly influenced the DH of
a-lac. With a field strength of 10 kV/cm and 75 pulses (PEF 1), the DH was increased by 1.5
times compared to native a-lac. When the field strength was raised to 15 kV/cm with the
same number of pulses (PEF 2), the DH reached a value 2.2 times higher than that of native
a-lac, suggesting a cumulative effect between increased field strength and high pulse count.
Additionally, with a higher field strength of 20 kV/cm and a reduced number of pulses at 37
(PEF 5), the DH remained 1.8 times higher than the native sample, indicating that the high
field strength partially compensated for the shorter exposure time. These observations can be
explained by the behavior of proteins in an aqueous solution, where certain charged amino
acids (Asp, Glu, Lys, Arg, and His) carry net charges that respond to the applied electric
field. Under the influence of the external field, these amino acids may have reoriented or
moved away from each other, leading to a partial unfolding of the protein that facilitated
cleavage site accessibility for chymotrypsin, thereby increasing the DH (Han et al., 2018;
Pan et al., 2022). In contrast, when the number of pulses was reduced to 37 and the field
strength was lowered to 10 or 15 kV/cm (PEF 3 and PEF 4), the DH remained statistically
equivalent to that of native a-lac, indicating that the shorter exposure time and reduced field
strength limited protein unfolding. When comparing these results to thermal treatments, the
effect of temperature also proved significant. Pretreatments at 75 °C and 85 °C increased the
DH of native a-lac by 3.2 times and 1.7 times, respectively, aligning with studies showing
that moderate temperatures promote partial protein unfolding, thereby exposing more

cleavage sites for chymotrypsin without causing excessive aggregation (Bertrand-Harb et al.,
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2002; Nicoleta et al., 2010). The treatment at 75 °C was particularly notable, doubling the
DH after 3 h of hydrolysis, likely due to the dissociation of the quaternary structure and
partial denaturation (Mirmoghtadaie et al., 2016). Other studies have also shown that thermal
pretreatments enhance enzymatic hydrolysis in other proteins, such as B-lactoglobulin,
legume proteins, and mackerel proteins (Bertrand-Harb et al., 2002; Torres et al., 2016;
Mikhaylin et al., 2017; Agoua et al., 2020; Korczek et al., 2020). Conversely, at a higher
temperature, such as 90 °C, it is likely that protein aggregation was facilitated through
disulfide, hydrophobic, and electrostatic interactions, thereby limiting accessibility to
specific cleavage sites for chymotrypsin and potentially reducing the DH (McGuffey et al.,
2005). In conclusion, although both PEF and thermal pretreatments effectively increased the
DH of a-lac, PEF provided unique flexibility by allowing precise adjustment of field strength
and pulse number to maximize partial protein unfolding. This unfolding, resulting from a
complex process of intra- and intermolecular interactions, exposed more cleavage sites
accessible to chymotrypsin, thus enhancing the DH. Studies on other proteins, such as 3-
lactoglobulin (Izquierdo et al., 2005; Mikhaylin et al., 2017; Agoua et al., 2020), beef muscle
proteins (Chian et al., 2019), and egg white (Liu et al., 2018) have also demonstrated the
beneficial effect of PEF on hydrolysis, highlighting the importance of these parameters for
optimizing enzymatic efficiency. The continuation of this study will further explore the
dynamics of this complex unfolding and its impact on cleavage site accessibility to better

understand the mechanisms enhancing enzymatic hydrolysis.

3.7.2. Impact of PEF pretreatment on eco-efficiency (EE)

The comparative EE effect of thermal (positive control) and PEF pretreatments on a-lac
solution was highlighted by analyzing the relationship between energy consumption and DH

improvement: the highest the score, the most efficient the condition (Figure 3.20).
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Figure 3.20. Comparative effect of thermal pretreatment (positive control) and PEF on the
eco-efficiency of a-lac solution

Analysis of the EE scores showed that the most eco-efficient conditions were achieved with
PEF 1 (10 kV/cm, 75 pulses) and the thermal pretreatment at 75 °C. PEF 1 had an EE that
was only 1.6% lower than that of the thermal pretreatment at 75 °C, suggesting that it
represented an equally effective alternative for maximizing the DH in an eco-efficient
manner. The impact of the number of pulses was particularly important in PEF conditions.
By maintaining a constant electric field strength, an increase in the number of pulses favored
a proportional relationship between the improvement in the DH and energy consumption.
For example, comparisons between PEF 1 (10 kV/cm, 75 pulses) and PEF 3 (10 kV/cm, 37
pulses) showed that increasing the number of pulses resulted in an improvement in EE. A
similar trend was observed between PEF 2 (15 kV/cm, 75 pulses) and PEF 4 (15 kV/cm, 37
pulses). Regarding the impact of electric field strength, the results indicated that an increase
in strength at a constant number of pulses did not necessarily compensate for the reduction
in the number of pulses. For example, the comparison between PEF 1 (10 kV/cm, 75 pulses)
and PEF 2 (15 kV/em, 75 pulses) revealed that the increase in electric field strength led to an
EE approximately 39% lower than that of PEF 1, suggesting that the electric field strength

alone was insufficient to improve energy efficiency under high pulse count conditions.
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In contrast, under low pulse count conditions (37), such as in PEF 3 (10 kV/cm), PEF 4 (15
kV/cm), and PEF 5 (20 kV/cm), the increase in electric field strength resulted in a progressive
improvement in EE. However, this improvement remained lower than that observed with
PEF 1. For example, PEF 5 was 54% less eco-efficient than PEF 1, while PEF 3 showed a
reduction of 131% compared to this reference condition. These results suggest that increasing
the electric field strength may partially compensate for the reduction in the number of pulses,
but it does not achieve the efficiency observed with PEF 1. Regarding thermal pretreatments,
they show a strong dependence on temperature. The treatment at 75 °C is the most eco-
efficient, while the treatments at 85 °C and 90 °C exhibit reductions in EE of 68% and 96%,
respectively, compared to 75 °C. Thus, optimizing EE in PEF treatments heavily depends on
the number of applied pulses while considering the electric field strength. This analysis
emphasizes the importance of balancing these two parameters to maximize energy efficiency
and improve DH. For thermal pretreatments, a moderate temperature of 75 °C optimizes the

balance between energy consumption and improvement in DH.

3.7.3. Effect of PEF on the secondary structure of a-lac

The evaluation of changes in the secondary structure of a-lac is observed using far-UV CD.
The composition of secondary structure in native a-lac as well as in various pretreated a-lac

samples are listed in Table 3.2.
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Table 3.2. Secondary structural components of a-lac estimated by CD.

Random coils

Samples a Helix (%)" B Sheet (%)

(%)
a-lac native 23.3+0.63" 18.6+0.6" 582+02b¢
a-lac (75 °C) 10.2+0.6 ¢ 31.8+0.6°¢ 58 £0.7 ¢
a-lac (85 °C) 35+£03¢ 40.3+09°* 563+1.1°¢
a-lac (90 °C) 1584069  23.8+079  604+0.1°
a-lac PEF 1 (10 kV/cm, 75 pulses)  6.5+0.3f 36.1+£03° 57.3+0.5%¢
a-lac PEF 2 (15 kV/cm, 75 pulses) 3.3+0.1¢ 39.8+0.7% 56.7+0.7b¢
a-lac PEF 3 (10 kV/cm, 37 pulses)  18.5+0.7°¢ 23.8+0.14 58.1+£0.5b¢
a-lac PEF 4 (15kV/cm, 37 pulses)  18.9+0.7 >¢ 23.8+0.7¢ 57.3+£02b¢
a-lac PEF 5 (20 kV/cm, 37 pulses)  20.2+0.4° 213+1.0¢ 58.5+14ab

*The different components (a-helix, B-sheet and random coils) were estimated using Spectra
Manager software (CD Pro analysis) and the CONTIN analysis procedure, reference SPD48.
**Treatments with different letters within a column are significantly different (P < 0.05)

The CD analysis of native a-lac aligns with the literature (Robbins & Holmes, 1970; Robles-
Loépez et al., 2012). The secondary structure percentages show a characteristic distribution
among a-helices, -sheets, and random coils, confirming the native state of the protein. After
PEF pretreatments, conditions with a reduced number of pulses (37 pulses) and an electric
field strength ranging from 10 to 20 kV/cm (PEF conditions 3, 4, and 5) maintained the
secondary structure of a-lac relatively stable, with similar proportions of a-helices (average
of 19.2%), B-sheets (average of 23.0%), and random coils (average of 58.0%). These results
suggested that with a limited number of pulses, the field strength had a limited impact on the
secondary structure of a-lac. In contrast, with a higher number of pulses (75 pulses, PEF
conditions 1 and 2), the electric field strength became a determining factor in modifying the
structure of a-lac. An increase in electric field strength from 10 to 15 kV/cm led to an
approximately 50% reduction in the proportion of a-helices and about a 10% increase in 3-
sheets, indicating that the combination of high electric field strength and an increased number

of pulses was necessary to induce significant structural changes. A previous study on a-lac
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showed that under less intense PEF treatment conditions (4.5 to 9.0 kV/cm with only 2 to 4
pulses, pH 7), no notable conformational changes in the protein were observed (Robles-
Lopez et al., 2012). The proportions of a-helices (29.65%), B-sheets (10.45%), and random
coils (60.46%) remained constant, whether the protein was in its native state or subjected to
these PEF treatments, confirming the absence of denaturation under these conditions.
However, several studies have shown that PEF can induce non-denaturing modifications in
the structure of whey proteins (Xiang et al., 2011; Zhao & Yang, 2012; Mikhaylin et al.,
2017; Agoua et al., 2020b; Xu et al., 2021; Axelrod et al., 2022). Therefore, the combination
of pulse number and electric field strength plays a crucial role in structural modifications of
a-lac, primarily favoring the conversion of a-helices to B-sheets. Indeed, the work of Liu et
al. (2011), using Fourier-transform infrared spectroscopy on soybean proteins, revealed the
significant impact of PEF on secondary structure conversion. They demonstrated that PEF
reduced the strength of hydrogen bonds, altered the vibrations of polar groups present in p-
sheets, induced polarization of amino acid side chains, and modified the orientation of the
dipole moment of a-helices or the distance between bonds, thereby contributing to the
conversion of B-sheets to a-helices. Thermal pretreatments induced notable structural
modifications in a-lac. At 75 °C, the protein showed a significant decrease in the proportion
of a-helices, by approximately 43%, as well as a significant increase in B-sheets by around
70%, while maintaining relative stability in random coils compared to native a-lac. With the
temperature raised to 85 °C, the proportion of a-helices dropped by more than 60% relative
to native a-lac, while B-sheets increased by about 30%, reaching complete denaturation at
this temperature. This denaturation process, which begins around 73.8 °C (Lajnaf et al.,
2018), is exacerbated at higher temperatures and becomes total after 5 min of thermal
treatment at 85 °C (Wehbi et al., 2005; Genene et al., 2019; Mohamed et al., 2022). This
denaturation is caused by the disruption of hydrogen bonds, leading to the loss of the
protein’s native structure (Lam & Nickerson, 2015b). At 90 °C, an unexpected change was
observed: the proportion of a-helices increased significantly, by approximately 350%
compared to that measured at 85 °C, while the proportion of B-sheets decreased. This increase
in a-helix content could be associated with protein aggregation, as suggested by (Mohamed

et al., 2022). (McGuffey et al., 2005) also reported that beyond 90 °C, the denaturation of a-
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lac becomes irreversible, reinforcing the idea that this structural reorganization could result

from protein aggregation.

This comparison highlights the differences between PEF treatments and thermal
pretreatments: PEF allows for more precise control of the secondary structure of a-lac by
finely adjusting the electric field strength and number of pulses, while thermal treatments
induce a progressive modification of a-helices, accompanied by a corresponding increase in

B-sheets. This modification leads to complete denaturation around 85 °C, followed by

possible protein reaggregation at 90 °C.

3.7.4. Effect of PEF on the tertiary structure of a-lac

3.7.4.1.  Accessible sulfthydryl groups

Accessible sulfhydryl groups in native and pretreated a-lac are presented in Figure 3.21.
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Figure 3.21. Concentrations of accessible sulthydryl groups for native, heat-pretreated (75,
85, 90 °C) and pretreated via PEF conditions a-lac solutions (condition 1: 10 kV/cm and 75
pulses, condition 2: 15 kV/cm and 75 pulses, condition 3: 10 kV/cm and 37 pulses,
condition 4: 15 kV/cm and 37 pulses, and condition 5: 20 kV/cm and 37 pulses).
*Treatments with different letters are significantly different (P < 0.0001).
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In its native structure, a-lac does not display any free sulthydryl groups (-SH), with a
measured concentration of 0 pmol/g. This result aligns with the known structure of a-lac in
the literature (Nielsen et al., 2018; Hernandez-Sanchez, 2023). This is due to the involvement
of these groups in four disulfide bridges (°Cys-Cys'?’, ©¥Cys-Cys’’, *Cys-Cys”, and 2*Cys-
Cys!!'!), which connect and stabilize its two main domains: an a-helix-rich domain and a
domain composed of B-sheets, connected by a calcium-binding loop (Ca™) (Permyakov &
Berliner, 2000; Jakopovi¢ et al., 2016; Nielsen et al., 2018; Herndndez-Sanchez, 2023). This
disulfide bond network ensures the stability of the native structure, although it can be
weakened by environmental modifications, such as PEF or heat, allowing the exposure of -
SH groups (Shirley, 1995; Permyakov et al., 2016). In comparison, PEF and thermal
pretreatments significantly increased the concentration of accessible -SH groups, indicating
a progressive destabilization of the native structure and rupture of the stabilizing disulfide
bonds. Under the influence of PEF, a progressive release of -SH groups were observed,
depending on the electric field strength and the number of applied pulses. At constant electric
field strength, the number of pulses significantly impacted the release of -SH, with conditions
at 75 pulses showing a greater release than those at 37 pulses. For example, at 10 kV/cm, the
condition with 75 pulses (PEF 1) induced an increase of approximately 20% of -SH compared
to the condition with 37 pulses (PEF 3). At 15 kV/cm, this increase reached about 25%. This
trend indicated that the increase in the number of pulses facilitated the rupture of disulfide
bonds and, consequently, the release of -SH. This trend was also observed for canola proteins
(Zhang et al., 2017) and soybean proteins (Li et al., 2007). When the field strength increased
for the same number of pulses, the release of -SH also significantly increased. Thus, for 37
pulses, the condition at 15 kV/cm (PEF 4) showed a concentration of -SH approximately
30% higher than that obtained at 10 kV/cm (PEF 3). Similarly, at 75 pulses, a release of -SH
about 50% higher was observed at 15 kV/cm (PEF 2) compared to 10 kV/cm (PEF 1). This
suggested that the strength of the electric field was crucial in exposing -SH groups, enhancing
the rupture of disulfide bonds stabilizing the protein structure. This trend was also observed
for canola proteins (Zhang et al., 2017) and chicken myofibrillar proteins (Dong et al., 2020).
Finally, the most intense PEF condition (20 kV/cm, 37 pulses, PEF 5) resulted in the highest
release of -SH groups among the PEF treatments, with an increase of about 80% compared

to the less intense condition of 10 kV/cm and 37 pulses (PEF 3). Despite a relatively low
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number of pulses, the high strength of the electric field played a crucial role, suggesting that
it may compensate for a lower number of pulses by producing a sufficiently powerful effect
to induce the rupture of disulfide bonds and expose -SH groups. In summary, the exposure
of -SH groups during PEF pretreatments are strongly influenced by the electric field strength
and the number of pulses, with strength playing a key role. PEF appears to promote an
increase in accessible -SH groups, which can be attributed to the rupture of disulfide bridges,
revealing cysteines that were previously engaged in these bonds. These bridges, which form
through oxidation-reduction reactions, are sensitive to environmental conditions such as the
presence of free radicals and oxidizing species, which PEF can generate in aqueous
environments (Shirley, 1995). Indeed, PEF creates polar groups within a-lac, inducing the
production of free radicals, including superoxide anion (O,), singlet oxygen ('O,), and
peroxide radical (H.O,). These reactive species are likely to promote electrostatic interactions
between protein molecules, because their unfolding, or induce structural modifications of a-
lac. Furthermore, it is hypothesized that PEF disrupts the alignments of electric charges in a-
lac, thus increasing entropy and favoring a more disordered state. This phenomenon
facilitates the unfolding of the protein and the exposure of previously buried -SH groups that
were stabilized by disulfide bonds (Giteru et al., 2018; Dong et al., 2020). Moreover, the
results indicate a lack of direct correlation between the DH, CD analysis, and the release of
-SH groups. Notably, an increase in the concentration of accessible -SH groups, associated
with denaturation observed through CD (such as a decrease in a-helices and an increase in
B-sheets), does not always lead to an improvement in DH (as seen in PEF conditions 3 and
4). It would therefore be interesting to explore the influence of electric charge displacements,
and the dipole moments of proteins subjected to PEF pretreatments to better understand their
impact on the structure of a-lac and its hydrolysis. Regarding the effect of thermal
pretreatments, a significant increase in the release of -SH groups was observed as a function
of temperature. At 75 °C, an increase of approximately 20% compared to the native sample
was obtained, suggesting moderate denaturation. At 85 °C, the release of -SH increased by
50% compared to 75 °C, reflecting an increased rupture of disulfide bridges. At 90 °C, the
release reached a maximum with an 80% increase compared to 75 °C, indicating near-
complete denaturation comparable to the most intense PEF conditions. This advanced

denaturation could affect essential disulfide bridges in the binding of the a and B domains, as
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well as the calcium-binding loop, leading to substantial rupture of disulfides and increasing
the risk of aggregation (Permyakov & Berliner, 2000; Chang & Li, 2001; Jakopovi¢ et al.,
2016). These observations align with those of (Nielsen et al., 2018), who noted an increase
in accessible -SH groups when a-lac is heated to 90 °C for at least 5 min, with increasing
concentration during prolonged heat exposure. In addition, the high reactivity of these
released -SH groups at elevated temperatures, particularly under alkaline conditions, leads to
thiol-disulfide exchange and oxidation reactions. This promotes the rapid formation of
intermolecular disulfide bonds, which can lead to the reaggregation of a-lac into tightly

bound complexes (Bazinet et al., 1997).

3.7.4.2.  Surface hydrophobicity

The surface hydrophobicity of native a-lac and those pretreated by heating or PEF are
presented in Figure 3.22.
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Figure 3.22. Surface hydrophobicity (Ho) of native, heat-pretreated (75, 85, 90 °C) and
PEF-pretreated a-lac (condition 1: 10 kV/cm and 75 pulses, condition 2: 15 kV/cm and 75
pulses, condition 3: 10 kV/cm and 37 pulses, condition 4: 15 kV/cm and 37 pulses, and
condition 5: 20 kV/cm and 37 pulses).

*Treatments with different letters are significantly different (P < 0.05).

Whatever the pretreatment condition (thermal or PEF), the Ho was significantly higher

compared to that of the native a-lac, suggesting an alteration in the tertiary structure of a-lac
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and its surface configuration because of the pretreatment (Lam & Nickerson, 2015b; Romo
et al., 2023).

Under the influence of PEF, the hydrophobicity of a-lac increased by at least 50% compared
to that of the native protein. This increased hydrophobicity was related to the treatment
conditions, highlighting the interaction between the electric field strength and the number of
pulses. Specifically, the samples subjected to 75 pulses (PEF 1 and PEF 2) exhibited higher
hydrophobicity than those treated with only 37 pulses (PEF 3 and PEF 4), despite the increase
in electric field strength. These observations suggested that, at the same electric field
strength, an increase in the number of pulses enhances hydrophobicity. However, although
PEF 5 utilized only 37 pulses, it displayed hydrophobicity comparable to that of the most
hydrophobic conditions, which involved 75 pulses (PEF 1 and PEF 2). This could be
attributed to the application of a particularly strong electric field strength (20 kV/cm), capable
of compensating for the low number of pulses and causing significant changes in the structure
of a-lac. This increase in protein surface hydrophobicity during PEF pretreatment has been
corroborated by other authors in soy protein isolate (Li et al., 2007), a-lac (Robles-Lopez et
al., 2012), canola proteins (Zhang et al., 2017), and chicken myofibrillar proteins (Dong et
al., 2020). Consequently, the increased hydrophobicity of a-lac was correlated with the
electric field strength applied and a high number of pulses. However, it is important to note
that the impact of the electric field strength predominated over the number of pulses, as also
observed by (Dong et al., 2020) in their study on chicken myofibrillar proteins. These results
supported the conclusions regarding the DH, indicating that an increase in the strength of the
PEF was associated with a rise in surface hydrophobicity as well as an increase in DH. The
denaturation of a-lac induced by PEF pretreatment exposed groups that were initially buried
within its three-dimensional structure, such as -SH groups released by the rupture of disulfide
bonds. Meanwhile, CD analyses revealed a decrease in a-helices and an increase in -sheets,
indicating significant modifications in the secondary structure. Ultimately, these changes in
the secondary and tertiary structures of a-lac enhanced the accessibility of cleavage sites for
enzymes, thus facilitating enzymatic hydrolysis. Consequently, the increase in surface
hydrophobicity, resulting from denaturation, promoted the accessibility of enzymatic sites,

contributing to the increase in DH.
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Regarding the a-lac solutions subjected to thermal pretreatment, conditions at 75 and 85 °C
resulted in a threefold increase in surface hydrophobicity compared to the native protein
solution. The condition at 90 °C also led to an increase in surface hydrophobicity compared
to the native a-lac solution, although this increase was significantly less pronounced than
those observed after pretreatments at 75 and 85 °C (a twofold increase). Indeed, the
application of heat to a-lac caused a modification in the conformation of its tertiary structure,
promoting the exposure of hydrophobic fragments that were previously buried within the
protein: this modification is attributed to protein denaturation (Pallares et al., 2004; Lam &
Nickerson, 2015b). Other authors have also observed this phenomenon in whey proteins
(Alizadeh-Pasdar & Li-Chan, 2000; Shen et al., 2017), pea proteins (Peng et al., 2016) and
soy proteins (Wang et al., 2012). However, the temperature applied to the a-lac solution
played a crucial role in transforming its structure. When the irreversible denaturation
temperature (90 °C) was reached, it could have led to aggregation, resulting in a further
reduction in hydrophobicity (Chaplin & Lyster, 1986; McGuffey et al., 2005; Lam &
Nickerson, 2015b). Indeed, beyond 85 °C, reactive sulfhydryl groups may begin to assemble
to form intermolecular aggregates through disulfide bonding. This process is initiated by a
sulthydryl/disulfide exchange at the level of the four disulfide bridges (Lajnaf et al., 2018).
At 90 °C, the high reactivity of the liberated -SH groups, especially at pH close to 8, further
accelerates thiol-disulfide exchange and oxidation reactions (Bazinet et al., 1997). This leads
to rapid formation of protein aggregates via new disulfide linkages, effectively masking the
hydrophobic fragments that had initially been exposed during denaturation. Consequently,
despite the significant liberation of -SH groups previously, the surface hydrophobicity of a-
lac remains low due to the burial of these hydrophobic regions within the reaggregated
complexes. These findings highlight the dual role of temperature in both denaturing and
restructuring proteins, emphasizing the delicate balance between unfolding and aggregation

under high-temperature, alkaline conditions.
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3.7.5. Peptide population of final hydrolysates

3.7.5.1.  RP-UPLC-MS/MS characterization of final hydrolysates

The behavior of peptide populations (native, heat- and PEF-pretreated a-lac) was studied, in
addition to the DH. The results, visualized as a heatmap based on hierarchical clustering

(Figure 3.23), revealed distinct peptide regulations under different experimental conditions.

[Native]

Figure 3.23. Hierarchical clustering of pretreatment conditions (native, thermal and PEF)
and non-specific peptides obtained from chymotrypsin digestion, with similarities
measured by Euclidean distance and displayed in a heat map. The color scale indicates the
relative abundance of peptide ions: red represents up-regulation, while blue indicates down-
regulation.

Two complementary peptide analysis approaches were then employed: a non-specific
approach and a targeted approach focused on the specificity of a-chymotrypsin as digest
reagent for matching with o-lac sequence. The first approach, covering approximately
45.53% of the total a-lac sequence (Figure 3.24, A), enabled the mapping of a broad diversity
of peptides. The targeted approach, in turn, refined the analysis by identifying 8 specific
peptides covering 30.89% of the total a-lac sequence (Figure 3.24 ,B). Firstly, the heat map
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obtained from the non-specific approach revealed eight distinct peptide populations,

identified by their Euclidean distance in the left-hand part of Figure 3.23.
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Figure 3.24. Comparison of peptide coverage and a-lac cleavage sites without (A) and with
(B) specific a-chymotrypsin selectivity. The letters represent the 123 amino acids of a-lac.
The numbers on the left and right indicate the position of the amino acids in the a-lac
sequence. Letters in red represent primary a-chymotrypsin cleavage targets, while letters in
orange represent secondary a-chymotrypsin cleavage targets. Arrows indicate peptides,
with blue arrows representing peptides identified with specific a-chymotrypsin selectivity,
and grey arrows representing peptides obtained without specific a-chymotrypsin selectivity.
Green highlighting represents sequence coverage of a-lac.
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The native a-lac sample, present at the bottom of the heat map, was positioned in subgroup
2", where conditions associated with low overall peptide abundance were clustered. The
predominance of down-regulation (blue areas) observed for this sample suggested the low
activity of a-chymotrypsin. This low enzyme activity could be attributed to the compact
structure of the native a-lac and the inaccessibility of cleavage sites specific to a-
chymotrypsin action, as previously confirmed by low surface hydrophobicity and the absence
of accessible -SH groups. These sites only become accessible after treatments that modify
the protein structure, such as heating or PEF. These results are consistent with DH data,
which indicated a low DH for native samples. Under the effect of PEF pretreatments, peptide
hydrolysates showed significant heterogeneous variations, with regions of up-regulation (in
red) and others down-regulation (in blue), depending on the electric field strength and the
number of pulses applied, possibly indicating structural modifications of a-lac, affecting the
accessibility of cleavage sites by a-chymotrypsin and DH. PEF conditions 1 (10 kV/cm, 75
pulses), PEF 2 (15 kV/cm, 75 pulses), and PEF 5 (20 kV/cm, 37 pulses) clustered in Group
1, characterized by an overall higher peptide abundance (Box A) and marked up-regulation.
These conditions, characterized by a high electric field strength (PEF 5) or an increased
number of pulses (PEF 1 and 2), promoted better accessibility to enzymatic cleavage sites,
thereby enhancing hydrolysis efficiency, which is consistent with previous analyses,
particularly in terms of surface hydrophobicity, accessible -SH group concentration, circular
dichroism (CD) analysis and DH. In contrast, PEF conditions 3 (10 kV/cm, 37 pulses) and
PEF 4 (15 kV/cm, 37 pulses) showed mainly down-regulation for the same peptides,
suggesting that more moderate PEF parameters, especially reduced number of pulses, could
have a lower impact on pretreated protein structure and peptide generation. These results are
in line with CD and DH analyses, which showed minimal o-lac secondary structure
modification for PEF 3 and 4 and a DH close to that of the native sample. Additionally, boxes
A and C showed peptides with similar up-regulation under PEF conditions 1, 2, and 5, as
well as under thermal treatments at 75 °C and 85 °C, suggesting similar mechanisms
involving moderate and partial denaturation of o-lac, increasing the accessibility of the
cleavage site for a-chymotrypsin. These observations are in line with previous results, where
these PEF and thermal conditions resulted in a 2- to 4-fold increase in the DH of the final

hydrolysates compared with native a-lac. As with PEF, the peptide hydrolysates obtained
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under certain thermal pretreatments showed heterogeneous variations, with regions of up-
regulation (in red) and others of down-regulation (in blue). This heterogeneity probably
reflects differing degrees of structural modification of a-lac, influencing the accessibility of
cleavage sites depending on the applied temperature. For instance, a group of similar peptides
(Box B) showed up-regulation across the three tested temperatures (75 °C, 85 °C, and 90 °C),
while other peptides displayed variations, explaining why the pretreatments at 75 °C and 85
°C, which were close in Euclidean distance, formed subgroup 2', whereas the 90 °C treatment,
further away, grouped in subgroup 2". The 90 °C treatment showed a predominance of down-
regulated peptides compared to the 75 °C and 85 °C treatments, consistent with previously
obtained results. This can be explained by the lower increase in surface hydrophobicity for
the 90 °C treated sample compared to the 75 °C treated one. Additionally, the concentration
of accessible -SH groups at 90 °C was twice as high as at 75 °C, increasing the risk of
reaggregation. CD analyses also revealed a less marked structural modifications, with weaker
alteration of a-helix and B-sheet components compared to the samples treated at 75 °C and
85 °C. Finally, the DH observed for the 90 °C treatment was similar to that of the native
sample. In comparison, the DH of the samples treated at 75 °C and 85 °C was increased by
4-fold and 2-fold, respectively.

Finally, heat treatments at 75°C and 85°C (cluster 2') were close in Euclidean distance to
cluster 1 (PEF 1, 2 and 5). Even though these thermal and PEF pretreatments showed
similarities in peptide profiles due to partial a-lac denaturation and increasing enzymatic
accessibility, they also exhibited differences. For example, peptides in Boxes B and D were
down-regulated under PEF conditions, in contrast to their up-regulation under native and
thermal conditions. This suggests that, although these PEF and thermal pretreatments expose
a-lac cleavage sites, the nature and extent of the structural modifications they induced
differed, influencing the final composition of the hydrolysates produced. Secondly, figure 7
shows the comparison of peptide coverage and a-lac cleavage sites specific or non-specific
to a-chymotrypsin selectivity. Some segments, such as f{32-50), f(32-53), and f{51-60), were
hydrolyzed specifically or non-specifically by chymotrypsin, suggesting that certain regions
of the a-lac were particularly exposed and frequently underwent hydrolysis. In contrast, the
marked absence of fragments in the region of amino acids 61 to 92 of a-lac revealed a strong

resistance to hydrolysis, likely due to structural characteristics specific to this region.
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Several hypotheses may explain this resistance. First, the presence of stabilizing disulfide
bonds (¢!Cys-Cys’” and 7*Cys-Cys’!) could play a crucial role (Permyakov, 2020). According
to the secondary structure of a-lac (Figure 3.25) (Farrell et al., 2002; T. Li et al., 2022), these
bonds are in a region composed of a-helices and compact loops that may confer a rigid
conformation, limiting enzyme accessibility.

Second, the domain structure of a-lac, with a deep cleft between the o and f domains held
together by these same disulfide bonds, could hinder chymotrypsin access in this region. This
might make this area particularly resistant to the effects of heat and PEF. Finally, the Cys!!!
and Cys'? residues, located in the a domain, have been characterized as highly reactive to
denaturing treatments, especially to heat and oxidation (Stdnciuc & Rapeanu, 2010), which
may be induced by PEF. This reactivity could preferentially lead to the rupture of the ®Cys-
Cys!?® and 28Cys-Cys'!! disulfide bonds, thereby modifying the secondary structure and
facilitating the release of peptides in these areas, rather than affecting the stronger disulfide
bonds.
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Figure 3.25. Schematic representation of a-lac's secondary structure, adapted from Farrell
et al. (2002) and Li et al. (2022). Amino acids in red represent primary targets of
chymotrypsin, while those in orange indicate secondary targets. Amino acids in hexagons
correspond to alpha helices, those in squares to beta sheets, and those in circles to loops.
Amino acids highlighted in yellow indicate bioactive or potentially bioactive peptides,
while those highlighted in grey represent peptides identified without bioactivity.

3.7.5.2.  Screening for antihypertensive and antidiabetic peptides

The screening of antihypertensive and antidiabetic activities is listed in Table 3.3.
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Table 3.3. Comprehensive screening of referenced and potentially bioactive peptides.

Antihypertensive sequences

Antidiabetic sequences

Peptide Sequences

Referenced in the

Potentially Active
Peptide Sequence

Peptide Sequences

Referenced in the

Potentially Active
Peptide Sequence

Literature Literature

DKVGINY AHK ILDKVGINY AHKAL

DKVGINYW AHKAL WLAHKAL INNKIW

GINYWLAHK LAHK LAHK

LAHKAL WLAH LAHKAL
WLAHKAL

The analysis of antihypertensive and antidiabetic peptides revealed that the most intense PEF

conditions, combining a high electric field strength and an increased number of pulses,

promoted an increased abundance of these specific peptides (Figure 3.26).

1
PEF1

Relative abundance (normalized)
°

1 1 1
PEF2 |PEF3 PEF4

1
PEF 5

T . T
Native 175 °C

Samples a-lac

AHKAL LAHK

DKVGINY

85°C

90 °C

ILDKVGINY

Figure 3.26. Normalized relative abundance of undocumented potential antihypertensive
and antidiabetic peptides across experimental conditions, highlighting distinct variations
compared to documented peptides.
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Specifically, PEF conditions 1 (10 kV/cm, 75 pulses), 2 (15 kV/cm, 75 pulses), and 5 (20
kV/ecm, 37 pulses) led to the generation of peptides having average abundances 169% to
232%, higher than peptides generated from the native a-lac. Conversely, less intense
conditions (PEF 3: 10 kV/cm, 37 pulses and PEF 4: 15 kV/cm, 37 pulses) showed lower
relative abundances than native a-lac (71% and 62%), indicating their limited effectiveness
in generating these peptides. These results highlighted the beneficial effect of field strength
and pulse number adjustment on bioactive peptide production. These observations were
corroborated by secondary structure analysis of a-lac, revealing that these peptides were
primarily located within the a-helices of the protein (Figure 8). Furthermore, these generated
bioactive peptides were associated with the preferred cleavage sites of a-chymotrypsin,
particularly around the amino acids leucine, tyrosine, and tryptophan. This reinforced the
hypothesis that these residues played a key role in the release of peptides under intense PEF
conditions, which appear to not only promote protein hydrolysis but also facilitate the release
of bioactive peptides in quantities exceeding those obtained with thermal treatments.
Regarding thermal treatments, a similar trend was observed. At 75 °C, an average peptide
abundance of 128.2% was observed, but this dropped to 69.8% at 85 °C and further
plummeted to -52.5% at 90 °C compared to the native state (Figures 6 and 9). These results
indicate that, at such elevated temperatures, bioactive peptide production was significantly
hindered due to excessive structural impact. In this sense, PEF treatments were considered
preferable to thermal treatments for bioactive peptide production, as they enabled effective
peptide release without causing excessive denaturation. Finally, two specific peptides —
AHKAL and LAHK- were identified in the samples, with potential antihypertensive and
antidiabetic bioactivities. These peptides are promising candidates as they are still
undocumented in the literature. Figure 9 presents their relative abundances, shown as
normalized values according to different experimental conditions, highlighting their marked
differences with two examples of well-documented peptides (DKVGINY and ILDKVGINY)
(Lacroix & Li-Chan, 2014a; Lacroix et al., 2016; N et al., 2022). One can observe that the
peptides (AHKAL and LAHK) had abundances similar to the documented peptides
(DKVGINY, ILDKVGINY) under all PEF conditions. Moreover, the highest relative
abundances were observed for PEF 1, 2, and 5 pretreatment conditions, where they exceeded

those observed under thermal conditions.
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3.8.Conclusion and perspectives

This study demonstrates for the first time the effectiveness of PEF pretreatments in enhancing
chymotryptic hydrolysis of a-lac. PEF pretreatments 1, 2, and 5 (10 kV/cm with 75 pulses,
15 kV/em with 75 pulses, and 20 kV/cm with 37 pulses, respectively) doubled the DH
compared to untreated a-lac, while PEF conditions 3 and 4 (10 and 15 kV/cm with 37 pulses)
resulted in DH values close to that of the native protein. The electric field strength and pulse
count were therefore crucial, with higher electric field strength and pulse numbers promoting
increased DH due to the partial unfolding of a-lac facilitating a-chymotrypsin access to
cleavage sites. These structural changes, including a decrease in a-helices, an increase in 3-
sheets (except for PEF 5), more accessible -SH groups, and increased surface hydrophobicity,
led to greater abundance of bioactive peptides, particularly AHKAL and LAHK, with
potential antihypertensive and antidiabetic activities as reported in the literature. To further
enhance the PEF impact, additional research should refine PEF parameters by exploring pulse
number, electric field strength, along with pulse width and shape. Thermal pretreatment at
75 °C achieved the highest DH, with a 4-fold increase compared to the native protein and a
1.5-fold increase over the best PEF conditions (1, 2 and 5). Although the 75 °C treatment
achieved a high DH, its low production of bioactive peptides highlighted that this indicator
alone is insufficient to evaluate overall yield. In contrast, PEF pretreatments, particularly PEF
1, combined comparable eco-efficiency with improved bioactive peptide generation through
precise control of electric field strength and pulse number. Additionally, while thermal
pretreatments at 75 and 85 °C induced moderate denaturation favorable for DH, the 90 °C
treatment caused excessive denaturation, reducing both DH and bioactive peptide production.
To strengthen the effectiveness and sustainability of this approach, further studies are needed
to better understand the electrochemical modifications induced by PEF and the complex
mechanisms that enhance peptide production. Finally, future research should focus on
assessing the bioactivity of PEF-generated peptide hydrolysates both in vitro and in vivo to

advance this technology for producing bioactive peptides in protein-rich food matrices.
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4. Chapitre 4 - Application séquentielle de champs
¢lectriques pulsés et immobilisation covalente de
chymotrypsine sur des particules d'alumine pour la
production de peptides bioactifs aux propriétés
antihypertensives et antidiabétiques a partir d'alpha-
lactalbumine

4.1.Transition contextuelle

L’une des principales limitations de I’hydrolyse enzymatique par une enzyme libre réside
dans son colt élevé, principalement da a la consommation importante d’enzyme, dont I’'usage
unique empéche toute réutilisation. Cette contrainte justifie 1’exploration de stratégies
alternatives pour améliorer leur rentabilité et efficacité. A la lumiére des résultats obtenus sur
I’influence des CEP sur la structure de I’a-L A, son hydrolyse par I’a-CT libre et la production
de peptides bioactifs, ainsi que des données issues de la littérature sur 1’intérét de
I’immobilisation enzymatique, une approche basée sur I’immobilisation de I'a-CT a été
développée. Cette stratégie vise a stabiliser I’enzyme et a permettre sa réutilisation pour des
cycles successifs d’hydrolyse, réduisant ainsi la consommation enzymatique et les colts
associés. L’a-CT a ét¢ immobilisée par liaisons covalentes sur un support d’alumine et
utilisée pour hydrolyser I’a-LA sous ses formes native et prétraitée (par chauffage ou CEP).
L’impact de cette immobilisation sur la nature et le potentiel bioactif des hydrolysats a été
comparé a celui des hydrolysats obtenus avec 1’a-CT libre. De plus, la combinaison entre le
prétraitement par CEP et ['utilisation d’une enzyme immobilisée a ¢été explorée afin
d’améliorer I’efficacité du processus et la production de peptides d’intérét.

Etant donné qu’aucune étude antérieure n’a exploré I’approche combinée des CEP et de
I’immobilisation enzymatique pour I’hydrolyse de I’a-LA, cette recherche a permis
d’acquérir des connaissances approfondies sur les mécanismes sous-jacents a cette stratégie

intégrée. Ainsi, ce chapitre répond aux objectifs spécifiques 2, 3 et 4.
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4.2.Résumée

Dans le cadre de la valorisation des protéines agroalimentaires, le développement de
stratégies durables pour la production de peptides bioactifs est essentiel. Cette étude évalue
I’impact des champs électriques pulsés (CEP) en tant que prétraitement innovant de 1’a-
lactalbumine (a-LA), en comparaison avec des échantillons natifs et thermiquement traités
(75 °C), avant une hydrolyse enzymatique réalisée a 1’aide de I’a-chymotrypsine (a-CT)
immobilisée sur des particules d’alumine via un procédé basé sur la dopamine.

L’enzyme immobilisée a montré une excellente efficacité d’immobilisation (96,6 %) et a
conservé son activité enzymatique sur 10 cycles d’utilisation. Les réarrangements structuraux
induits par les CEP ont permis une exposition sélective des sites de clivage, tandis que le
traitement thermique, utilis¢é comme contrdle positif, a facilité¢ I’accessibilité enzymatique
par dénaturation des protéines. L hydrolyse réalisée avec 1’a-CT immobilisée a conduit a une
population peptidique plus ciblée, avec une proportion accrue de peptides bioactifs
potentiels, notamment aux effets antihypertenseur et antidiabétique.

Ces résultats mettent en évidence le role complémentaire des CEP et de I’immobilisation
enzymatique dans la modulation de la production de peptides bioactifs, ouvrant ainsi des
perspectives prometteuses pour des applications durables et innovantes dans le traitement des

protéines alimentaires.

4.3.Publication

Sequential application of pulsed electric fields and covalent immobilization of
chymotrypsin on alumina particles for the production of bioactive peptides with

antihypertensive and antidiabetic properties from alpha-lactalbumin
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Processing and Electro-Membrane Processes), Food Science Department, Laval University, Quebec, QC,
Canada
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4.4.Abstract

In the context of valorizing agro-food proteins, developing sustainable strategies for
bioactive peptide production is essential. This study investigates the impact of pulsed electric
fields (PEF) as an innovative pretreatment of a-lactalbumin (a-LA), in comparison with
native and thermally treated samples (75 °C), prior to enzymatic hydrolysis using o-
chymotrypsin (a-CT) immobilized on alumina particles via a dopamine-based process.

The immobilized enzyme exhibited excellent immobilization efficiency (96.6%) and retained
its enzymatic activity over 10 usage cycles. PEF-induced structural rearrangements in o-LA
selectively exposed cleavage sites, while thermal treatment, used as a positive control,
facilitated enzyme accessibility through protein denaturation. The hydrolysis with
immobilized a-CT generated a more targeted peptide population, with an increased
proportion of potentially bioactive peptides, notably antihypertensive and antidiabetic ones.
These findings underscore the complementary roles of PEF and enzymatic immobilization in
modulating bioactive peptide production, offering promising prospects for sustainable and

innovative applications in food protein processing.

Keywords: chymotrypsin, immobilization, enzymatic hydrolysis, pulsed electric fields,

bioactive peptides

4.5.Introduction

Bioactive peptides are attracting increasing interest due to their multiple health benefits.
Derived from food proteins, these peptides have various applications in the food and
pharmaceutical industries because of their ability to modulate diverse pathophysiological
processes (Patil, 2024). The global market for bioactive proteins and peptides has
experienced significant growth in recent years, with projections reaching $88.3 billion by
2027 (Market Research Report, 2020). However, their production through enzymatic
hydrolysis faces challenges such as enzyme specificity, stability, and low yields (Santos et

al., 2024). These limitations are particularly critical for complex proteins like alpha-
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lactalbumin (a-LA), a globular whey protein well-known for releasing bioactive peptides
with antihypertensive and antidiabetic properties (Lacroix & Li-Chan, 2014; Nongonierma
et al., 2016; Gao et al., 2020; Xie et al., 2022; Alba et al., 2022). To address these challenges,
enzymatic immobilization offers a promising solution. This technique enhances enzyme
stability, specificity, and recyclability while reducing costs (Wu et al., 2015; Mazzocato &
Jacquier, 2024). In particular, covalent immobilization, which ensures the long-term
attachment of the enzyme to a solid support, is especially suitable for hydrolyzing large
substrates such as food proteins (Wahab et al., 2020). Using a spacer arm, such as
glutaraldehyde (GA) or dopamine (DOP), minimizes diffusion and steric constraints,
facilitating access of enzyme active sites to their substrates (Siddiqui & Husain, 2019; Xie et
al., 2021; Gonawan et al., 2022; Alfieri et al., 2022; Carballares et al., 2024). While GA is
recognized for its effectiveness in stabilizing enzymes, its toxicity limits its application in
food industries (ATSDR, 2017). DOP is a recent and biocompatible alternative better suited
to meet food safety standards (Kaushik et al., 2015). In addition to its biocompatibility, DOP
has been successfully used for enzyme immobilization, forming strong adhesive layers that
enhance the stability and activity of enzymes such as chymotrypsin, a-amylase, alkalase and
laccase (Bayramoglu et al., 2020; Cao et al., 2018; Mehrabi et al., 2024; X. Wang et al.,
2024). These properties make them a promising alternative for food-related enzyme
applications. Beyond the choice of cross-linking agents, the nature of the solid support plays
a crucial role in enzyme performance. Various materials, including silica, magnetic
nanoparticles and polymeric matrices, have been investigated for enzyme immobilization,
each offering distinct advantages in terms of stability, reusability and interaction with
substrates (Bayon et al., 2018; D. Wang & Jiang, 2019; Yushkova et al., 2019; Wahab et al.,
2020). Among them, alumina particles stand out as an effective support due to their high
specific surface area, which provides numerous anchoring sites for enzymes, improving their
catalytic efficiency and longevity (Heilmann et al., 2003; Wahab et al., 2020). In addition,
its chemical properties promote strong interactions with the enzyme and substrate, enhancing
hydrolysis efficiency (Pourmadadi et al., 2022). These characteristics make alumina
particularly well suited to enzymatic applications in food protein processing, including the
production of bioactive peptides. Additionally, pulsed electric fields (PEF) have emerged as

an innovative technology to enhance food protein hydrolysis. Specific PEF parameters can
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alter protein structures, increasing the exposure of cleavage sites to enzymes. The extent of
these structural modifications, ranging from subtle rearrangements to partial denaturation,
depends on the applied PEF conditions (Giteru et al., 2018; Hu et al., 2024 ; Hélorie, article
1). The pretreatment conditions used in this study were selected based on a previous
investigation (Hélorie, previous article), providing a well-established approach to enhancing
enzymatic hydrolysis. Studies on a-LA and other proteins, such as B-lactoglobulin, beef
muscle proteins, and ovalbumin, have shown that PEF application can improve the yield of
bioactive peptides (Mikhaylin et al., 2017; Liu et al., 2018; Chian et al., 2019; Agoua et al.,
2020 ; Hélorie, article 1). However, despite their potential, the combination of PEF with
enzymatic immobilization in food protein hydrolysis remains unexplored, paving the way for
a promising combined approach. To establish a solid foundation for this innovative strategy,
this study focuses on a-LA, a well-characterized model protein, which provides a controlled
system to evaluate the impact of PEF and enzymatic immobilization. The insights gained
from this work could be extended to more complex protein systems, broadening the
applicability of this approach in food protein hydrolysis. Building on this rationale, this study
combines PEF and enzymatic immobilization for the first time to improve the production of
bioactive peptides from a-LA. This protein has been widely studied for its ability to generate
bioactive peptides through enzymatic hydrolysis (Carullo et al., 2020; Ismail et al., 2020).
These peptides have been associated with a range of biological activities, including
antihypertensive, antioxidant, antidiabetic, anticancer, opioid, mineral-chelating, and
antimicrobial properties (Olvera-Rosales et al., 2023; Singh & Gaur, 2024), making a-LA a
relevant protein for bioactive peptide research. Chymotrypsin, an enzyme specific to
aromatic residues such as tyrosine, phenylalanine, and tryptophan, frequently associated with
bioactive peptide properties (Toldré et al., 2020), was immobilized on alumina particles. This
support is distinguished by its high specific surface area and optimal interaction with the
substrate, enhancing enzymatic efficiency (Kujawa, Gtodek, Li, et al., 2021). Hence, this
study has two main objectives. The first is to compare the stability and activity of the
immobilized enzyme using two different cross-linking agents: GA and DOP. The agent
demonstrating the best performance was then selected for the second objective, which
involves combining PEF with enzymatic hydrolysis performed using the immobilized

chymotrypsin.
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4.6.Materials and Methods

4.6.1. Materials

a-LA powder (92 % protein content, was obtained from Agropur Inc. US (Eden Prairie, MN).
The following products were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO): bovine a-
chymotrypsin type II (C4129), aluminum oxide (alumine, 1.01077), toluene (5. 89578),
chlorotrimethylsilane (386529), 3-Aminopropyltriethoxysilane (440140), dopamine
hydrochloride (H8502), glutaraldehyde (340855), Bradford's reagent (B6916), azocasein
(A2765), trichloroacetic acid (1.00807). Water was purified using the Milli-Q system
(Millipore, Burlington, NJ, USA).

4.6.2. Processing of a-LA: Pretreatment and hydrolysis with immobilized a-
CT

The study protocol follows a structured sequence of steps (Figure 4.27).
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4.6.2.1. a-Chymotrypsin immobilization protocol

a-Chymotrypsin (a-CT) was immobilized following the protocols established by
Bayramoglu et al. (2020) et Decarpigny et al. (2022), with adjustments made to meet the
specific needs of this study. Two cross-linking agents, GA and DOP, were evaluated to

determine which provides the most effective immobilization.

4.6.2.1.1. Functionalization of alumina particles

The alumina was activated through surface functionalization. For this purpose, 50 mg of
alumina were dispersed in 7 mL of toluene, followed by the addition of 35 mL of
chlorotrimethylsilane (CTMS) and 24.4 mL of 3-aminopropyltriethoxysilane (APTES). The
mixture was refluxed at 100 °C for 24 h under agitation. After the reaction, the functionalized
alumina was washed three times with toluene and one time with acetone by centrifugation
(10,000 rpm, 10 min, 4 °C). The alumina@CTMS@APTES material was then dried under
vacuum using a SpeedVac. This dual functionalization modified the surface of the alumina,
making it suitable for subsequent immobilization of a-CT. Specifically, CTMS replaced the
native hydroxyl groups with hydrophobic trimethylsilyl groups (-Si(CHs)s3), reducing surface
hydrophilicity, while APTES introduced amine groups (-NH:) by reacting either with the
remaining hydroxyl groups or with the CTMS-modified sites via siloxane (Si-O) bonds
(Nayak et al., 2019; Zhang & Lai, 2022). These modifications facilitated the covalent
immobilization of a-CT onto the functionalized alumina using two distinct strategies. The
enzyme was immobilized on alumina functionalized either with DOP or GA, ensuring stable

attachment and enhanced catalytic efficiency (Figure 4.28).
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4.6.2.1.2. Chemical activation of the support

Two immobilization methods were implemented to compare their effectiveness in binding,

stabilizing, and maximizing the catalytic activity of a-CT.

4.6.2.1.2.1. Covalent bonding with GA

GA (77 pL) was added to 50 mg of alumina@CTMS@APTES material, previously dispersed
in 1.5 mL of phosphate buffer (pH 9, 0.1 M). At this pH, the amine groups of APTES are
deprotonated, increasing their nucleophilicity and making them more reactive for forming
covalent bonds with GA (Figure 2, B). The buffer concentration ensured sufficient buffering
capacity to maintain a stable pH throughout the reaction, thus providing optimal conditions
for chemical bonding. The mixture was stirred for 10 h at room temperature. Following the
reaction, four successive washing cycles (three with water and one with ethanol) were carried
out by centrifugation (10,000 rpm, 10 min, 4 °C), and the material was vacuum-dried under

the same conditions as carried out for functionalization.

4.6.2.1.2.2. DOP grafting

DOP (77 pL, 8 mg/mL in absolute ethanol) was added to 50 mg of
alumina@CTMS@APTES material, previously dispersed in 1.5 mL of phosphate buffer (pH
9,0.1 M) (Figure 2, A) (Bayramoglu et al., 2020). The mixture was stirred for 25 h at 50°C.
After the reaction, four successive washing cycles (three with water and one with ethanol)
were performed by centrifugation, and the material was vacuum-dried under the same

conditions as previously.
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4.6.2.1.3. Immobilization of a-CT

A total of 25 mg of functionalized material, either alumina@CTMS@APTES-GA or
alumina@CTMS@APTES-PDA, was dispersed in 2 mL of phosphate buffer (pH 9, 0.1 M).
Then, 10 mg of a-CT was added to the mixture. The suspension was stirred for 4 h in a cold
bath (4°C). The solid (pellet corresponding to the immobilized chymotrypsin) as recovered
by centrifugation (10,000 rpm, 10 min, 4 °C), followed by three successive washes with water
and one with ethanol. After washing, the pellet corresponding to the immobilized
chymotrypsin was vacuum-dried and stored at 4°C. It should be noted that each washing
fraction was recovered and kept frozen to later determine the enzyme immobilization rate

using the Bradford method.

4.6.2.2. a-LA pretreatment strategy and enzymatic hydrolysis protocol

4.6.2.2.1. PEF system configuration

The PEF system, supplied by Diversified Technologies Inc. (Bedford, MA, USA), was
previously described and illustrated by Hélorie (previous article). Briefly, it consists of a
treatment chamber and a modulation cabinet. The system specifications include a maximum
electric field strength of 30 kV/cm and a maximal pulse generator frequency of 1,400 Hz,
with conductivity and temperature limits of 7.5 mS/cm and 30 °C, respectively. Square pulses
ranging from 1 to 12 ps can delivered through three stainless steel electrodes (one high-
voltage and two grounded low-voltage) within the chamber, which also contains two ceramic
insulators. The solution was introduced into the chamber via a peristaltic pump, with

adjustable flow rates from 0.5 to 8 L/min for high-voltage pulse application.
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4.6.2.2.2. Selection of pretreatment conditions for a-LA: native state,
thermal and PEF

A 1% w/v solution of a-LA was prepared in ultrapure water adjusted to pH 7.8 (optimal pH
of the enzyme). An untreated sample served as a negative control, preserving the native
structure of the protein (1% w/v, pH 7.8). In parallel, a thermal pretreatment was applied as
a positive control. This pretreatment involved raising the temperature to 75°C for 5 min in a
water bath, followed by rapid cooling to 37°C before the enzymatic hydrolysis step. This
temperature was selected based on a previous study, as it promotes moderate denaturation of
a-LA, facilitating access to enzymatic hydrolysis sites while limiting major structural
modifications associated with higher temperatures (Hélorie, article 1). The PEF pretreatment
protocol was defined according to the same prior study (Hélorie, article 1). Two experimental
conditions were identified as particularly effective: an electric field strength of 15 kV/cm
with 75 pulses and a second configuration at 20 kV/cm with 37 pulses. These parameters
were selected for their ability to induce a partial alteration of a-LA structure, thereby
improving the accessibility of cleavage sites for a-CT and overall hydrolysis performance.
Also, these pretreatments were chosen for their ability to enhance the release of bioactive
peptides, serving as the basis for comparison between hydrolysates obtained with free and

immobilized o-CT.

While the samples obtained with immobilized a-CT (alumina@CTMS@APTES-DOP@CT)
exhibited a DH similar to those produced with free a-CT, the impact of immobilization on
the production and diversity of bioactive peptide hydrolysates remains to be explored, which

is the objective of this comparative study.

4.6.2.2.3. Chymotryptic hydrolysis of a-LA by immobilized a-CT

Enzymatic hydrolysis using the immobilized enzyme was conducted following a protocol
adapted from Hélorie (articlel). Briefly, a-lac (1% w/v, pH 7.8)—either native, thermally
pretreated, or pretreated with PEF —was incubated in a water bath at 37 °C. Hydrolysis was

initiated by adding immobilized a-CT (alumina@CTMS@APTES-PDA@CT) at 1% w/w.
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The temperature (37 °C) and pH (7.8, adjusted with 0.1 M NaOH) were maintained constant
throughout the reaction. Samples were collected and the hydrolysis process was stopped at
each time point by heating the solution to 90 °C for 10 min to inactivate the enzyme. The DH
was determined based on a previous study conducted by Hélorie (article 1), which identified
the conditions for maximizing DH during the hydrolysis of a-LAC with free a-CT. To
account for the generally slower kinetics of immobilized enzymes, the hydrolysis time was
adjusted and extended as needed to reach the same target DH. This approach ensured a
consistent evaluation of the effects of immobilization on peptide production, eliminating any

variability attributable to differences in DH.

4.6.3. Characterization of alumina-supported immobilized enzyme and the
resulting hydrolysates from pretreated and untreated a-LA

4.6.3.1.  Characterization of alumina-supported immobilized enzyme

4.6.3.1.1. Immobilization efficiency

The amount of enzyme immobilized on the alumina particles was determined by measuring
the residual protein concentration in the washing fractions using the Bradford method,
adapted from Decarpigny et al. (2022). Samples were added at 100 pL per well, along with
100 pL of Bradford reagent, and the plate was shaken for 30 seconds. After a 10-min
incubation at room temperature, the absorbance was read at 595 nm. A calibration curve was
established by measuring the absorbance at 595 nm corresponding to the anionic blue form
of Coomassie Brilliant Blue G-250 bound to bovine serum albumin (BSA), with
concentrations ranging from 0 to 50 pg/mL. Standards were prepared and analyzed in the
same manner as the samples. The enzyme immobilization rate was then calculated in the

following equation 4.12:

Immobilization rate (%) = w x 100 (Eq. 4.12)
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Where m is the mass of enzyme (ug), Ci the concentration found on the calibration line and

V1 the total volume of wash water (mL).

4.6.3.1.2. Surface state of alumina particles

The surface state of the alumina particles was characterized by scanning electron microscopy
(SEM) using an ULTRA 55 microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany). This equipment was
equipped with a thermal field emission source and three detectors: an Energy-Selective
Backscattered (ESB) detector with a filtering grid, a high-efficiency in-lens Secondary
Electron (SE) detector, and an Everhart-Thornley secondary electron detector. It also
included an energy-dispersive X-ray analysis device (EDX analysis) (EDS Xflash 4010
system, Bruker, United States). The samples were prepared by dispersing the particles in
ethanol before depositing them on a silicon substrate. Images were then acquired and

analyzed using the manufacturer's software (Zeiss, Oberkochen, Germany).

4.6.3.1.3. Determination of free and immobilized a-CT activities

a-CT activity was measured using a modified version of Souza et al. (2015) method, with
azocasein (AZO, 2%, w/v) as the substrate. A solution of AZO (0.5 mL) was prepared in
glass tubes and heated to 40°C for 5 min. Free a-CT was diluted in a phosphate buffer (pH
7, 100 mM) to a concentration of 0.25 mg/mL. After preheating at 40 °C for 5 min, 0.5 mL
of enzyme solution was added to 0.5 mL of AZO solution, briefly vortexed for 30 s, and
incubated at 40 °C for 10 min to allow substrate digestion. The reaction was stopped by
adding 3 mL of trichloroacetic acid (TCA, 5%, w/v), followed by centrifugation (10,000 rpm,
4 °C) for 8 min to remove undigested proteins. A blank control was prepared by adding TCA
before the a-CT. For a-CT immobilized on alumina particles (modified by GA or DOP), an
identical protocol was followed, adjusting the enzyme concentration to 0.5 mg/mL to achieve
optimal absorbance. a-CT activity was determined by measuring absorbance at 440 nm, and

results were expressed in specific activity (U/mg protein), enabling direct comparison
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between free and immobilized enzyme forms. Specific activity was calculated using the

equation 4.13:

Total enzyme activity (UA/min)

Specific activity (U/mg) = (Eq. 4.13)

Total protein quantity (mg)

Where one unit of activity (1 UA) corresponds to the amount of enzyme required to produce

a 0.01 increase in absorbance at 440 nm within 10 min under standard assay conditions.

4.6.3.1.4. Immobilized a-CT storage stability study

The storage stability of the immobilized a-CT (GA and DOP) was evaluated by storing them
in water at 4 °C for 5 weeks. The residual activity, expressed as a percentage, was measured
weekly according to the a-CT activity protocol. This percentage was calculated using the

equation 4.14:

. .. 04 — a—CT immobilized activity (weekly measurement)(U/mg)
Residual activity (%) CT immobilized activity (initial)(U/mg) x 100 (Eq.4.14)

For comparison, the storage stability of the free a-CT was also studied under the same

conditions, with its residual activity monitored until complete loss of activity.

4.6.3.1.5. Recyclability study of immobilized a-CT

The recyclability of immobilized a-CT was evaluated using only the form with the best
performance in terms of enzymatic activity and storage stability (GA ou DOP). The
immobilized a-CT was tested for repeated reuse over 10 cycles within the same day. After
each enzymatic activity measurement, a wash was performed in phosphate buffer (pH 7, 100
mM) to remove substrate residues and colored precipitates. The immobilized a-CT particles
were placed on an orbital shaker for 5 min to facilitate the detachment of precipitates without
damaging the enzyme. Vacuum filtration was then performed using a Biichner funnel
equipped with a glass frit filter of porosity grade 3. Two successive wash cycles were

conducted with phosphate buffer, followed by two washes with ultrapure water to eliminate
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all residual impurities. The immobilized a-CT was then reused for the enzymatic activity

assay, and results were expressed as residual activity (%).

4.6.4. Characterization of a-LA Hydrolysis Catalyzed by Immobilized a-CT

4.6.4.1. DH measurement

The DH was measured using the o-phthaldialdehyde (OPA) method, following an adaptation
of the protocol by Agoua et al. (2020). A calibration curve was prepared with an L-leucine
solution (0 to 3 mM). The OPA reagent solution was composed of 25 mL of sodium
tetraborate (100 mM), 2.5 mL of sodium dodecyl sulfate (SDS) at 20%, 40 mg of OPA
dissolved in 1 mL of methanol, and 100 pL of B-mercaptoethanol, then adjusted to 50 mL
with distilled water. Measurements were taken at 340 nm using a spectrophotometer
(Shimadzu UV-2700, Shimadzu Corp., Kyoto, Japan) by mixing 150 pL of the sample
(native, heat-pretreated, or PEF-pretreated a-lac) or 1% SDS (blank) with 3 mL of OPA
reagent. The same protocol was applied to prepare the L-leucine standards. The DH,
calculated by subtracting the concentration of free a-amino groups in native a-LA from that

in the hydrolyzed samples, represented the average of three repetitions (Adler-Nissen, 1986).

4.6.4.2. Peptide population analysis by UPLC-MS/MS

4.64.2.1. Peptide sequences and relative abundances

The final peptide hydrolysates using immobilized o-CT (alumina@CTMS@APTES-
PDA@CT), pretreated (heating and PEF) or native one, were analyzed by ultra-performance
liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS) according
to the method described by (Hélorie, previous article). Briefly, the analyses were performed
on a UPLC 1290 Infinity II system (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), using a
Poroshell 120 EC-C18 column (2.1 x 100 mm, 2.7 um, Agilent) and detection in positive
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ionization mode on an IM-Q-TOF spectrometer (model 6560, Agilent, Santa Clara, CA,
USA). The gradient and data acquisition parameters, as well as the calibration conditions,
followed the specifications of Cournoyer et al. (2024). Peptide identification was based on
the sequence of bovine a-LA (UniProtKB — P00711) via the Spectrum Mill MS Proteomics
Workbench software (version B.06.00).

4.6.4.2.2. Screening of antihypertensive and antidiabetic potential of a-
LA peptides

The bioactive potential of the final peptide hydrolysates produced using immobilized a-CT
(alumina@CTMS@APTES-PDA@CT), from native or pretreated a-LA (via heating or
PEF), was assessed through bioinformatics analysis and structural evaluation.
Antihypertensive peptides were identified using the AHTPDB database based on their
capacity to inhibit angiotensin-converting enzyme (ACE), while antidiabetic peptides were
screened through the BioDADPep database for their inhibitory effects on dipeptidyl
peptidase-IV (DPP-1V). The structural and physicochemical characteristics of peptides were
also evaluated to determine their bioactive potential. Antihypertensive peptides were
identified as short sequences, comprising fewer than 20 amino acids with molecular weights
below 3 kDa (Gallego et al., 2018a; Ichim et al., 2024). Key features included hydrophobic
residues, such as proline, and charged amino acids, like glutamic acid, which facilitate
interactions with the active sites of angiotensin-converting enzyme (Cheung et al., 1980;
Abdelhedi et al., 2017; Chi et al., 2024). For antidiabetic peptides, optimal sequences ranged
from 2 to 8 amino acids with molecular weights between 200 Da and 1 kDa (Mu et al., 2023).
Hydrophobic residues at the N-terminus, such as leucine, isoleucine, and valine, played a
crucial role, while the presence of proline in specific positions enhanced binding to dipeptidyl
peptidase-IV (Lacroix & Li-Chan, 2014b). Furthermore, the peptides’ net charge and
hydrophobicity were essential in reinforcing their inhibitory properties (Zhang et al., 2016;
Mu et al., 2023).
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4.6.5. Statistical analysis

4.6.5.1.  Statistical analysis

The data were analyzed using GraphPad Prism version 9.5.1 (528) for macOS (GraphPad
Software, Boston, Massachusetts, USA, www.graphpad.com). A one-way linear ANOVA

model was applied, followed by Tukey's test to compare all pairs of means between the

treatment groups and identify significant differences at P<0.05.

4.6.5.2. UPLC-MS/MS data treatment

The peptide ion abundances were statistically analyzed using Mass Profiler Professional
software (version 15.1, Agilent Technologies). Only peptides with a 100% occurrence
frequency were considered. A non-parametric Kruskal-Wallis test, suitable for data that do
not meet the assumptions of normality or homogeneity of variances (Vargha & Delaney,
1998; Cournoyer et al., 2024), was applied to compare mean abundances across conditions.
To minimize type I errors, p-values were adjusted using the Benjamini-Hochberg method
(FDR), with 10,000 permutations (Benjamini & Hochberg, 1995). A heatmap with
hierarchical clustering were used to visualize peptide groupings and overall trends across

experimental conditions, with values log:-transformed to improve data normalization.

4.7.Results and Discussion

4.7.1. Characterization of modified alumina particles

The immobilized materials are visually confirmed through SEM images (Figure 4.29, B and
C). The results revealed high immobilization rates for both strategies: 96.6 + 0.2% for
alumina@CTMS@APTES-DOP@CT and 953 + 0.1% for alumina@CTMS@APTES-
GA@CT. The superior immobilization rate for the DOP-based material highlights the

efficiency of dopamine as a spacer arm, attributed to its unique chemical structure.
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DOP, deposited under slightly alkaline conditions (pH 9), underwent spontaneous oxidative
polymerization to form polydopamine (PDA), a black coating known for its strong adhesive
properties (Figure 4.28, A) (Lee et al., 2007). This PDA layer contained quinone and imine
functional groups that interacted with the amine groups of lysine amino acid or the thiol
groups (-SH) of cysteine amino acid in a-CT, forming Schiff bases (-C=N) or covalent bonds
(Bayramoglu et al., 2020). These interactions likely contributed to the higher immobilization
rate by reducing steric hindrance and strengthening enzyme attachment to the support. In
comparison, GA enabled immobilization via its aldehyde groups (-CHO), which reacted with
the primary amines of lysines in a-CT to form Schiff bases (reddish color, Figure 4.28, B)
(Olde Damink et al., 1995). However, the partial polymerization of GA during the process
resulted in less homogeneous coverage, as confirmed by SEM images (Figure 4.29, E and

F).

Morphological analysis revealed that unmodified alumina particles, with an average size of
9 um, exhibited smooth and homogeneous surface, typical of unmodified materials (Figure
4.29, A and D). After immobilization, the particle size significantly increased (tenfold),
reaching 101.8 pum for DOP-treated particles and 98.2 um for GA-treated particles. This
increase, along with the increased surface roughness, indicates efficient enzyme deposition
for both strategies. However, DOP-treated particles showed more homogeneous and regular
coverage (Figure 4.29, E) compared to the less uniform deposits observed on GA-
immobilized particles, which displayed partially exposed areas (Figure 4.29, F). These
differences support the hypothesis that DOP polymerization and its strong adhesion promote
more consistent interactions between a-CT and alumina, thereby improving immobilization

efficiency.

Previous studies reported variable immobilization rates depending on the methods used:
94% via covalent cross-linking with GA (Ghafourifar et al., 2013) and 95-96% through
adsorption onto alumina (Pugniére et al., 1988; Coletti-Previero & Previero, 1989). While
some research has explored the use of DOP on hybrid biocompatible supports (Bayramoglu

et al., 2020), specific immobilization rates for a-CT were not provided.
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Figure 4.29.SEM images of particles: (A) alumina, (B) alumina@CTMS@APTES-
DOP@CT, (C) alumina@CTMS@APTES-GA@CT, and zoomed views of their respective
surfaces to observe surface morphology (D, E, and F).
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4.7.2. Enzymatic Activity and Storage Stability of Immobilized a-CT

The activity of a-CT, in both its native and immobilized forms (alumina@CTMS@APTES-
DOP@CT and alumina@CTMS@APTES-GA@CT), was evaluated by its capacity to digest
the AZO substrate, a modified casein labeled with an azo chromophore measurable by
absorption at 440 nm (Figure 4.30). Although free a-CT initially exhibited maximum
enzymatic activity (100%), its stability was limited: it lost 53% of its activity after 3 days and
became completely inactive after 5 days. According to the well-established Lumry-Eyring
model, enzymatic inactivation can occur in two distinct stages. The first involves a reversible
unfolding of the enzyme's native structure, caused by the disruption of interactions that have
stabilized its three-dimensional conformation. This phase can be followed by irreversible
processes such as molecular aggregation or covalent modifications, leading to a transition
into thermodynamically stable but catalytically inactive states (Iyer & Ananthanarayan,
2008). For free a-CT stored in pure water lacking stabilizing ions, these mechanisms can
explain the progressive loss of activity. Indeed, the unfolding could expose hydrophobic
residues, disrupting the alignment of residues critical for its catalytic function. When
denaturing conditions have persisted, this initial unfolding has become irreversible, resulting
in molecular aggregation or irreversible chemical modifications such as the oxidation of
sensitive residues like cysteine and methionine. In the absence of stabilizers to protect its
native structure, the a-CT could also become prone to autolysis, a self-degradation process
(Iyer & Ananthanarayan, 2008). These cumulative phenomena, governed by first-order
kinetics, have led to the complete inactivation of the enzyme within a few days (Iyer &
Ananthanarayan, 2008). Immobilization significantly extended its activity, although the
results varied depending on the method wused. Immobilization with GA
(alumina@CTMS@APTES-GA@CT) retained 40% of the initial activity, but this
progressively decreased to 37% after one week, 29% after 3 weeks, 11% after 4 weeks, and
only 2% after 5 weeks. In comparison, immobilization with DOP
(alumina@CTMS@APTES-DOP@CT) provided better retention of initial activity (44%)
and extended stability, with activity remaining unchanged for 2 weeks before decreasing to
34% after 3 weeks, 16% after 4 weeks, and 8% after 5 weeks. These results highlighted the
efficiency of DOP-based immobilization compared to GA-based immobilization. The DOP
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method ensured increased enzymatic stability, a slower rate of decline, and a residual activity
after 5 weeks that was 4 times higher than that achieved with GA. Thus, DOP created a
biocompatible environment that maximized the preservation of the native three-dimensional
structure of a-CT, which is crucial for sustaining its catalytic activity, although some
reduction was still observed (Song et al., 2018). Unlike GA, which formed rigid bonds and
caused nonspecific modifications of functional groups, DOP acted as a flexible linker,
reducing steric constraints while facilitating substrate access to the enzyme's active sites
(Bayramoglu et al., 2020). Additionally, the protective layer generated by DOP enhanced
enzyme stability by shielding it from pH variations and ionic forces, contributing to better
long-term activity retention (Song et al., 2018). Previous studies have corroborated the
impact of material choice and immobilization methods on enzymatic stability: for instance,
immobilization on amine-functionalized nanofibers with glutaraldehyde retained 55.6% of
native activity, while magnetic silica supports grafted with DOP maintained up to 86.6%
(Wong et al., 2017; Bayramoglu et al., 2020). Although the performance achieved in this
study was lower, it confirmed the potential of DOP-grafted materials to enhance the

durability of immobilized enzymes for long-lasted applications.
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Figure 4.30. Evolution of enzymatic activity (native, alumina@CTMS@APTES-
DOP@CT, and alumina@CTMS@APTES-GA@CT) during storage at 4 °C over time
(days). Differences between points are statistically significant (p < 0.05).

4.7.3. Recyclability study of immobilized a-CT

The recyclability of a-CT immobilized on the alumina@CTMS@APTES@DOP support
was evaluated over ten successive cycles of use. The immobilized a-CT maintained high
enzymatic activity during the first four cycles, with residual activities of 94 + 1.2%, 88 +
1.4%, and 71 £ 0.3% after the second, third, and fourth cycles, respectively (Figure 4.31).
Even after five cycles of use, more than 50% of the initial activity was retained, and a
stabilized activity at 29% was observed after ten cycles. This stability can be attributed to the
unique ability of PDA to form a universal adhesive matrix on the alumina support. Indeed,
during the process, a uniform layer is created, which helps to stabilize the enzyme's three-
dimensional structure while ensuring homogeneous immobilization (Bayramoglu et al.,

2020). Through its versatile interactions—such as hydrogen bonding, hydrophobic
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interactions, and n-m interactions—PDA served as an effective protective barrier against
various mechanical and environmental stresses, including temperature variations, shear
forces, pH fluctuations, and exposure to intermediate or secondary products (Lee et al.,
2007). Additionally, the self-proteolysis of a-CT is reduced by limiting the access of catalytic
sites to their own substrates, thereby preserving the integrity of the immobilized enzyme
(Bayramoglu et al., 2020). Compared to systems reported in the literature, these results
demonstrated good activity retention, particularly during the first cycles. For instance,
residual activity of 88% after three cycles and 71% after four cycles exceeded the 66.4% and
68.6% obtained with comparable systems, such as mesoporous silica particles (MSN) bound
to PDA and iron particles functionalized with PDA-coated MSN (Rukhma et al., 2024).
However, after 10 cycles, the method use here exhibited lower performance, with residual
activity of 29%, compared to more sophisticated systems, such as immobilization on
polydopamine-functionalized magnetic particles, which retained 57% activity after 30 cycles
(Bayramoglu et al., 2020). These results highlighted the initial robustness of the method used
here and its relevance for applications requiring limited but intensive usage cycles. Moreover,
the simplicity of preparation and the industrial adaptability of this process provided

significant practical advantages over more complex systems.
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Figure 4.31. Evolution of the enzymatic activity of alumina@CTMS@APTES-DOP@CT
over repeated usage cycles.

4.7.4. Comprehensive Characterization and Functional Analysis of Peptides

4.7.4.1.  Peptide Population Represented as a Heat Map

A peptide analysis methodology based on peptide matching with the a-LA sequence has been
implemented to characterize the hydrolysates. This approach has revealed a sequence
coverage of 63.4% for hydrolysis performed with immobilized o-CT, representing a 39%
increase compared to free a-CT, which has achieved a maximum sequence coverage of

45.5% (Hélorie, article 1) (Figure 4.32). However, this increase has been accompanied by a
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51% decrease in the total number of peptides generated, with 17 peptides obtained for

immobilized a-CT compared to 35 for free a-CT (Hélorie, article 1).
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Figure 4.32. Mapping of cleavage sites and Peptide Coverage of a-LA. The letters represent
the 123 amino acids of a-LA, with the numbers on the left and right indicating their
position in the sequence. Red letters denote the primary cleavage sites of a-CT, while
orange letters indicate the secondary cleavage sites. Arrows illustrate the peptides generated
by hydrolysis. The green highlight represents the peptide coverage within the a-LA
sequence.

The analysis of these peptides highlighted major differences between the obtained
hydrolysates. Indeed, 22 peptides were exclusive to free o-CT, compared to 7 for
immobilized a-CT. This difference suggested that the free form of the enzyme hydrolyzed a
broader spectrum of sites, probably due to its increased mobility and the absence of steric
constraints. The peptides specific to free a-CT mainly included short fragments (AHK,
KDLK, LAHK, RELK) and sequences enriched in aromatic and hydrophobic amino acids,
which are preferred by a-CT (Hélorie, article 1). In contrast, the peptides specific to
immobilized a-CT were longer (AHKALCSEKLDQWLCE and CVKKILDKVGIN) and
contained more polar or charged amino acids (e.g., AHKALCSEKLDQWLCE), suggesting

a targeted hydrolysis of more accessible regions due to the structural constraints of
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immobilization. Meanwhile, 10 common peptides were detected in the hydrolysates of both
enzymatic conditions: AHKAL, DTQAIVQNNDSTEY, HTSGY, ILDKVGINY,
ILDKVGINYW, KIW, LAHKAL, QINNKIW, RELKDL, and RELKDLKGY (Hélorie,
article 1). These peptides originated from conserved and accessible cleavage sites, regardless
of the enzyme's state. Their presence reflected the intrinsic preferences of a-CT for aromatic
(tyrosine, tryptophan, phenylalanine) and hydrophobic residues (leucine, isoleucine, valine,
methionine), which are generally exposed in the native or partially denatured structure of the

protein (Toldra et al., 2020).

The covalent immobilization of a-CT on alumina induced a redistribution of the preferential
cleavage sites, influencing the hydrolysis profile of o-LA. The steric hindrance and
conformational constraint imposed by immobilization probably restricted the accessibility of
certain cleavage sites, thus reducing the peptide diversity obtained (Wahab et al., 2020).
However, this limitation did not uniformly affect the entire protein. Indeed, some regions
were less hydrolyzed, while others exhibited an increased cleavage frequency, indicating a
modification in the distribution of enzymatic cleavages. Immobilized o-CT thus
preferentially targeted regions 10-25, 32-60, and 92-121 (Figure 4.32), with a high
occurrence of cleavages in a-helix-rich domains f{19-25) and near disulfide bridges f{65-121)
(Figure 4.33). This preferential selectivity may have resulted from mechanical effects
induced by immobilization, which altered the structure of o-LA and its enzymatic
accessibility. Electrostatic interactions, local mechanical constraints, and a concentration
effect may have temporarily modified the conformation of a-LA, thereby exposing cleavage
sites that are normally protected (Mateo et al., 2007). In contrast, free a-CT generated a
greater variety of peptides, particularly short fragments resulting from multiple cleavages at
more accessible sites. A high redundancy was observed among these peptides (AHK, LAHK,
WLAH, WLAHKAL), indicating a more exhaustive and progressive hydrolysis, probably
facilitated by the greater flexibility of the free enzyme. This ability to hydrolyze a broader
range of sites could explain the higher number of peptides obtained with free a-CT, at the
expense of a more extensive sequence coverage. Thus, immobilization did not simply result
in a restriction of hydrolysis but rather led to a redefinition of enzymatic specificity, favoring

certain cleavages at the expense of others.
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Figure 4.33. Schematic of the secondary structure of a-LA, adapted from (Hélorie, article
1). Amino acids in red correspond to the primary cleavage sites of chymotrypsin, while
those in orange indicate the secondary sites. The shape of the symbols distinguishes the

different secondary structures: hexagons represent a-helices, squares correspond to 3-
sheets, and circles indicate loops. Amino acids highlighted in yellow mark bioactive or
potentially bioactive peptides, while those highlighted in gray represent identified peptides
with no known biological activity.

Finally, a mapping of the 17 peptides derived from immobilized a-CT was performed using
hierarchical clustering based on Euclidean distance (Figure 4.34). It illustrates the normalized
ion abundance of peptides under different pretreatment conditions: native, PEF 1 (15 kV/cm,
75 pulses), PEF 2 (20 kV/cm, 37 pulses), and thermal (75°C), obtained using immobilized a-
CT. The color intensity directly reflects the relative peptide abundance: the redder the color,
the higher the relative abundance, while a more pronounced blue shade indicates a lower
relative abundance. This gradient allows for the visualization of peptide variations across

different conditions.
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Figure 4.34. Hierarchical clustering of pretreatment conditions (native, thermal and PEF)
and non-specific peptides obtained from chymotrypsin digestion, with similarities
measured by Euclidean distance and displayed in a heat map. The color scale indicates the
relative abundance of peptide ions: red represents up-regulation, while blue indicates down-
regulation.

The hydrolysates of native a-LA and a-LA pretreated at 75 °C were grouped into the same
cluster, distinct from the samples subjected to PEF. Euclidean distance analysis revealed
greater similarity among hydrolysates obtained under PEF pretreatments, while those from
native and thermal pretreatments showed more differentiated peptide profiles. These
observations reflect significant variations in peptide generation and abundance based on
pretreatments, suggesting specific structural effects on a-LA that modulate cleavage site
accessibility and influence DH. PEF conditions 1 (15 kV/cm, 75 pulses) and 2 (20 kV/cm,
37 pulses) stood out due to a marked abundance of peptides grouped in Box B, on average
0.7 times higher than in native conditions and 2.3 times higher than in the 75 °C pretreatment.
Conversely, peptides in Box A were highly abundant under the 75 °C pretreatment, with an
average abundance 0.08-fold higher than that of native conditions and 1.5-fold higher than
that of PEF pretreatments. Finally, the peptides in box C exhibited a 2.2-fold increase in
abundance under thermal conditions and a 1.4-fold increase following PEF treatment,

compared to their native state.
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These results highlight marked differences between pretreatments, with PEF favoring the
exposure of specific cleavage sites and increased production of certain peptides, while
thermal pretreatment favored distinct peptides. The structural effects induced by these
pretreatments directly influence the composition and distribution of peptide hydrolysates,
highlighting the importance of choosing conditions to modulate the bioactive properties of

peptides generated by immobilized a-CT (Hélorie, article 1).

4.7.4.2.  Screening of Antihypertensive and antidiabetic potential of a-LA
peptides

An in silico screening of antihypertensive and antidiabetic activities of peptides generated by
immobilized a-CT is presented in Figure 4.35. The results for peptides derived from free -

CT, obtained from a previous study (Hélorie, article 1), are also included for comparison.

7 10 1ADP: WLAHKAL
1ADP:
ILDKGINY
1ADP: LKGYGGVSLPE [ 1 AHP: 3AHP: DKVGINY, DKVGINYW,
LAHKAL GINYWLAHK
1 PADP :
1 PADP: ILDKGIN ILDKGINYW
3PAHP : 2PADP: LAHK, INNKIW
KIW,
2 PAHP: [LDKGIN, AHKAL,
YWLAHKALCS  ILDKVGINYW 4PAHP: AHK,LAHK, WLAH,

WLAHKAL

Figure 4.35. Venn diagram illustrating bioactive and potentially bioactive peptides
(antihypertensive and antidiabetic) resulting from the hydrolysis of a-LA pretreated by
CEP using free and immobilized a-CT. Legend: AHP: antihypertensive peptides reported in
the literature. ADP: antidiabetic peptides reported in the literature. PAPH: potentially
antihypertensive peptides not reported in the literature. PADH: potentially antidiabetic
peptides not reported in the literature.
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Immobilized a-CT produced 7 specific peptides, among which 2 exhibited antihypertensive
potential and 1 displayed antidiabetic potential. Additionally, one peptide was identified as a
known antidiabetic peptide. The peptides common to both enzymatic systems, using free and
immobilized a-CT (10 in total), included 1 known antihypertensive peptide and 1 known
antidiabetic peptide, suggesting conserved bioactivities regardless of the enzyme's state. Free
a-CT, on the other hand, generated 22 specific peptides, among which 3 were recognized as
antihypertensive, 1 as antidiabetic, 4 exhibited antihypertensive potential, and 2 displayed
antidiabetic potential. These results highlighted an increased diversity of peptides produced
by the free a-CT, with a balanced distribution between antihypertensive and antidiabetic

activities.

The results revealed significant variations in the abundance of bioactive peptides depending
on the experimental conditions. One peptide, LAHKAL, previously reported in the literature
for its antihypertensive activity, showed an average increase in abundance of more than 340%
under PEF pretreatment compared to native conditions and more than 144% compared to
heat treatment at 75 °C. This suggests that PEF combined with hydrolysis by a-CT promoted
the exposure or release of specific sites conducive to its generation. Conversely, a peptide
known for its antidiabetic activity (ILDKVGINY) was, on average, 170% more abundant in
the native condition and 228% more abundant in the 75 °C condition than under PEF
conditions. This may indicate that PEF induces structural modifications that reduce the
accessibility or stability of the sites necessary for its release. Moreover, a peptide previously
unreported in the literature, AHKAL, exhibited an average increase of 200% in relative
abundance under PEF conditions compared to both native and heat-treated conditions,
highlighting its bioactive potential and the unique effect of PEF on the generation of new
bioactive peptides. On the other hand, the two potentially bioactive peptides generated by
hydrolysis using a-CT and not previously reported in the literature exhibited distinct relative
abundances depending on the applied pretreatment. For instance, the peptide ILDKGIN,
identified as a potential candidate with antihypertensive and antidiabetic properties,
displayed a 113% average increase in relative abundance under PEF treatment and a 448%
increase under thermal conditions compared to the native state. Additionally, the peptide
YWLAHKALCS, also considered for its antihypertensive activity, showed an average

abundance 200% higher in the native and heat-treated conditions compared to PEF
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conditions. Unlike heat treatment, some PEF conditions can induce rapid and reversible
changes in protein structure, which may explain why some peptides remain inaccessible or
protected under these conditions, reducing their production compared to thermal

pretreatment.

These observations highlight the crucial role of pretreatments in modulating the composition
and distribution of bioactive peptides generated by enzymatic hydrolysis using immobilized

a-CT, with each method offering specific advantages.

4.8.Conclusion and perspectives

While studies on PEF generally focus either on improving substrate sensitivity to hydrolysis
or on optimizing enzymatic performance, this research is the first to explore a sequential
approach combining PEF pretreatment of a-LA followed by hydrolysis with immobilized a-
CT. Two immobilization methods were tested, using either GA or DOP as a cross-linking
agent. o-CT was successfully immobilized on alumina particles via covalent bonding using
DOP, achieving an immobilization efficiency of 96.6%. The immobilized o-CT exhibited
promising recyclability, retaining more than 50% of its residual activity after five cycles and
29% after ten cycles. The DOP-based approach stood out for its superior performance, not
only in terms of immobilization efficiency but also in achieving a homogeneous and stable
enzymatic coverage. Unlike GA, known for its toxicity (Agency for Toxic Substances and
Disease Registry, 2007), DOP has the advantage of being non-toxic and biocompatible,
making it particularly suitable for enzymatic immobilization applications aimed at food
protein digestion and the exploitation of bioactive peptides in the food industry.

This study highlights the impact of a-CT immobilization on a-LA hydrolysis, revealing a
modification in enzymatic selectivity, characterized by a modulation of the cleavage of
specific peptide bonds and an increase in peptide sequence coverage. The peptide profiling
analysis showed that immobilization promotes the generation of longer and more specific
peptides, whereas the free enzyme produces a greater diversity of short peptides. These

observations highlight the influence of steric constraints and enzyme-substrate interactions
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on cleavage selectivity, which can be exploited to tailor peptide production with different
properties, including bioactive properties.

The advantage of combining enzymatic immobilization with PEF pretreatments lies in their
ability to modulate bioactive peptide production while maximizing process sustainability.
Previous studies have shown that PEF induce structural rearrangements, facilitating the
selective exposure of certain cleavage sites (Hélorie, article 1). When combined with a-CT
immobilization, this phenomenon could explain the emergence of peptides with novel
potential bioactivities, including ILDKGIN and YWLAHKALCS, which exhibit
antihypertensive and antidiabetic properties. This highlights the potential of this approach to
generate peptides with bioactivities that have not been previously reported.

To enhance the efficiency of this approach, it will be essential to further optimize the
immobilization conditions of a-CT and the PEF parameters to fully exploit their synergy.
The integration of continuous-flow reactors, particularly fixed-bed reactors, would help
intensify enzymatic hydrolysis and ensure more specific and reproducible hydrolysate
production. This pioneering study, conducted on a-LA, a well-characterized model protein,
provides an analytical framework that can be extended to more complex protein systems. It
thus opens new perspectives for maximizing bioactive peptide production, meeting the
growing demands of the nutraceutical and pharmaceutical industries. Finally, further studies
will be necessary to characterize the bioactivities of PEF-derived hydrolysates, both in vitro

and in vivo, to validate their functional potential.
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5. Chapitre 5 - Amélioration de 1'hydrolyse des protéines
commerciales de pois grace a la combinaison de
champs électriques pulsés et d'immobilisation
covalente de a-chymotrypsine sur des particules
d'alumine

5.1.Transition contextuelle

Les travaux de recherche menés dans les chapitres 3 et 4 ont mis en évidence le potentiel de
I’approche combinée des CEP et de 1’hydrolyse enzymatique par une enzyme immobilisée
pour la production de peptides bioactifs, répondant ainsi aux exigences croissantes des
industries agroalimentaires en matic¢re de procédés durables.

Dans ces études, I’a-LA a été utilisée comme modele expérimental, validant ainsi la
pertinence de cette stratégie. Contrairement aux procédés conventionnels d’hydrolyse
enzymatique, qui sont contraints par des limites en termes de rendement et de spécificité des
peptides obtenus, cette approche innovante tire parti des effets combinées des CEP et de
I’immobilisation enzymatique pour améliorer la sélectivité du clivage et la bioaccessibilité
des peptides générés. Afin d’adapter cette approche aux contraintes et aux besoins du secteur
industriel, son application a été étendue a un mélange complexe de protéines agroalimentaires
: les PP. L’application de cette stratégie a un substrat plus complexe ouvre des perspectives
prometteuses pour la valorisation des protéines végétales et le développement d’ingrédients
fonctionnels a haute valeur ajoutée.

Ainsi, ces travaux de recherche s’inscrivent dans le cadre des objectifs spécifiques 3 et 4.

5.2.Résumée

Les protéines de pois (PP) constituent une source prometteuse de peptides bioactifs, bien que
leur hydrolyse enzymatique soit souvent limitée par leur structure compacte. Cette étude

¢value I'impact des champs électriques pulsés (CEP) sur I’hydrolyse des PP par la
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chymotrypsine immobilisée. Les résultats montrent que les CEP augmentent 1’accessibilité
des sites de clivage enzymatique, améliorant ainsi 1’efficacité de I’hydrolyse et favorisant la
production de peptides bioactifs, en particulier ceux présentant un potentiel antihypertenseur
et antidiabétique. Par ailleurs, I’immobilisation de la chymotrypsine sur des nanoparticules
d’alumine par liaison covalente a permis d’accroitre D’efficacité et la sélectivité de
I’hydrolyse, comparativement a 1’enzyme libre. L’application des CEP a conduit a une
amélioration de 60 % de 1’hydrolyse enzymatique par rapport aux PP non traitées, un effet
attribué¢ a un dépliement partiel des protéines sous 1’effet du champ électrique, comme
confirmé par 1’analyse de leur structure secondaire et tertiaire. Ces améliorations surpassent
¢galement celles obtenues avec des échantillons prétraités thermiquement. Cette synergie
entre les CEP et I’enzyme immobilisée ouvre des perspectives prometteuses pour
I’optimisation des procédés de valorisation des protéines végétales, avec des applications
potentielles a grande échelle dans le développement d’ingrédients fonctionnels pour

I’industrie agroalimentaire.

5.3.Publication
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5.4.Abstract

Pea proteins (PP) are a promising source of bioactive peptides, although their enzymatic
hydrolysis is often hindered by their compact structure. This study explores the impact of
pulsed electric fields (PEF) on the hydrolysis of PP by immobilized chymotrypsin. The
results reveal that PEF increases the accessibility of enzymatic cleavage sites, thereby
improving hydrolysis efficiency and promoting the production of bioactive peptides,
particularly with antihypertensive and antidiabetic potential. Moreover, immobilized
chymotrypsin on alumina nanoparticles via covalent bonding has shown an enhancing of the
efficiency and selectivity of the hydrolysis compared to the free enzyme. The application of
PEF led to a 60% improvement in enzymatic hydrolysis compared to untreated PP, explained
by a partial unfolding of the proteins under the effect of PEF, as confirmed by secondary and
tertiary structure analyses. These improvements also surpass those obtained with thermally
pretreated samples. This synergy between PEF and immobilized enzyme holds great promise
for optimizing plant protein valorization processes, with potential applications in the large-

scale development of functional ingredients for the food industry.

Keywords: pea proteins, pulsed electric fields, enzymatic hydrolysis, enzyme

immobilization, bioactive peptides.

5.5.Introduction

The growing demand for plant-based foods, driven by environmental concerns and the
adoption of vegetarian and vegan diets, reflects a shift in consumer preferences toward more
sustainable products (Chao & Aluko, 2018). Among the alternatives explored by the food
industry to reduce the use of animal proteins, pea (Pisum sativum) holds a prominent position.
This legume, widely cultivated around the world, stands out for its abundant availability, low
environmental impact, and competitive production cost (Wang et al., 2022). These qualities
make it a key player in the transition toward more sustainable food systems. Moreover, peas

are particularly interesting due to their high protein content, ranging from 20 to 25% (w/w),

139



with a composition predominantly made up of globulins and albumins (Lu et al., 2020b). The
bioactive peptides derived from these proteins exhibit a wide range of beneficial properties,
including antioxidant, antidiabetic, antimicrobial, anti-inflammatory, anticancer, anti-
obesity, anti-hyperlipidemic, antifatigue and antihypertensive properties (Kiersnowska &
Jakubczyk, 2022; D.-T. Wu et al., 2023). The most commonly used method for obtaining
these peptides is enzymatic hydrolysis (Cruz-Casas et al., 2021). However, the enzymatic
hydrolysis of PP faces two main limitations : firstly, the compact structure of the proteins,
which restricts enzyme access to cleavage sites, decreasing the efficiency of bioactive
peptides production; secondly, the use of free enzymes presents drawbacks such as high
costs, limited yields, low productivity, as well as the production of secondary metabolites
due to enzyme autolysis (Cruz-Casas et al., 2021). Pre-treatment of proteins and
immobilization of enzyme seem to be promising alternatives to overcome these limitations
(Rocha et al., 2018). Regarding protein pretreatment, although methods like thermal
treatments have been utilized, they have drawbacks, such as the loss of bioactive properties
and a significant environmental impact (Rocha et al., 2018). This has led to the exploration
of more sustainable alternatives. Pulsed electric fields (PEF) have recently emerged as a
promising non-thermal method to improve protein accessibility to enzymes (Mikhaylin et al.,
2017; Agoua et al., 2020a). PEF has already demonstrated its effectiveness on specific
proteins, such as o-lactalbumin and B-lactoglobulin, by inducing modifications in their
secondary and tertiary structures (Helorie article 1; Agoua et al., 2020). These modifications
promote partial protein unfolding, making the enzymatic cleavage sites more accessible. This
approach could significantly enhance the enzymatic hydrolysis efficiency of industrial
mixtures like PP, while increasing the production of bioactive peptides in industrial
processes, surpassing conventional methods in terms of efficiency and environnemental
sustainability. Furthermore, a recent study showed that PEF allows the production of peptides
with multiple biological activities in a more eco-efficient manner than conventional methods
(Agoua et al., 2022). Secondly, enzyme immobilization involves binding an enzyme to a
solid support, offering several advantages over free enzymes. Enzyme immobilization
contributes to the sustainability of the process by improving enzyme stability, extending
enzyme life and enabling it to be reused over several reaction cycles (Wahab et al., 2020).

Among the supports used, alumina particles are particularly effective. Their large specific
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surface area and ability to form covalent bonds with enzymes promote stable immobilization
while maintaining enzymatic activity (Heilmann et al., 2003). Moreover, the addition of
spacer molecules on alumina supports greatly optimizes enzyme loading capacity, achieving
an immobilization efficiency of up to 90% (Kujawa, Glodek, Koter, et al., 2021). Achieving
such immobilization efficiency paves the way for better enzyme utilization in industrial
processes, thus increasing the overall yield of enzymatic reactions.

Hence, this study aims at evaluating the impact of PEF on improving the chymotryptic
hydrolysis of PP and the production of bioactive peptides. It also aims to compare the
efficiency of this hydrolysis with free and immobilized enzyme, examining differences in the

yield and selectivity of the bioactive peptides produced.

5.6.Materials and Methods

5.6.1. Materials

The PP concentrate powder (Nutralys® S85F, purity of 67 %) was obtained from Roquette
Freres (Lille, France). The enzyme (bovine a-chymotrypsin type II, > 40 units/mg of protein)
and products used for enzyme immobilization were purchased at Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA). Other materials were obtained from Fischer Scientific (Nepean, Ontario,
Canada).

5.6.2. Pulsed Electric Field (PEF) system

The PEF system from Diversified Technologies Inc. (Bedford, MA, USA) was described by
Hélorie (previous article). Briefly, this system consists of a treatment chamber and a
modulation cabinet. The chamber contains three stainless steel electrodes (one high-voltage
and two grounded low-voltage) and two ceramic insulators that could deliver square pulses
ranging from 1 to 12 ps. The experimental solution can be introduced via a peristaltic pump
(Masterflex, Vernon Hills, IL, USA) at flow rates varying between 50 mL/min and 8 1/min

for high-voltage pulse treatment. The pulse generator can deliver a maximum field strength
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of 30 kV/em and a frequency of 1400 Hz. The maximum conductivity and temperature can

reach 7.5 mS/cm and 30°C, respectively.

5.6.3. Pea protein pretreatment protocol and hydrolysis by free and

immobilized chymotrypsin

5.6.3.1. PP Pretreatment protocol

The Figure 5.36 shows the study protocol.
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Figure 5.36. Experimental workflow of PP pretreatment and enzymatic hydrolysis.

The PP solution was prepared at 1% w/v in aqueous buffer (pH 7.4, conductivity 555 uS/cm).
A negative control consisted of an untreated PP solution, maintaining its native conformation.

Negative control was an aqueous solution of untreated PP (1% w/v, pH 7.4, conductivity 555
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uS/cm). For comparative purposes, a thermal pretreatment (positive control) was applied.
This conventional pretreatment, serving as a positive control, was performed on aqueous PP
solutions (1% w/v, pH 7.4, conductivity 555 uS/cm), heated to 75°C for 15 min in a water
bath, and then rapidly cooled to 37°C prior to enzymatic hydrolysis. The temperature of 75°C
was chosen on the basis of a previous study, as it allowed partial denaturation of a-LA,
facilitating enzymatic hydrolysis without causing excessive structural alterations that could
result from more intense heating. In addition, 76°C corresponds to the denaturation
temperature of PP, making 75°C an optimal reference condition for comparative analysis
(H¢lorie, article 1 ; Hall & Moraru, 2021).

The electrical pretreatment of PP solution was conducted by applying electrical pulses at
various field strengths and pulse numbers (Table 5.4). A protein solution solution (1L, 1%
w/v) was processed at flow rates of 100 or 200 mL/min, depending on the number of pulses
(19 or 38, respectively) and pulse duration (10 or 5 s, respectively). These parameters were
selected due to the observed correlation between increasing field strength, the number of
pulses, and enhanced proteolysis, as reported by Hélorie (article 1). The important
consideration was to select the PEF parameters that prevent electrical arcs, as they can

compromise process efficiency and damage equipment (Giteru et al., 2018).

Table 5.4. PEF-pretreatment conditions of PP.

Treatments 1 2 3 4 5 6
Electric field strength

(kV/em) 20 15 10 20 15 10
Number of pulses 19 19 19 38 38 38

Conductivity, pH, and temperature were measured before and after treatment, with no

significant variation following the PEF application.

For each experimental condition (native, thermally and PEF-pretreated solutions), a 5 mL

aliquot was collected for subsequent analyses. The remaining 100 mL of each pretreated
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solution was then adjusted to pH 7.8 using 0.1 M NaOH before initiating enzymatic

hydrolysis.

5.6.3.2. PP hydrolysis by free chymotrypsin

Enzymatic hydrolysis of both pretreated and non-pretreated PP samples (1% w/v) was carried
out with free bovine chymotrypsin (1% of dry mass, i.e. 10 mg) at 37°C for 4 h (Hélorie,
article 1). Due to its specificity for aromatic residues, chymotrypsin is widely used for the
production of bioactive peptides with diverse functional properties, making it an appropriate
choice for this study (Toldra et al., 2020). The pH was adjusted to 7.8 and maintained by
adding NaOH or HCI (0.1 M). Samples of 5 mL were taken at regular intervals (0 to 240
min) to measure the degree of hydrolysis (DH). Hydrolysis was stopped by heating the
solution to 90°C for 10 min to inactivate the chymotrypsin (Serralheiro & Cabral, 1999). The

experiments were performed in triplicate.

5.6.3.3. PP hydrolysis by immobilized chymotrypsin

5.6.3.3.1. Immobilization of chymotrypsin by covalent bonding to
alumina particles

Chymotrypsin was immobilized on alumina particles via covalent bonding using dopamine,
as described by (Hé¢lorie, article 2). Briefly, 50 mg of alumina were dispersed in 7 mL of
toluene, with 35 pL of chlorotrimethylsilane (CTMS) and 244 puyL of 3-
Aminopropyltriethoxysilane (APTES), then heated at 100 °C for 24 h under agitation. After
four washes (toluene and acetone) and vacuum drying, 50 mg of the
alumina@CTMS@APTES material were mixed in 1.5 mL of phosphate buffer (0.1 M, pH
9), and 77 pL of dopamine hydrochloride (DOP; 10 mg in 1.5 mL of ethanol absolute) were
added at 50°C for 24 h. After washing and drying, 40 mg of the activated
alumina@CTMS@APTES@DOP support was mixed with 10 mg of chymotrypsin and
stirred at 4 °C for 4 h. The final alumina@CTMS@APTES@DOP@chymotrypsin material
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was recovered by centrifugation (10 000 rpm, 10 min, 4 °C), washed (toluene, ethanol and

water), vacuum dried, and stored at 4 °C.

5.6.3.3.2. PP hydrolysis by
alumina@CTMS@APTES@DOP@chymotrypsin

To compare the efficiency of hydrolysis by free and immobilized chymotrypsin, hydrolysis
experiments were conducted with the immobilized enzyme
(alumina@CTMS@APTES@DOP@chymotrypsin) on three types of samples: native PP
(negative control), preheated at 75 °C (positive control), and pretreated by PEF. Hydrolysis
conditions were adjusted to maintain a comparable DH between the free and immobilized
enzymes. For example, during the hydrolysis of native PP, the reaction conditions (protein
solution at 1% w/v, chymotrypsin concentration at 1% of dry mass, pH 7.8, temperature of
37 °C) were kept identical for both enzyme forms. The only variable adjusted was the
hydrolysis duration, which was consistently extended for the immobilized chymotrypsin to

achieve the same DH as the free enzyme.

5.6.4. Structural characterization of PP by pretreatments

5.6.4.1.  Effect of PEF on the secondary structure of PP by circular dichroism
(CD)

The structural changes of PP were analyzed using a spectropolarimeter (Jasco J-815-1508S,
Jasco Corp., Tokyo, Japan) over a range of 190 to 260 nm, following Hélorie's protocol
(article 1) with slight adjustments. Briefly, 75 pL of native, thermally pretreated or PEF-
pretreated PP samples (2 mg/mL), were placed in a 0.2 mm quartz CD cuvette. Each final
spectrum represented the average of 10 scans. The proportions of secondary structures (o-
helices, B-sheets, random coils) were calculated using CD Pro software (Jasco, Version
2.05.02) and the CONTIN analysis procedure, reference SPD48. The molar residue

concentration of PP was calculated using equation (5.15):
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1000xNx[a—lac]

Molar concentration per redisue = (Eq. 5.1.5)

My-1ac

where N represents the amino acid number of PP, [PP] represents the concentration of PP in

g/mL and M represents the molar mass of PP in g/mol.

5.6.4.2. Determination of accessible sulthydryl groups

The determination of sulthydryl (thiol) groups of the native, heat and PEF-pretreated samples
was carried out following the method described by Beveridge et al. (1974) with the
adjustments previously reported by (Hélorie article 1). In brief, PP samples were prepared in
a Tris-Glycine buffer and incubated with Ellman's reagent. Absorbance was measured at 412
nm using a spectrophotometer (Shimatzu UV-2700, Shimadzu Corp., Kyoto, Japan) to

determine the thiol concentration based on the equation (5.1.6):

Accessible sulfhydryl groups (umol.g™1) = 73.53% 412 xDilution (5) (Eq. 5.16)

" Concentration (7.5 mg.mL~1)

where A represents the absorbance measured at 412 nm.

5.6.4.3. Determination of surface hydrophobicity

The intrinsic fluorescence spectra of the native, heat and PEF-pretreated samples were
obtained following an adaptation of the method by Boukil et al. (2022), previously described
by (Hélorie article 1). Rapidly, concentration ranges of PP solutions (0.01%, 0.02%, 0.03%,
0.04%, and 0.05%, w/v) prepared in 2 mM phosphate buffer (pH 7) were incubated with 8-
anilino-1-naphthalenesulfonic acid (ANS) used as a fluorescence probe. The fluorescence of
the samples was then measured using a BioTek Synergy H1 microplate reader (BioTek
Instruments, Winooski, VT, USA), with excitation and emission wavelengths set to 380 nm

and 480 nm, respectively.
The relative fluorescence units (RFU) are obtained using Equation (5.17):

RFU = Measured RFU - Sample blank RFU - ANS blank RFU (Eq. 5.17)
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The data were then collected by plotting fluorescence intensity against protein concentration.
The surface hydrophobicity (Ho) was determined from the slope of the linear regression of

this analysis.

5.6.5. Determination of the degree of hydrolysis (DH)

The PEF-pretreated PP samples were analyzed to assess the DH using the o-phthaldialdehyde
(OPA) method. The DH values of the PEF-treated samples were compared to a negative
control (native PP) and a positive control (thermally pretreated PP). According to the protocol
by Mikhaylin et al. (2017), DH was measured by preparing the OPA reagent (25 mL of 100
mM sodium tetraborate, 2.5 mL of 20% SDS, 40 mg of OPA in 1 mL of methanol, and 100
uL of B-mercaptoethanol, topped up to 50 mL with distilled water), establishing the L-leucine
standard curve, and analyzing the samples. Each sample (150 pL) was mixed with 3 mL of
OPA reagent, incubated for 2 min, and the absorbance was measured at 340 nm using a
spectrophotometer (Shimatzu UV-2700, Shimadzu Corp., Kyoto, Japan). The DH is

calculated according to equation (5.18 and 5.19).

mEq _ mEq.L”lx hydrolysis volume (mL) /protein powder mass (g)xprotein purity (%) % dilution factor(Eq 5 18)

g 1000 (mL.L™1) 100 (%)

1

Degree of hydrolysis (DH)(%) = mEdg_ x 100 (Eq. 5.19)

Average number of peptide bonds in the protein

5.6.6. Determination of process eco-efficiency
Eco-efficiency (EE) was evaluated by considering both the improvement in the DH and the

energy consumption (EC) required to achieve it, following an adapted protocol from (Agoua

et al., 2020a). It is expressed by the following equation (5.20):
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DH improvement
EE =

- Energy consumption

(Eq. 5.20)

The DH improvement refers to the percentage increase in DH after pretreatment compared
to the native state, while EC, expressed in MJ/kg, was estimated for both thermal and PEF

pretreatments.

For thermal pretreatment, EC was calculated based on industrial data (Ozyurt et al., 2004),
using the following equation (5.21):

EC= Q+ W, (Eq. 5.21)

where Q represents the total energy required to pasteurize 1 kg of PP solution (MJ/kg), and
Wei is the energy consumed by electric motors. The thermal energy Q (equation 5.22) is

determined by:
Q = mC,AT (Eq. 5.22)

where m is the mass of the product (kg), C, the heat capacity of the solution (kJ/kg/°C), and

AT the temperature variation.

For PEF pretreatment, EC was calculated according to the method proposed by Jin (2017),
combining the energy supplied by the pump W;, and the energy required for the PEF

treatment Wipec, using the following equation 5.23:
1
Wipee = (UItC x ﬁ) n; (Eq. 5.23)

where U is the applied voltage (kV), I the current (A), tc the pulse duration (s), M the mass
in the treatment chamber (kg), and n; the number of pulses. The energy of the pump (equation

5.24) is given by:
Wpp = (pQgH)t (Eq. 5.24)

where p is the solution density (kg/m?), Q the flow rate (m?*s), g the gravitational

acceleration, H the liquid rise height (m), and t the operation time.
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5.6.7. Peptide identification by RP-UPLC-MS/MS

PP hydrolysates were analyzed wusing reverse-phase ultra-performance liquid
chromatography (RP-UPLC) coupled with tandem mass spectrometry (MS/MS), based on
the method described by Cournoyer et al. (2024) with modifications. Analyses were
performed on a RP-UPLC 1290 Infinity II system (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA), consisting of a binary pump, an autosampler, an inline degasser, and a variable
wavelength detector set at 214 nm, coupled with a high-definition mass spectrometer (IM-
Q-TOF model 6560, Agilent, Santa Clara, CA, USA). PP samples, prepared at a protein
concentration of 1% (w/v) and filtered through a 0.45 pm PVDF filter (Chromatographic
Specialties Inc., Brockville, ON, Canada), were injected (2 pL) into a Poroshell 120 EC-C18
column (2.1 x 100 mm, 2.7 pm, Agilent). The column temperature was maintained at 45 °C,
with a flow rate of 400 pL/min and a maximum pressure of 600 bars. A gradient of solvent
A (LC-MS grade water with 0.1% formic acid) and solvent B (LC-MS grade acetonitrile with
0.1% formic acid) was applied, starting at 0% B and increasing to 45% over 30 min, followed
by a rise to 95% over 15 min, and returning to initial conditions within 5 min. MS detection
was performed in positive ionization mode with a dynamic range of 2 GHz, a 100-3200 m/z
scan range, and nitrogen used as the drying gas at a flow rate of 13 L/min at 250 °C. The
applied voltages were 3500 V for the capillary, 300 V for the nozzle, and 400 V for the
fragmentor. The system was calibrated using a low-concentration ESI-L tuning mix (Agilent,
Santa Clara, CA, USA). Data acquisition and analysis were performed using Agilent
MassHunter software (version B.09.00 for LC/MS data acquisition and version B.07.00
Service Pack 2 for qualitative analysis, including the BioConfirm module). For peptide
identification, the Pisum sativum database (NCBI taxonomy ID: 3888) was used within the
Spectrum Mill MS Proteomics Workbench software (version B.06.00). Peptides were
identified based on their sequence, molecular weight (Da), and position within the PP
polypeptide chain. Only peptides detected in at least two of the three replicates were included

in the final analysis.
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5.6.8. Screening of antihypertensive and antidiabetic activities of peptide
hydrolysates of pea proteins

5.6.8.1.  Antihypertensive activity

The potential antihypertensive activity of peptides was analyzed using the AHTPDB
bioinformatics database(Kumar et al., 2015). Subsequently, an in-depth analysis of their
structural and physicochemical properties was conducted to evaluate the potential of peptides
not yet reported in the literature. This evaluation primarily relies on the peptides' ability to
interact with angiotensin-converting enzyme (ACE), considering factors such as peptide
length, molecular weight, and the specific positioning of amino acids. Peptides composed of
fewer than 20 amino acids and with a molecular weight below 3 kDa inhibit ACE through
hydrogen bonds, hydrophobic interactions, and Van Der Waals forces with enzyme residues
associated with the zinc ion (Gallego et al., 2018b; Ichim et al., 2024). The presence of
hydrophobic residues, such as proline, at the C and N termini enhances their efficacy and
stability, while charged amino acids like glutamic acid and lysine are crucial for optimizing
these interactions (Cheung et al., 1980; Chi et al., 2024). These combined criteria were
pivotal in predicting the antihypertensive potential of peptides not yet documented in the

literature.

5.6.8.2.  Antidiabetic activity

The potential antidiabetic activity of peptide sequences was analyzed using BioDADPep

(https://omicsbase.com/BioDADPep/biodadpep-search/), a  bioinformatics  database

dedicated to antidiabetic peptides (Roy & Teron, 2019). Subsequently, as for the
antihypertensive potential, the antidiabetic potential of peptides not yet reported in the
literature was evaluated with an in-depth analysis of their structural and physicochemical
characteristics. Here also, factors such as peptide length, molecular weight, and the position
of certain amino acids were considered to determine the antidiabetic activity. Indeed,
peptides composed of 2 to 8 amino acids, with a molecular weight between 200 Da and 1
kDa, are considered to offer the best performance in this domain (Mu et al., 2023). The

presence of hydrophobic amino acids, such as leucine, isoleucine, and valine, at the N-
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terminal position facilitates interactions with target enzymes like dipeptidyl peptidase-1V
(DPP-1V), alpha-glucosidase, and alpha-amylase, with DPP-IV being particularly relevant.
Additionally, proline in the second N-terminal position enhances DPP-IV inhibition by
competitively binding to the enzyme's active sites (Lacroix & Li-Chan, 2014a). A high
proportion of hydrophobic amino acids, including proline, leucine, and alanine, further
strengthens these interactions (Zhang et al., 2016). Finally, the peptides’ net charge, ranging
from -2.9 to 1.1 at pH 7, positively influences their binding affinity, optimizing their
inhibitory potential (Mu et al., 2023). To evaluate these characteristics, PepCalc tools

(https://pepcalc.com/) were used to calculate the molecular weight and net charge of the

peptides. The hydrophobicity percentage was determined using the following equation

(5.25):

Number of hydrophobic amico acids

Hydrophobicity (%) =

x 100 (Eq. 5.25)

Total number of amino acids

The hydrophobic amino acids considered were alanine, phenylalanine, isoleucine, leucine,
methionine, proline, valine, and tryptophan. By combining these criteria, it was possible to

predict the antidiabetic potential of peptides not yet documented in the literature.

5.6.9. Statistical analyses

5.6.9.1.  General Statistical analyses

The data were analyzed using GraphPad Prism version 10.3.1 (464) for macOS (GraphPad
Software, Boston, Massachusetts, USA, www.graphpad.com), applying a one-way ANOVA
followed by Tukey’s post-hoc test. This approach allowed the comparison of all treatment
group means to identify statistically significant differences between groups, with a

significance threshold set at p < 0.05.
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5.6.9.2. UPLC-MS/MS data treatment

The ion abundances of the identified peptides were statistically analyzed using Mass Profiler
Professional (version 15.1, Agilent Technologies). A 100% occurrence filter was applied to
the peptides. The non-parametric Kruskal-Wallis test, particularly suited for data that do not
meet normality or homogeneity of variance assumptions (Cournoyer et al., 2024), was used
to compare the mean abundances between conditions (Vargha & Delaney, 1998). To
minimize Type I errors, the Benjamini-Hochberg method (FDR) was applied to adjust p-
values, with 10,000 permutations (Benjamini & Hochberg, 1995). Significant differences
between conditions were further explored using a post-hoc Tukey HSD test (Jaccard et al.,
1984). Finally, principal component analysis (PCA) and hierarchical clustering heatmaps
were generated on the remaining 501 (free enzyme) and 522 (immobilized enzyme) peptides
to identify groups and characterize experimental variations. Data were transformed to log? to

normalize the scores.

5.7.Results and Discussion

5.7.1. Structural modifications of PP by pretreatments

5.7.1.1.  Effect of PEF on the secondary structure of PP by circular dichroism

(CD)

The change in PP secondary structure as a function of pretreatment (native, PEF and 75 °C)

was observed by far-UV CD. The results are presented in Table 5.5.
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Table 5.5. Secondary structural components of PP estimated by CD.

Random
PP Samples o Helix (%) B Sheet (%) B Turns (%)

coils (%)
Native 163+03" 14.0+0.31 13.9+0.3¢ 55.7+0.7°
75 °C 242+02°% 40+03° 156+£0.1° 56.2+0.6%
PEF 1 (20 kV/cm, 19 pulses) 9.0+£09°¢ 21.9+03% 16.8+0.3 " 523+0.5%
PEF 2 (15 kV/cm, 19 pulses) 83+0.8° 20.6+1.1° 162+0.1"% 549412
PEF 3 (10 kV/cm, 19 pulses) 7.7+0.1°¢ 227+09° 171+04°% 525+1.3%
PEF 4 (20 kV/cm, 38 pulses) 7.8+03° 26.1+£0.6° 142+0.74 51.9+1.3°
PEF 5 (15 kV/cm, 38 pulses) 8.6+0.6° 20.9+0.5" 163+0.8" 542+0.8%
PEF 6 (10 kV/cm, 38 pulses) 88+£1.0°¢ 20.8+0.8° 16.5+0.1"% 53.8+0.8 ¢

*Treatments with different letters within a column are significantly different (P < 0.05)

CD analysis revealed that the proteins present in PP were globally characterized by 16.3 +
0.3% a-helices, 14.0 + 0.3% B-sheets, 13.9 + 0.3% B-turns, and 55.7 = 0.7% random coils.
These results fall within the ranges reported in the literature, where secondary structure
analyses showed 2%-19% of a-helices, 31% -62% of B-sheets, 0% -32% of B-turns, and 12%
-43% of random coils (Xiong et al., 2018; Gao et al., 2020; Sun et al., 2023). The observed
deviations were attributed to differences in sample composition (concentrates or isolates),
the pea genotypes studied, the processing methods applied (Lu et al., 2020b), and analytical
techniques such as CD, Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), or experimental
conditions like the buffers used. The analyses of PP composition revealed a complex mixture
comprising globulins (legumin, vicilin, convicilin), provicilin, lectins, albumins, prolamins,
and glutelins, as well as subtypes such as legumin-a, legumin-f, vicilin-y, and proteins like
lipoxygenase (Fleury et al., 2022; Sun et al., 2023). These proteins were identified in both
native and aggregated forms (Sun et al., 2023), contributing to the diversity of the observed

secondary structures. Pre-treatment using PEF induced notable changes in the secondary
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structure of PP. The percentage of a-helices was reduced by approximately half, while the
proportion of B-sheets increased by about 1.5 times. In contrast, the proportions of B-turns
and random coils remained relatively stable. These observations suggested that the PP
underwent denaturation under the influence of PEF, with effects largely insensitive to
variations in PEF operating parameters (electric field strength and number of pulses). A study
conducted on PP by Guo et al. (2024) under PEF conditions of 5 to 15 kV/cm, 600 Hz, 6 ps,
and a residence time of 1 to 5 min revealed similar trends: a marked reduction in a-helices
and a moderate increase in B-sheets, while random coils and B-turns remained minimally
affected. Results from this study using FTIR demonstrated that PEF disrupted hydrogen
bonds, which are essential for stabilizing secondary structures. According to Guo et al.
(2024), the a-helices, being more sensitive to perturbations, were reduced, while B-sheets,
stabilized by interchain hydrogen bonds, were favored. Random coils exhibited slight
variations, reflecting a partial reorganization of disordered regions. These effects were
attributed to the electric charges induced by PEF, which affected the inter- and intrachain
interactions of the proteins. Furthermore, several previous studies confirmed that PEF led to
structural changes in PP (Chen et al., 2023), as well as in other protein sources, including soy
(Liu et al., 2011), sunflower (Subasi et al., 2021), and canola (Zhang et al., 2017). Heating at
75 °C significantly altered the secondary structure of PP compared to their native state. The
proportion of a-helices increased by a factor of 1.5, indicating a reorganization of secondary
structures under heat, with stabilization of intrachain hydrogen bonds characteristic of these
structures (Nakagawa & Ubbink, 2024). Simultaneously, B-sheets were reduced by a factor
of 3.5, reflecting a significant disruption of interchain hydrogen bonds, which are particularly
sensitive to thermal denaturation (Chao & Aluko, 2018). B-turns showed a moderate increase
by a factor of 1.2, indicating local adaptations of the structure to compensate the loss of -
sheets and the increase in a-helices. These loops, stabilized by intrachain hydrogen bonds,
played a key role in reorganizing destabilized segments (Nakagawa & Ubbink, 2024).
Finally, random coils exhibited minimal variation, suggesting that these disordered regions
remained largely intact under the effect of heat. These results confirmed that heating at 75
°C, close to the denaturation temperature of PP (76 °C), caused denaturation characterized
by a reorganization of B-sheets into more flexible structures, such as a-helices and B-turns,

accompanied by the exposure of hydrophobic regions (Hall & Moraru, 2021). These regions
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promoted hydrophobic and electrostatic interactions, likely leading to extensive protein
aggregation at temperatures ranging from 80 to 100 °C (Chao & Aluko, 2018). The
comparison of PEF and thermal treatment at 75°C for PP and a-lactalbumin and 85°C for B-
lactoglobulin revealed protein-dependent variations in structural modifications. While PP
(75°C) and B-lactoglobulin (85°C) exhibited similar trends, with PEF and thermal treatment
inducing distinct effects on secondary structure, a-lactalbumin (75°C) responded differently,
showing comparable structural modifications under both treatments (Agoua et al., 2020 ;
Hélorie, article 1). This contrast suggests that for PP and B-lactoglobulin, PEF and heat
induce different conformational changes, whereas for a-LA, both treatments have a similar
impact on secondary structure composition. These findings underscore the importance of
protein-specific structural properties in determining the response to PEF and thermal
processing, highlighting that the susceptibility to conformational changes is highly dependent

on molecular characteristics.

5.7.1.2.  Effect of PEF on accessible sulfthydryl groups of PP

Accessible sulthydryl groups (-SH) of PP (native, heating and PEF) are shown in Figure 5.37.
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Figure 5.37. Accessible -SH groups of PP native, thermal and PEF pretreatments.

The analysis of accessible -SH groups in native PP was consistent with the literature, with a
measured concentration of 5.2 = 0.1 pmol/g of protein. Indeed, for the same commercial PP,
Shen et al. (2022) reported a value of 4.1 + 0.0 umol/g of protein. Under the influence of
PEF, the results indicated that the parameters (field strength, number of pulses, and pulse
width) significantly influenced the exposure of accessible -SH groups. The exposure of
accessible -SH groups decreased with increasing field strength. At 20 kV/cm, 19 pulses (PEF
1), a reduction of approximately 30% in accessible -SH group exposure was observed
compared to the native PP, suggesting that high field strengths promote structural
stabilization or protein aggregation. In contrast, at 10 kV/cm, 19 pulses (PEF 3), the exposure
of accessible -SH groups increased by 30% relative to the native state, indicating that lower
field strengths induce PP protein unfolding. This phenomenon appeared to be related to the
breaking of disulfide bonds, facilitated by the production of free radicals and reactive species

in the aqueous medium, which disrupted charge alignments and increased molecular entropy
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(Shirley, 1995; Giteru et al., 2018; Dong et al., 2020). At 20 kV/cm and 38 pulses (PEF 4),
the exposure of accessible -SH groups were statistically identical to that of native PP. These
results indicate that the significant impact of high field strength can be offset by increasing
the number of pulses. Subsequently, increasing the number of pulses amplified the exposure
of accessible -SH groups. For the same field strength, doubling the number of pulses (from
19 to 38) led to a 15% to 40% increase in accessible -SH group exposure compared to native
PP, depending on experimental conditions. This effect was particularly pronounced at 10
kV/cm (PEF 6), where a high number of pulses resulted in maximum exposure of accessible
-SH groups. Conversely, high-strength fields (20 kV/cm) combined with a low number of
pulses (19) reduced accessible -SH group exposure by 30%, likely by promoting aggregation
or structural stabilization of the PP. These observations suggested that PEF treatments
favored the oxidation of -SH groups leading to a formation of disulfide bonds, probably by
spatially bringing protein molecules closer under the influence of electric fields. This process
led to the formation of new disulfide bonds, which, in turn, promoted the aggregation of plant
proteins and the formation of larger structures. Under the influence of heat treatment at 75°C,
PP show a significant decrease in accessible -SH group exposure, with a reduction of
approximately 10% compared to the native PP. This result can be attributed to the oxidation
and conversion of sulfhydryl groups into disulfide bonds (Peng et al., 2016). Under stressful
conditions, such as heat treatment, plant proteins undergo intensified hydrophobic
interactions, promoting thiol-disulfide exchanges and the formation of new disulfide bonds.
These mechanisms are primarily induced by the oxidation of -SH groups, thus contributing
to significant structural modifications within the proteins (Peng et al., 2016; D’ Alessio et al.,
2023).

These observations are consistent with the secondary structure analyses obtained by CD,
which revealed different mechanisms between heat treatment and PEF. However, unlike the
CD results, where only the treatments differed, the PEF parameters here showed a direct

impact on the structural modifications of PP.
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5.7.1.3.  Effect of PEF on surface hydrophobicity of PP

The surface hydrophobicity of native PP and those pretreated by heating or PEF is shown in
Figure 5.38.
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Figure 5.38. Surface hydrophobicity of native PP, and after thermal and PEF pretreatments.

The results showed that PEF treatments modified the hydrophobicity of PP compared to
native samples, with variations depending on the applied parameters. Hydrophobicity is a
key parameter for assessing protein conformation changes, reflecting both alterations in
tertiary structure and surface configuration, directly related to their hydrophobic groups
(Shen et al., 2022). At 20 kV/cm, PEF treatments 1 (19 pulses) and 4 (38 pulses) significantly
decreased hydrophobicity. PEF 1 reduced hydrophobicity by 8.5% compared to native
proteins, while PEF 4 led to a much greater reduction of 54.2%. These observations suggested
that increasing the number of pulses amplified structural modifications, likely promoting
protein aggregation. These findings aligned with Guo et al. (2024), who demonstrated that at
field strengths between 5 and 15 kV/cm, PEF treatments caused significant PP structural

reorganization, burying aromatic residues into internal hydrophobic regions. At 20 kV/cm,
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these effects appeared amplified, resulting in a strong reduction in hydrophobicity and
probable protein aggregation. At 15 kV/cm, the pretreatments produced moderate effects.
Under PEF 2 (19 pulses), hydrophobicity decreased by 10.5%, while under PEF 5 (38 pulses),
no significant difference was observed compared to native samples. These results suggested
that, at this strenghth range, the number and width of pulses had only a limited impact on the
hydrophobicity, as also observed by Guo et al. (2024) with electric field strength range (5-
15 kV/cm), pulse durations of 6 pus and residence times varying from 1 to 5 min. At 10 kV/cm
, an opposite trend was observed. PEF treatments 3 (19 pulses) and 6 (38 pulses, 5 us) caused
a significant increase in hydrophobicity, averaging 22.8% compared to native proteins. This
increase reflected greater exposure of hydrophobic residues (e.g. Trp, Tyr, Phe) on the
surface, indicating a structural perturbation distinct from that observed at higher field
strengths. The fluorescence intensity, influenced by the local molecular environment of these
aromatic residues, highlighted specific alterations in the PP structure (Zheng et al., 2021).
These observations were consistent with other studies reporting similar effects on protein
hydrophobicity, notably for soy protein isolate (Li et a/., 2007), a-lactalbumin (Robles-Lopez
et al., 2012), rapeseed proteins (Zhang et al., 2017), and chicken myofibrillar proteins (Dong
et al., 2020). However, these findings contrasted with Liu et al. (2014), who demonstrated
that a gradual field strength increase up to 30 kV/cm in soy proteins led to increased aromatic
residue exposure (tyrosine, tryptophan) and progressive protein unfolding. Beyond 30
kV/cm, protein reassembly was observed, resulting in reduced exposure of hydrophobic
residues. These differences may be attributed to the intrinsic properties of the studied proteins
(soy vs. pea), the nature of intramolecular interactions, or structural responses specific to the
electric field strength and pulse number. Thus, these results highlighted the importance of
PEF parameters in modulating the hydrophobicity of PP. At high intensity, treatments
appeared to induce significant unfolding followed by protein aggregation, as confirmed by
CD data and concentrations of accessible -SH groups. Conversely, at low intensity, the
disruption seemed to favor the exposure of hydrophobic residues without causing notable
reaggregation. Under thermal pretreatment at 75 °C, the surface hydrophobicity of PP
increased by 171.2% compared to its native state, indicating significant denaturation. This
thermal treatment exposed hydrophobic residues buried in the globular core (Hall & Moraru,

2021). Similar phenomena were also observed by other authors in pea proteins (Peng et al.,
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2016) and soy proteins (Wang et al., 2012). CD analyses and accessible -SH group

measurements suggested that this denaturation was accompanied by the oxidation of -SH

groups into disulfide bonds, reinforcing thiol-disulfide interactions. These mechanisms,

described by Peng et al. (2016) and D’ Alessio et al. (2023), reorganized the tertiary structure

of PP, increasing surface hydrophobicity and reducing structural flexibility.

5.7.2. Impact of PEF pretreatment on the DH of PP

Figure 5.39 illustrates the DH obtained after chymotryptic hydrolysis of PP subjected to
pretreatments (native, heated, or PEF). The statistical data are shown in the SM.
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Figure 5.39. DH in function of reaction duration during chymotryptic hydrolysis of PP

subjected to pretreatments (native, heated, or PEF).
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A general trend was observed from the first 5 min of hydrolysis, where the DH was
significantly higher for PEF conditions 3, 5, and 6 (PEF 3: 10 kV/cm, 19 pulses; PEF 5 : 15
kV/cm, 38 pulses and PEF 6 : 10 kV/cm, 38 pulses) compared to native and heated PP. These
results suggested an accelerated hydrolysis under the effect of PEF. After 240 min of
enzymatic hydrolysis, the native PP reached a DH of 19.9 + 0.2. In contrast, a previous study,
which used chymotrypsin to hydrolyze PP for 120 min, reported a significantly lower DH
(1.8 = 0.7) compared to the 15.7 + 0.2 obtained in the present study after an equivalent
duration (Garcia Arteaga et al., 2020). Several factors may explain these differences. First,
the PP used in this study were supplied by a food company, whereas Garcia Arteaga et al.
(2020) prepared their isolates in the laboratory by extraction and isoelectric precipitation.
The enzyme-substrate ratio and the hydrolysis temperature were also key factors, with a ratio
set at 0.1% (w/w) and a temperature of 50 °C in their study, compared to 1.0% and 37 °C in
this study, which increased the efficiency of hydrolysis. Moreover, the DH determination
methodologies also varied: Garcia Arteaga et al. (2020) used an approach based on the total
number of peptide bonds, while the OPA method was applied in a present study. These
variations, related to the origin of the PP and the experimental conditions, confirmed the
impact of these parameters on the production of hydrolysates. Additionally, can observe the
impact of PEF parameters on the DH of PP after 240 min of chymotryptic hydrolysis. The
electric field strength emerged as a determining factor, with low fields (10 kV/cm)
consistently leading to high DH values, regardless of the number of pulses. For instance, PEF
condition 3 (10 kV/cm, 19 pulses) and PEF condition 6 (10 kV/cm, 38 pulses) resulted in DH
values of 32.1 + 0.1% and 26.9 + 0.3%, respectively, representing an increase of 61% and
35% compared to native PP (19.9 +0.2 %). These results can be explained by the
reorganization of charged amino acids (Asp, Glu, Lys, Arg, His) under the effect of the
electric field, inducing partial unfolding of PP and improving the accessibility of cleavage
sites for chymotrypsin, thereby increasing DH (Han et al., 2018; Pan et al., 2022). In contrast,
higher field strengths (15 and 20 kV/cm) led to lower DH values, suggesting PP aggregation
and reduced enzymatic site accessibility. The number of pulses also influenced DH, but this
impact varied depending on the field strength. At 10 kV/cm, doubling the number of pulses
from 19 (PEF 3) to 38 (PEF 6) resulted in a decrease in DH by approximately 16%. This

could be attributed to the cumulative effect of a higher number of short pulses, which, despite
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the low field strength, induced repeated structural disturbances in the PP, leading to
conformational changes that reduced the accessibility of enzymatic cleavage sites. At a 15
kV/cm, increasing the number of pulses significantly improved DH, resulting in an increase
of approximatively 25 % from PEF 2 (19 pulses) to PEF 5 (38 pulses). However, these values
remained lower than those obtained with a 10 kV/cm field strength (PEF 3 and PEF 6),
suggesting that while medium conditions were enhanced by an increased number of pulses,
they did not achieve the hydrolysis efficiency observed at 10 kV/cm field strengths. Finally,
at a 20 kV/cm field strength, increasing the number of pulses reduced DH, with a decrease
of approximately 10 % form PEF 1 (10 pulses) to PEF 4 (38 pulses). This reduction could be
attributed to increased denaturation and aggregation of PP under the combined effect of high
strength and many pulses, rendering cleavage sites less accessible to a-chymotrypsin. These
results highlighted the importance of a balance between field strength and pulse number to
modulate PP structure and enhance DH. PEF conditions 3, 5, and 6, previously characterized
by an increase in accessible -SH groups and surface hydrophobicity like or higher than that
of native PP, promoted better enzyme-substrate interactions, thereby improving hydrolysis.
PEF induced controlled unfolding of PP through intra- and intermolecular interactions,
exposing specific cleavage sites for a-chymotrypsin. Similar studies on proteins such as -
lactalbumin (Hélorie, Article 1), fava bean proteins (Ren et al., 2025), microalgae proteins
(Akaberi et al., 2019), egg white (Liu et al., 2018), bovine muscle proteins (Chian et al.,
2019), and B-lactoglobulin (Izquierdo et al., 2005; Mikhaylin et al., 2017; Agoua et al.,
2020a) have also confirmed the positive effect of PEF on enzymatic hydrolysis. Conversely,
PEF conditions 1, 2, and 4, characterized by high field strengths, led to a reduction in
accessible -SH groups and surface hydrophobicity, likely limiting enzymatic accessibility
through aggregation and resulting in decreased DH. Additionally, the response to PEF
appears to be influenced by multiple factors, including the configuration of proteins in
solution (whether as a pure single protein or a mixture of different proteins), their molecular
size, and their conductivity. Moreover, in the case of protein concentrates, the presence of
non-protein compounds may also contribute to structural and functional modifications,
further impacting the effectiveness of PEF treatment. For instance, high field strengths
sometimes promoted protein unfolding and improved enzymatic hydrolysis, as observed for

a-lactalbumin and fava bean proteins (Hélorie, article 1 ; Ren et al., 2025). In contrast, in
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other cases, high field strengths induced protein aggregation, as seen with PP in this study
and microalgae proteins (Akaberi et al., 2019), limiting accessibility to the enzyme cleavage
sites and reducing hydrolysis efficiency. Compared to native PP, heat treatment at 75 °C
resulted in a significant decrease in DH (19%). This decrease could be attributed to the
increased exposure of hydrophobic residues, as evidenced by the previously reported rise in
surface hydrophobicity. This phenomenon promoted the formation of aggregates stabilized
by hydrophobic and non-covalent interactions, thereby limiting the accessibility of enzymatic
cleavage sites (Peng et al., 2016; Hall & Moraru, 2021; Li et al., 2024). Furthermore, CD
analyses revealed an increase in a-helices and a decrease in B-sheets and turns, indicating a
reorganization of secondary structure towards more ordered conformations. These structural
and functional modifications explained the reduced accessibility of enzymatic cleavage sites,

thereby limiting hydrolysis efficiency.

5.7.3. Impact of PEF pretreatment on eco-efficiency (EE)

The comparative impact of different pretreatments (thermal or PEF) on the EE of PP
solutions was evaluated by analyzing the relationship between EC and the increase in the
DH. A higher score indicates more effective and energy-efficient pretreatment conditions

(Figure 5.40).
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Figure 5.40. Eco-efficiency of PP: comparative analysis of PEF processing (PEF 1: 20
kV/em, 19 pulses; PEF 2: 15 kV/em, 19 pulses; PEF 3: 10 kV/cm, 19 pulses; PEF 4: 20
kV/cm, 38 pulses; PEF 5: 15 kV/em, 38 pulses; PEF 6: 10 kV/cm, 38 pulses) and thermal
pretreatment (75 °C).

The analysis of EE scores showed that the most eco-efficient conditions were achieved with
PEF 3 (10 kV/cm, 19 pulses) and PEF 6 (10 kV/cm, 38 pulses). PEF 3 and 6 had an EE that
was, on average, 2198% higher than that of thermal pretreatment at 75 °C, suggesting that
they represented a more effective alternative to maximize DH in an eco-efficient manner.
Furthermore, the analysis of EE scores based on the parameters of PEF revealed significant
trends depending on the field strength and the number of pulses. At high field strength (20
kV/em, PEF 1 and PEF 4 conditions), EE scores decreased by 182%, from PEF 1 (19 pulses)
to PEF 4 (38 pulses), indicating a slight decrease in EE as the number of pulses increased. At
amoderate field strength (15 kV/cm, PEF 2 and PEF 5 conditions), a significant improvement
of 165% was observed, with the transition from PEF 2 (19 pulses) to PEF 5 (38 pulses)
showing a beneficial effect of increasing the number of pulses. Conversely, for a low field
strength (10 kV/cm, PEF 3 and PEF 6 conditions), a minimal decrease of 4% was observed
between PEF 3 (19 pulses) and PEF 6 (38 pulses), with scores remaining generally high.
These results suggested that EE was improved at a moderate field strength (15 kV/ecm, PEF
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5) and an increased number of pulses, while a low field strength (10 kV/cm, PEF 3 and PEF
6) delivered good performance in both configurations. These observations highlighted the
importance of balancing field strength and pulse number to enhance the energy efficiency of

PEF treatments.

5.7.4. PP peptide hydrolysates

5.7.4.1. Hydrolysates of PP obtained with free chymotrypsin

5.7.4.1.1. Identification PP peptide hydrolysates by RP-UPLC-MS/MS

A heatmap generated through hierarchical clustering (Figure 5.41) highlighted specific
variations in the peptide regulation of PP populations under different experimental
conditions. This approach enabled the examination of peptide population behavior (native

PP, heat-pretreated, or PEF-pretreated) alongside the DH.
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Figure 5.41. Heatmap and hierarchical clustering of specific peptides obtained through
chymotrypsin digestion under different pretreatment conditions (native, thermal, and PEF).
Similarities are assessed using Euclidean distance, and the color scale indicates the relative

abundance of peptide ions: red for upregulation and blue for downregulation.

The heat map revealed seven clustering nodes, indicated on the left with their Euclidean

distances (Figure 5.41). Shorter Euclidean distances reflected greater similarity between the
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experimental conditions. Under the influence of PEF, many peptides showed upregulation,
represented by red areas, highlighting the marked effect of PEF on peptide production or
stability compared to the native condition. However, this upregulation varied depending on
the applied PEF parameters. Three main trends were observed, justified by the Euclidean
distance of the clustering nodes. The first trend concerns conditions with a field strength of
10 kV/em, where PEF 3 and PEF 6 showed upregulation of 352 peptides, grouped in Box A.
This broader regulation emphasized that low field strengths promoted a greater abundance
of specific peptides. Next, conditions at 15-20 kV/cm, corresponding to PEF 1, 2, 4, and 5,
also induced upregulation, but of different peptides grouped in Boxes B and C. Box B
grouped 14 upregulated peptides, representing a 97% reduction compared to the 352 peptides
observed in Box A. In contrast, Box C gathered 135 peptides, corresponding to a 62%
decrease. These results indicate that low field strengths at 10 kV/cm promoted more abundant
upregulation of a greater number of peptides. This is consistent with previous DH data, where
PEF 3 and PEF 6 exhibited the highest values. Regarding the number of pulses, their impact
appeared limited on the resulting peptide populations, as suggested by the close Euclidean
distances between conditions with similar field strengths but different pulse numbers. For
example, PEF 3 (10 kV/cm, 19 pulses) and PEF 6 (10 kV/cm, 38 pulses) exhibited similar
peptide profiles grouped in Box A. Similarly, PEF 2 (15 kV/cm, 19 pulses) and PEF 5 (15
kV/cm, 38 pulses) shared similar characteristics, with peptides primarily located in Box C.
However, a significant effect of pulse number was observed for high-strength field conditions
tested (20 kV/cm). PEF 1 (20 kV/cm, 19 pulses) and PEF 4 (20 kV/cm, 38 pulses) revealed
distinct peptide profiles, justified by a large Euclidean distance. Under PEF 1, 135 peptides
were upregulated with high relative abundance. In contrast, under PEF 4, only 14 peptides
were upregulated, and all other peptides exhibited low abundance or were entirely absent, as
shown by the extended blue area. This suggested that increasing the number of pulses at 20
kV/cm significantly reduced the diversity and abundance of upregulated peptides. These
findings align with previous DH data, where PEF 4 showed a 10% lower DH compared to
PEF 1. Thus, electric field strength was a key parameter in peptide regulation of PP
hydrolysates, with low field strengths (10 kV/cm) favoring more abundant and diverse
upregulation (Box A), while high field strengths (20 kV/cm) combined with an increased

number of pulses limited this diversity (Box B). The role of pulse number appeared secondary
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at low or medium strength but became critical at high strength. These findings confirmed the
complex effect of PEF parameters on peptide populations and their link to variations in the
DH. In comparison, the heat pretreatment at 75 °C showed a relatively close Euclidean
distance to the native condition, indicating slight differences in the regulated peptide
populations. The observed peptides are primarily identical to those in the native condition
but exhibit reduced abundance, suggesting that heating limited their release or stabilization.
This result highlights that, although heat pretreatment does not alter peptide diversity, it
reduces the relative abundance of peptides, which could limit their functionality in specific
applications. These observations are consistent with the results obtained for the DH, which
revealed a significant (21%) decrease under the 75 °C condition compared to the native
condition. Interestingly, 256 peptides were shared across all conditions, regardless of the
treatment applied. This can be explained by the presence of structurally robust or intrinsically
accessible protein regions to chymotryptic hydrolysis, irrespective of the denaturation or
structural rearrangements induced by PEF or thermal treatments. Their presence highlighted
the resilience of certain protein regions to structural modifications. Furthermore, unique
peptides were observed under each condition (e.g., 78 for the native condition, 81 for the
condition heated at 75°C, and between 60 and 141 for the various PEF conditions). This
reflected distinct mechanisms of action associated with the different treatments. These
specific peptides may have resulted from the way each treatment altered the protein structure,
either exposing or masking certain chymotrypsin-specific hydrolysis sites. This variability
provided further evidence of the differentiated impact of PEF and heating on the modulation
and diversity of peptide populations.

Finally, the PEF 3 and 6 conditions clearly stood out from the native PP or those pretreated
by heating at 75 °C, due to their ability to induce a more diverse and abundant regulation of
peptides. These PEF conditions caused targeted and efficient structural modifications,

promoting enhanced hydrolysis and the release of specific peptides.

5.7.4.1.2. Screening bioactivities

Among the 1625 peptides analyzed, only one, LSSGDVF, was previously documented in the

literature for its bioactivity, specifically its antihypertensive effect. The remaining 1624
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peptides were evaluated based on physicochemical characteristics associated with
antihypertensive and antidiabetic activities to predict their bioactive potential. As a result,
109 peptides were identified as potentially antidiabetic and 287 as potentially

antihypertensive. A total of 41 sequences were potentially antidiabetic and antihypertensive

(Figure 5.42).
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FADNKIVVLL, FAKGPLVFM, FAKSILGFI, FASAKAALL, FASGKILLA, FAVFVLEKDIPNLK, FDDTWKIVDDLEILL,
Dual-potential FDIAAEKVDEVFE, FDPANPYWPERASLGWQ. FDYLIVETTGIADPGPILK, FEGAGAPMFGVFN, FEKMLQQGAEVEVRALLA,
ual-pote FFIERPILA, FGEVWLGELF, FGFINTYHVKASVSIIFL, FGGIVAHDHWKSIQPMLA, FGGVVPDKAFGMVIAVLR, FGGWIDMVISRITEAFL,
FAIVVLS, FANAQPLQ, FGIAVLC, peptides FGVPEAQFQ, FHLDFKACTPAEIFV, FHMPPSSGSAPVNLEPFF, FHPALPLDNKISAAESEVLN, FIALDVSENPSLLL,
FHNVDVLYV, FIGIGLG, FILPPPLH, FIDEMAANAIEVDEAWLD, FKASAVLFF, FKGGVLYV, FKNSAPYPGLFVGLA, FKQFACPFS, FKVFLTTEKHKAPPITPLN,
FIPASFH, FKGGVLV, FNILGFG, 41 FKVLDIAGGTGDLAKAFA, FLMPHAVAAARLDE, FLVGSEVEQVFV., FMPPPLKERDMWGVTPFD, FNLERGDAIKLPAGTIAYL,
FQAVVKIGFMLDSPAFY, FQFATAMQVFEVTRDEEFA, FRATPGEVLANAFG, FRATPSEVLANAFG, FREGDIAVPTGIVEW,
IRVAENILLCHINAIDEALE, LNREERINT, FAASIUL LGWALY, FIGGUL, FREGDIAVPTGIVEWM, FRKGDIIAIPSGIPYW, FSAIGKLLL FSEINSKFPTLPFTIRAFE, FSKGDVIAIPPGIPY W, FSKIEAQLA,
FVPIRWL, LAGAALL, LAGGAFD, FIYKILS, FKGAFLE, FKIVAKFN, FSKNILEAAFN, FSVITCFETLVIDVCILW, FTIRAFEDHPQPVLFF, FTRSNIDEDVVAIVLVED, FVFPVAEELERRNIPEY,
HACT AL LA I AT R B FVMKIAVYLL FVARANTTIHSONLVPTLI. FYPVQICRASDNQLVVLK, FVSIKFIGES, FVIVAGIETEY. FYYFIMIASAPSEFT
LAGTIYV, LAIVVLLL, LAPGHPFA, LAAQLKLA, LAGLAK, LEAAVGLA, LAAALLVVMPKPSEETLM, LAAPFRLIGAAAWK, LAATLMGPGNEARGFATVLG, LADPVEISDLADSVALSLR.
LASSNLL, LAVAVLA, LAVISILI, LELGVPLL, LFKAGLV, LIAGKFD, LAEGFVLAVAPAVTLA, LAELKAGNEAFLR, LAFPGSAQEVDRILE, LAIPVNKPGQLQSFL, LAIVTDESTFPVLTWR,
LAKAEKAINMQQNYIVVLE, LAKFDLDHMLPSEVFT, LARILGSLPFENSPFR, LATEPGFIVYTCAIVILY, LCILVVEVTSISDYK,
LDIIGFN, LDIPVLH, LDLAVPLG, Lﬁﬁ%ﬁ?;’bﬁgﬁ{g’ i‘llgl:‘(\;‘lg’ LDEFgglPLNLL. LDLAIPVNKPGQLQ. LDLAIPVNKPGQLQSFL, LDLICKDKAEVEVWEA, LDLPVLRWLK,
LGHAPMLYV, LGIGILG, LGIIGLG, > d R LDLTIPVNKPGQLQSFL, LDPVNFPLDKMKTFVDTLH, LDRLAAGEIDPGYLA, LDRVSKIQQFFHITLPLL, LDVTKAGPVFA,
LHLAAALR, LIDIGFA, LIGAVLA, LIKYILE, LILTKFF, LKAGFLN, LDYWPSLRGIIPLE, LEAAGTKWNFLPFR, LEGHAWKFA, LEIIPHPFK, LEIKANAFL, LENMIFVAVLI, LEQIDDALTGLKVLA,
LETNVGRKMLVAVAVFG, LEGPKALSAKRPWM, LEKNGSIAYVAQHPFI, LFPLRWEEPGGTAVVESLA, LFREFGFV,
LHIAAALL’ LH]RGLA’ L”‘VNLV’ LKGAGLV’ LKSWIPF’ LKTFGFI, LGATALKDVVDLL, LGFIWNPLE, LGGISIPMPKIFT, LGKPFEIVFV, LGLLERYPIGFI, LGPKKIADMFPFF,
LIIFSNYA, LIIPHYI, LIIPNYF, LLLGGKFV, LNITELA, LQVTELA, LGPKKIADMFPFFEGTVFE, LGVTAEKLEFA, LHPYAEIATGADIPWY, LIAAVRLPEGSFQ, LIAEHLFIHTTTGVTIHWM,
LIIVVLLQ, LINIAFY, LIQARLA LSKLWPFV, LVEPVLT, LVEVPLN, LIDLSVIEILS, LIKMPDFGEIPNLE, LIPDKGVPFT, LISILLNEVIGTWS, LISPAEAFD, LITDLMGAVKELRAEVIALK,
o H . LITINAFGCVIETIYLA, LIVIPSSEVTLKDVLT, LKAVSQNVVPALESVEF, LKAVSQNVVPALESVFFD,
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LLIRDIEV, LLSWPFA, LRSATLV, YIGKLALA, YKAAALV. LKQYFIPAASIERHDVLA, LKSLEQALL. LKVVVPSGYM, LLADAGFDEIKVDCFM, LLAEDSALKPFK,
LSPGDVFV, LTILPRLV, LTIPLRLY, LLAGKSLLY, LLDAAGLKTAFPFF, LLDEAASLPGVRVVFD, LLDVTGRLVPELQ, LLESGFASVQAAAIMVLG,
LTIPVLS, LVAISLLD, LVAITLL, LLKEQLLPVSLY, LLLPSGEGASVDLLH, LLPKAPKGWGWRTALL. LLSAERAKAFV, LLSATVVDKVIAELE,
LVAVFWL, LVIGVWVN, LVIIVLLI, LLSEASVNVISELL LLSPKNQSPKVIFV, LLSTGVCPKLVEVLY, LLTKVMPQTEFAK YL, LMKAVEVVEPNSINLLCREH,
LMRAVINLDKHGAEVLY. LMTAGVKDAKVVVTAPFE, LMVVTAISSFFIHELD, LNAQIRTAFAELSAGNPNLA, LNPALGVMKVFL,
LVP#S;;L{;\Y]E]I}%;’ vgizaﬁ\l{ LNVSVIETIAGILE, LQAAFKVAPDTPASLAFF, LQSKQILWGASQAGWY, LRATPAEVLANAFG, LRAYPVETVVAEKFE,
WN , S, b RELADGCEPADVVFM, LRGIIPLEN, LRMFVQLGKTHVEAWPFY, LRSHAAPVKDLDALVAFN,
YIIVVLS, YINAAFR, YSLWPFG, LSDVVSLKDVVPEWVRIGFS, LSELIHDRAGANLVVLH, LSGALKLLQ, LSGFNVEFL, LSIVAEKRVGAPVSSLK,
LSNKIATAILA, LSPKPSLPFR, LSQISPLPVLKEIFR, LSRAAEPLADADASWRVAFS,
LSVERDLPVALH, LSVIEVRVPSLR, LSVVHPINKLL.

YVAIDLP, YVPLADLS.

Figure 5.42. Venn Diagramm : potentially antihypertensive and antidiabetic peptides
sequences. The number in green represents the sequences with exclusively an antidiabetic
potential, while the number in red indicates those with only an antihypertensive potential.

The analysis of antihypertensive and antidiabetic peptides revealed that PEF conditions 3 (10
kV/em,19 pulses) and 6 (10 kV/cm, 38 pulses) have promoted a significant increase in the
abundance of these specific peptides (Box A, Figure). Since PEF 3 previously exhibited a
higher DH compared to PEF 6, the selected conditions for the combined approach,

incorporating PEF and enzymatic hydrolysis with immobilized a-chymotrypsin, included the

native treatment, thermal pretreatment at 75 °C, and PEF 3 conditions.
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5.7.4.2. Hydrolysates of PP obtained with
alumina@CTMS@APTES@DOP@chymotrypsin

5.74.2.1. Identification PP peptide hydrolysates by RP-UPLC-MS/MS

The influence of chymotrypsin immobilization, combined with different pretreatments, on
the production of peptide hydrolysates was evaluated by analyzing the relative abundances
of peptide populations. The experimental conditions included PP in their native state, heated
at 75 °C, or pretreated with PEF 3 (10 kV/cm, 19 pulses). A hierarchical clustering analysis
was performed, and the results were presented as a heat map (Figure 5.43). To study the
impact of enzyme immobilization on the composition of peptide populations, the DH was
kept constant for each experimental condition (native, PEF 3, 75°C), regardless of the
enzyme state (free or immobilized). For example, for native PP, the DH was 19.9 + 0.2% for
both the free and immobilized enzyme. Similarly, for the other conditions, the DH values
were identical between the two enzyme states: DH (PEF 3) =32.1 = 0.1% and DH (75°C) =
16.1 £ 0.6%. Only the hydrolysis time was adjusted for each condition to ensure that the
observed differences in peptide composition resulted solely from the effect of enzyme

immobilization and not from variations in the DH.
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Figure 5.43. Heat map and hierarchical clustering of specific peptides obtained by digestion
with free or immobilized chymotrypsin under different pretreatment conditions (native,
thermal 75 °C and PEF 3). Similarities are assessed using Euclidean distance, and the color
scale indicates the relative abundance of peptide ions: red for up-regulation and blue for
down-regulation.
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The heat map revealed five distinct clusters based on hierarchical clustering analysis. Using
Euclidean distance, the most similar conditions corresponded to the three hydrolysates
produced by free chymotrypsin, which formed a homogeneous group (Box A). The condition
closest to this group was the hydrolysate obtained by hydrolysis with immobilized
chymotrypsin pretreated at 75 °C (Box A). Conversely, the hydrolysates generated under
native and PEF 3 conditions with immobilized chymotrypsin exhibited similar profiles to
each other but were clearly distinct from the other four conditions, indicating greater
divergence in their peptide composition (Box C). The hydrolysates from the native conditions
contained 504 peptides, characterized by an average relative abundance (Box A). Two main
trends were identified. First, a notable difference emerged between the hydrolysates
produced by free and immobilized chymotrypsin under Native and PEF 3 conditions. Those
obtained with immobilized chymotrypsin were marked by a low abundance or even absence
of peptides associated with Box A, whereas peptides from Box C were generated in large
abundance (50 peptides). In contrast, the hydrolysates produced by free chymotrypsin
displayed a low relative abundance of Box C peptides. These observations suggest that
enzyme immobilization possibly alters its specificity and redirects cleavage pathways. The
steric constraints induced by immobilization could limit access to specific substrate sites at
the active site, explaining the reduced peptides in Box A. Furthermore, immobilization seems
to stabilize certain enzyme-substrate interactions, promoting the production of peptides
specific to Box C. Secondly, a different trend was observed under the 75°C condition. The
peptides generated by both free and immobilized chymotrypsin were identical (Box A), but
their relative abundance was higher in the hydrolysates produced by the immobilized
enzyme. Moreover, some peptides that were present in low abundance in the 75°C condition
with free chymotrypsin became highly abundant in the 75°C condition with immobilized
chymotrypsin (Box B). This indicates that, although immobilization did not alter the nature
of the peptides generated, it significantly influenced their relative abundance, favoring the
production of specific peptides. Consequently, unlike the Native and PEF 3 conditions, where
immobilization appeared to affect enzymatic selectivity, this condition highlights a
redistribution of the generated peptides, suggesting that immobilization can modulate

quantitative peptide production without directly affecting overall enzymatic specificity.
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5.74.2.2. Venn Diagram of PP hydrolysates

To analyze the relationships between peptide populations generated under different
experimental conditions (native, heated at 75 °C, pretreated with PEF3: 10 kV/cm, 19 pulses,
hydrolyzed by free or immobilized chymotrypsin), a Venn diagram was created (Figure

5.44).
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Figure 5.44. Venn diagram of peptides in PP hydrolysates. Sequences common to two or
more fractions are shown in black, and unique sequences are shown in condition color.
Native F: peptides obtained from pea proteins by free chymotrypsin. Same principle for 75
°C_F and PEF3_F. Native I: peptides obtained from pea proteins by immobilized
chymotrypsin. Same principle for 75 °C 1 and PEF3 1.

Among the 1851 identified peptides, none were found exclusively in the Native-free and
Native-immobilized conditions. Conversely, 145 peptides were specific to the 75 °C-free
condition, 144 to PEF3-free, 291 to 75 °C-immobilized, and 511 were unique to PEF3-
immobilized. These observations can be explained by the absence of physical pretreatment
in the native conditions. Without heating or PEF, proteins retain their compact three-

dimensional structure, limiting chymotrypsin’s access to certain cleavage sites. In contrast,

171



heating at 75 °C or applying PEF induced partial denaturation or reorganization of secondary
and tertiary structures, thereby exposing new sites to enzymatic action. These structural
alterations may explain the production of specific peptides under pretreated conditions,
unlike native conditions, where the generated peptides are mostly shared with other

treatments.

The Venn diagram also revealed that the experimental condition of PEF3 combined with
hydrolysis by immobilized chymotrypsin generated the largest number of unique peptides.
This condition alone produced 511 unique peptides, representing 96% of the PEF3
population and 28% of all identified peptides. This increased specificity may be attributed to
a modified enzyme selectivity after immobilization. This result was corroborated by the heat
map (Box C, Figure), which also highlighted significant variations in the distribution and
relative abundance of peptides when chymotrypsin was immobilized. Finally, the presence
of 12 sequences common to all fractions indicated that certain cleavage sites were particularly
accessible and conserved, regardless of treatment or hydrolysis method (free or immobilized
chymotrypsin). These common peptides appear to originate from protein regions whose
structure remains largely unchanged, irrespective of heating, PEF treatment, or hydrolysis

method used.

5.7.4.2.3. Screening bioactivities

Among the 1 851 peptides analyzed, only one, LSSGDVF, previously identified in the
bioactivity predictions of hydrolysates produced by free chymotrypsin, has been reported in
the literature for its antihypertensive effect. The remaining 1 850 peptides were evaluated
based on physicochemical criteria associated with antihypertensive and antidiabetic
bioactivities to predict their bioactive potential. This analysis identified 129 potentially
antidiabetic peptides, 62 of which were specific to the hydrolysates produced by immobilized
chymotrypsin. Additionally, 401 peptides were predicted to have antihypertensive activity,
with 201 being exclusive to the hydrolysates generated by the immobilized enzyme. These
findings highlighted the critical role of enzymatic immobilization in generating unique
potentially bioactive peptides. Unlike free chymotrypsin, immobilization altered substrate

accessibility to the chymotrypsin active sites, thereby promoting the production of specific
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peptides. Furthermore, the binding of chymotrypsin to alumina slightly altered its three-
dimensional structure, influencing its selectivity for certain cleavage sites on the PP and
enabling the production of more diverse peptides (Wu et al., 2015; Mazzocato & Jacquier,
2024). These mechanisms explain why a significant proportion of bioactive peptides was
exclusively generated by immobilized chymotrypsin. The sequences of potentially bioactive
peptides generated from the hydrolysis of PP using immobilized chymotrypsin are detailed
in the Figure 5.45.

Potentiall q g . . N =263
en Yy Potentially antihypertensive peptides
antidiabetic
g 201 174
peptides
HMPPSSGSAPVNLEPF. VIVKILARRPSNF. FVALFIGIVEALG. LVVAYKVAFK.
62 LMCRGSTEPLPFDLL, REGDIIAVPTGIVFW, LEAIASPSVTPYFH, FESFEPFF, VIPVNGPGKF,

IAGRF, TLPILRNL, TIPHY,
SSPIHIW, YMHQPLA, VVPAGIHPF,
VAISLL, FNIIAFN, LIGGVGFA,
DLPVLRW, LSGDVFI, NPFIF,
LNPFIFG, VPGGW, LVIVILF,
HPQQPALL, VPRLW, VVVPQNF,
LDIFVNS, LFFGSLS, LSQARLP,
LTPVIA, GFIWNPL, FNVFDLYV,
VTRAPFVF, ITHTVPF, LNAHSLLA,
LGAARL, LFLVGN, LGGPQLF,
QPHPF, YVLDLP, RIPGVMF,
TLPVLRY, VFVYASVW

Dual-potential
peptides

27

MLKGFEML, GVPEAQF, ILQKF
LILEPIN, LGAAKSL, IGKLAL
LFIIAEGL, LLPEVA, LEVDIFQ
IYKIL, LVEALP, ASAKAAL
EIKANAF, AAQLKL, VEAAHL
KGAFL, VIPVDPEL, SKLWPF
AAHEVLSW, AGLAK, AKGPLVF
SGALKLL, LKAASLA, FEPINLL
ILTKF, VMKTAVYL, FADENFI

LTAKPVNLATDKVITLGLI LDPEDVA, LSLIRPPLE, FMLIGTVEDDIFV, FDKGFWGADLL,
FNEPTALSDGADAAIYTLI, GPKKIADMFPFFEGTVF, LASKIPIAVDMAKDY, SNKIATAIL, DLAIPVNKPGQLQSF,
LIAPENATMRELIEMRTFW, AVLEIKANAF, LEAISYIRFF, ITAVAIGQEIFIRLRCNVGW, LNVIVKLN, FADVEWALGLL,
FLFIIAEGLS, LDVTGRLVPEL, LFINDKYVLL, LEDESAFFV, LFPEFVEEKCPQLI, LLVQQERQATLLI, YETWALFL,
VIPAGHPVAVKASSNL, LTLPVLKLL, LEVPGILDRLA, YIWDMVWNKWA, LNVPVVELE,
'YMYPGGAALTDFAEPYV, LLPVFSEDAVPGRIRLM, LMIARALIHEPRLL, SQISPLPVLKEIF, LLTEPVALQAYQ,
LMIEVDQIYHLACPASPIFY, LDEAASLPGVRVVF, LFEIAKDGVLL, LKEIPMLLTE, LGDWDLKLPLG, LAVLEIKANAFL,
KVKLCGIVL, YHFKTNNQTIALPAISLLW, LGEVEHILL, WVIPVDPELL, SVVHPINKL, IKMPDFGEIPNL. LAEIAKKLTHVTFL,
GPKKIADMEPF, FITALNSFSSPVATVVYK, FQSLISKLEFL, FNVIRDIAKAGVTVLLV, HNINAKLRPGVMF, WRAFVELARTH,
LIPPPKFSLGFPTGPFG, LREEAVVYIKGTPFV, FNSIKPLL, LVLHEFAGPVPYY, FLARHEADLLA, AVAAKSLSDRF,
ITINAFGCVIETIYL, RATPAEVLANAF, LTFQAAASNLK, IAAVRLPEGSF, LIAVIDTMSGPEFEQWF, RATPSEVLANAF,
LIYEVILFPNDDDYI, LFINSPGGEVLSGLA, WEELKVELL, LAEDSALKPF, VYLPRDEAF, KPWTAPGGSLMEEVF, FEPFEFA,
VIPASHPVAVKASSNL, LKLQSSFHPLF, WAMANTPHEAFE, FNVIRDIAKAGVTVLL, LALEIGLAPGSFT, SRMIELPVDVKL,
LLIPVNESIYG, YWTVEIALPLKELA. LADLAEPGAWS, LAAVLELRSCLD, FVVSPTIVHWEALLR, LNEEAFTPKFI,
LAAEEDGVQVMKPMPDLD, WESDEAFFI, MVVTEALARGLPVLA, VIPTELNQMIL, FAVGAVLVTANTDEFT,
FEARLIFEISKTLV, FVAQAPALDKCVSSFK, WFIIRALGELV, YMPMQDNALLGELL, REGDIIAVPTGIVF,
LDGAAERILFE, VIENAEIERLL, FMDGESPFL, AIPVNKPGQLQSF, LFEQLPKGAALI, FGDALESIPMALAENSGLQ,
KKAIVF, VIPAGHPVSVKASSNLDLF, DLAIPVNKPGQL. FEAAPGGTKMVFTEQVVFLD, FLIPENLL, YGLAVLEIKANAFL,
'WKGFLEFF, FIIKTFL, GVSKIAIDKLLDDPVDSIIF, FVYGLILPHGKFA, LKASAFVLG, LLSLHVIEFY, LVDIRFKFF,

VKQGDLIAIPPGVPY, LIAHIVVLEIEFTLA, RATPGEVLANAF, FSRMIELPVDVKLD, FGWQDILELV, LTEVALDSNLL, FESPEFM,

MIARALIHEPRL, YHNINAKLRPGVMEFV, LSARSAALEPLN, ADLAEPGAW, DIAAEKVDEVF, LADTVEFF, FENEIVRLA,
VGRDSAISATPAEVL, WSSDVSLGVYPLPKFWA, LVIEGKAPAPFT, LIDEVAHILA, VNPNRNFSVPIHWKPLPF,
LILDEGTSALTAADVAEVEFS, FVFHDMEDLVRLR, NPALGVMKVF, LEELVGVTLF, LHWLASGASAGAQEQFF,

SKNILEAAF, LLASKIPIAVDMAKDYK, LDQIFPEFQ, SKGDVIAIPPGIPY, YAQAVGGLGKIDPVLA,

FVAYEQVWPASGKPFA, AFPGSAQEVDRIL, LNTHAVVEPF, FIFIQELK, LKNVPTVILKQLG, FILQKFI,
LNALEGVSSGAGAFF, VAYPELHFVEQGMGVL, KPEWSAEEAEVVF, FLADPVGYPKSLQEVLA,
LVVMTIENERSDFIWKLM, LKFPLVSTLEIRDMRVAVFA, LLESGLKLL, LIQAIVFANNKHGGVLE,
LEIADFAGIQRFVIGFH, LFEISPASLR, ADMKGFPPL, NHGDEPLVAISLL, VGRDSAISATPAEVLGHVEF,
VLPNTLKFAL, WNPEADAKKLA, LEKGFIFA, LIFIIQGKGVLGLA, MSLALEDDLPDLA

Figure 5.45. Venn diagramm: Potentially antihypertensive and antidiabetic peptide
sequences obtained from immobilized chymotrypsin. The number in green represents
sequences with exclusively antidiabetic potential, while the number in red indicates those
with only antihypertensive potential.

The analysis of the relative abundances of potentially antihypertensive and antidiabetic
peptides revealed significant variations between the protein hydrolysate pretreated with PEF
under condition 3, followed by hydrolysis using immobilized chymotrypsin, and other
experimental conditions. Several peptides, such as AAHEVLSW, AAQLKL, and
ADLAEPGAW, exhibited marked variations in relative abundance in the PEF condition 3
For

combined with immobilized

chymotrypsin hydrolysis. instance, the peptide
ADLAEPGAW showed a notable increase in relative abundance under this condition

compared to native PP hydrolyzed with immobilized chymotrypsin (+41.6%) and PP
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pretreated with PEF under condition 3 and hydrolyzed with free chymotrypsin (+318.7%).
This peptide was found in Box B of the heat map (Figure 5.43). Conversely, a significant
decrease in relative abundance was observed for the peptide AAHEVLSW, with values
134.2% and 121.6% lower compared to native PP hydrolyzed with free chymotrypsin and PP
pretreated with PEF under condition 3 and hydrolyzed with free chymotrypsin, respectively.
This peptide was found in Box A of the heat map (Figure 5.43). These results highlighted the
combined impact of PEF 3 and chymotryptic hydrolysis using an immobilized enzyme on
modulating the peptide profile. PEF improved the accessibility of cleavage sites in PP, while
chymotrypsin immobilization enhanced the stability and specificity of catalytic activity.
Consequently, this combination enriched certain potentially bioactive peptides while
influencing their relative distribution compared to other conditions. These observations
support the idea that the PEF strategy and hydrolysis using an immobilized enzyme constitute
a promising approach for the targeted production of bioactive peptides, suitable for functional

or therapeutic applications.

5.8.Conclusion and perspectives

This study demonstrated that PEF enhance the chymotryptic hydrolysis of PP. PEF
pretreatments 3 (10 kV/cm, 19 pulses) and 6 (10 kV/cm, 38 pulse) significantly increased the
DH compared to untreated or preheated PP at 75 °C. These results can be attributed to
structural alterations induced by PEF, including an increase in B-sheets and p-turns,
accompanied by a decrease in a-helices, leading to increased structural disorder. These
modifications promoted greater accessibility of sulthydryl groups and enhanced surface
hydrophobicity, disrupting intermolecular interactions and facilitating the partial unfolding
of PP. These structural changes directly contributed to the improvement in enzymatic
hydrolysis, as evidenced by the increase in DH and the enhanced production of potentially
bioactive peptides, including antihypertensive and antidiabetic sequences previously
unreported in the literature. Moreover, PEF pretreatments 3 and 6 demonstrated greater eco-
efficiency compared to thermal treatment. While most studies involving PEF focus on

modifying protein structure and enhancing enzymatic hydrolysis, the research conducted in
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this study also incorporated chymotrypsin immobilization and its impact on the resulting
peptide hydrolysates. This approach not only led to possible differences in the selectivity of
enzymatic cleavage, but also enabled the generation of potentially bioactive peptides, such
as ADLAEPGAW, that have not been previously documented in the literature. Future
research should delve deeper into evaluating the bioactivity of hydrolysates both in vitro and
in vivo to expand their potential applications in food or therapeutic contexts. Additionally,
further improvement of enzyme immobilization protocols could further enhance the
production and diversity of generated bioactive peptides. Equally important is the
identification of immobilization conditions that preserve peptide profiles similar to those of
the native protein, or the selection of pretreatments (such as 75°C) that promote the consistent
production of specific peptides, ensuring greater reproducibility in hydrolysate composition.
In conclusion, this study proposes an innovative and sustainable strategy for valorizing plant
proteins. By combining PEF treatments with enzyme immobilization, it opens new avenues

to produce high-value bioactive peptides in protein-rich food matrices.
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5.9.Supplementary Material

Table 5.6. Statistical analysis of DH evolution across different treatments (native, heat and
PEF) during PP enzymatic hydrolysis.

Level of significance

Hydrolysis duration (min)

0 5 15 30 45 60 90 120 150 180 210 240
Native a c,d ¢ d d de d d d d d d
Jear, (reatment e d e e £ f f f f f g
PEF 1 a c c d d d d,e d,e d d d e
PEF 2 a d C d d e e e e e e f
PEF 3 a a a a a a a a a a a a
PEF 4 a c c d d de e d,e e e e f
PEF 5 a b b C C C C C C C C C
PEF 6 a a a b b b b b b b b b

*Treatments with different letters within a column are significantly different (P < 0.05).
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6. Chapitre 6 — Discussion Générale

Les résultats exposés dans cette thése témoignent d’une étude approfondie visant a améliorer
I’hydrolyse enzymatique en vue de la valorisation des protéines agroalimentaires (a-LA et
PP) en produits a haute valeur ajoutée, notamment des peptides aux propriétés bioactives.
Les méthodes conventionnelles d’hydrolyse enzymatique présentent plusieurs limitations
majeures. D’une part, la structure globulaire et compacte des protéines peut limiter
I’accessibilité¢ aux sites de clivage enzymatiques, réduisant ainsi 1’efficacité du processus
(Dullius et al., 2018). D’autre part, 1’utilisation d’enzymes libres entraine une faible stabilité
catalytique et un usage unique, ce qui augmente les colits de production (Sheldon et al.,
2021). Enfin, les procédés thermiques, souvent employés pour induire une modification
structurelle des protéines et améliorer I’efficacité enzymatique, entrainent une consommation
énergétique élevée, pouvant compromettre la durabilité des procédés (Nicoleta et al., 2010;

Jovanovi¢ et al., 2016; Agoua et al., 2022).

Jusqu’a présent, les recherches sur I’optimisation de 1’hydrolyse enzymatique des protéines
se sont principalement focalisées soit sur 1’application des technologies athermiques,
notamment les CEP, pour moduler la structure des protéines et améliorer leur susceptibilité
a ’action enzymatique (Mikhaylin et al., 2017; Agoua et al., 2020 ; Agoua et al., 2022), soit
sur I’immobilisation enzymatique afin d’accroitre la stabilité et la recyclabilité des enzymes
dans le cadre de I’hydrolyse des protéines (Bayramoglu et al., 2020). Toutefois, bien que ces
approches aient été explorées de maniére indépendante, aucune étude ne s’est jusqu’a présent
intéressée a leur combinaison. Cette thése constitue ainsi la premicre étude intégrant
I’association des CEP et de I’immobilisation enzymatique dans le but d’améliorer
simultanément ’accessibilité enzymatique, la sélectivité du clivage des liens peptidiques et

I’éco-efficience du procédé de production des peptides ayant les activités biologiques.

A cette fin, une hydrolyse enzymatique a été réalisée en deux étapes. Dans un premier temps,
I’enzyme sous forme libre a été utilisée afin d’évaluer I’effet des CEP sur la structure des
protéines natives et leur impact sur la composition des hydrolysats. Dans un second temps,

I’hydrolyse a été effectuée avec 1’enzyme immobilisée pour analyser spécifiquement
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I’influence de I’immobilisation sur les produits de I’hydrolyse. Enfin, la combinaison des
deux procédés a été examinée afin d’analyser leur effet conjoint sur la production de peptides.
Cette approche progressive a permis d’établir une preuve de concept avec I’a-LA, protéine
modele bien caractérisée, avant son application aux PP, un mélange protéique plus complexe

d’intérét industriel et stratégique pour I’exploitation de sources protéiques végétales.

Le premier objectif spécifique de cette étude a été d’évaluer I'impact des CEP sur les
protéines agroalimentaires et leur hydrolyse par la a-CT libre. Cette technologie verte
émergente a permis d’induire des modifications structurelles des protéines grace a un
controle précis de divers parametres, améliorant leur susceptibilité enzymatique et offrant

ainsi une alternative prometteuse aux techniques conventionnelles (Figure 6.46).

Protéine
native

Protéine +

native P1 LR =

Enzyme libre

Enzyme libre Dénaturée,
non recyclée

Approche conventionnelle

Abondance relative
plus élevée des
peptides bioactifs

Enzyme

Protéine
partiellement

dénaturée

Performance
d'hydrolyse améliorée,
sélectivité modulée et Recydab]e
génération de peptides
bioactifs non répertoriés

Sites de

coupures . o
favorisés Enzyme immobilisée

Stabilité améliorée

Approche innovante

A}
Fort impact de la nature du substrat |
protéique et des parametres CEP 1

Figure 6.46. Effet combiné des CEP et de I'immobilisation enzymatique sur la production
d’hydrolysats de peptides bioactifs de I’a-LA et des PP.
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Impact des CEP sur la modification de la structure protéique et leur hydrolyse

Effets des CEP sur [’a- LA

L’application de conditions spécifiques de CEP sur ’a-LA a induit une modification
substantielle de sa structure secondaire et tertiaire. Des parameétres élevés en termes de force
du champ ¢lectrique et de nombre d’impulsions (15 kV/cm, 75 impulsions ou 20 kV/cm, 37
impulsions) ont exercé une influence déterminante sur la dénaturation partielle de I’a-LA.
En effet, ’augmentation de ces parameétres a permis un controle plus précis du processus de
dénaturation, favorisant ainsi une meilleure exposition des sites de clivage a 'a-CT.
Toutefois, I’intensification de ces conditions expérimentales s’est avérée limitée par la
conductivité intrinseque de la solution d’a-LA, laquelle a constitué¢ un facteur limitant en
empéchant I’augmentation de I’intensité du champ électrique ou du nombre d’impulsions
sans induire la formation d’arcs électriques. Malgré cette contrainte, une diminution
significative de la proportion des hélices a, couplée a une augmentation des feuillets 3, a été
observée. Ces modifications structurales se sont accompagnées d’une élévation de la
concentration des groupements -SH accessibles ainsi que d’une augmentation de
I’hydrophobicité de surface, ce qui a renforcé 1’accessibilité des sites de clivage a I’a-CT. Ce
phénomene de dénaturation induit par le CEP a conduit a une amélioration notable du DH,
qui a été multiplié par un facteur de 2 sous cette condition, ainsi qu’a une augmentation de
I’abondance relative de 32 peptides sur les 35 identifiés, atteignant plus de 200 % par rapport
a ’a-LA native. Néanmoins, la modification structurale induite par ce traitement s’est révélée
plus efficace que celle obtenue par un prétraitement thermique conventionnel, a 1’exception
de celui réalis¢ a 75 °C, qui a entrainé une dénaturation partielle de ’a-LA et une
augmentation du DH par un facteur de 4. Toutefois, ’abondance relative des 32 peptides
générés n’a progressé que de 128 % par rapport a ’a-LA native. Ces résultats mettent en
¢évidence le fait que, bien que le DH constitue un indicateur clé¢ de la dénaturation des
protéines et de ’efficacité de leur hydrolyse enzymatique, il ne permet pas, a lui seul,
d’évaluer de manicere exhaustive la production des peptides obtenus. Une hydrolyse excessive
peut méme s’avérer contre-productive. Ainsi, un prétraitement thermique a 90 °C a induit
une aggrégation de I’a-LA, aboutissant a un DH similaire a celui de I’a-LA native et & une

abondance relative des peptides qui est restée proche de celle observée en I’absence de
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traitement. Par ailleurs, un prétraitement thermique a 85 °C a eu un effet plus modér¢,
induisant une augmentation du DH d’un facteur de 1,7, tandis que I’abondance relative des
32 peptides n’a progressé que de 69 % par rapport & 'a-LA native. Ces observations
soulignent la nécessité d’adopter une approche intégrée qui prenne en compte non seulement
le DH, mais également la nature des peptides générés et leurs activités biologiques, afin
d’évaluer avec précision I’efficacité du processus d’hydrolyse. Cette démarche est essentielle
pour optimiser la valorisation des protéines agroalimentaires et leur transformation en

produits a haute valeur ajoutée.
Effets des CEP sur les PP

Les PP ont manifesté une réponse distincte aux CEP par rapport a I’a-LA, leur efficacité
étant fortement conditionnée par la force du champ électrique et le nombre d’impulsions
appliquées. Une force de champ modérée (10 kV/cm) couplée a un nombre restreint
d’impulsions (19) constitue un exemple de condition ayant permis d’induire une dénaturation
partielle, facilitant ainsi I’accessibilité¢ des sites de clivage a I’a-CT. Cette dénaturation
controlée s’est traduite par des modifications structurelles notables, caractérisées par une
diminution des hélices o, une augmentation des feuillets B, ainsi qu’une élévation de la
concentration des groupements -SH accessibles et de 1’hydrophobicité de surface. Ces
altérations structurelles ont renforcé la sensibilit¢ des PP a I’hydrolyse enzymatique, se
traduisant par une augmentation du DH par un facteur de 1,6 et une hausse de 1’abondance
relative des peptides d’environ +140 % par rapport aux PP natives. Toutefois, contrairement
a 'a-LA, une force de champ trop élevée a induit une dénaturation excessive des PP,
entralnant une agrégation des protéines et réduisant ainsi I’accessibilité enzymatique. Un
effet similaire a été observé avec un prétraitement thermique a 75 °C, qui a favorisé une forte

agrégation protéique, limitant significativement la disponibilité des sites de clivage.
Synthese des effets des CEP

Ces résultats mettent en évidence 1’influence conjointe de la nature de la protéine et des
paramétres des CEP sur I’efficacit¢ du processus de dénaturation et d’hydrolyse
enzymatique. En effet, plusieurs études ont démontré que I’application des CEP induit une

modification structurales au sein de nombreuses protéines, notamment celles du lactosérum,
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du canola, du soja, ainsi que des protéines myofibrillaires de poulet. Ces altérations se
traduisent principalement par une réduction des hélices o, une augmentation des feuillets f3,
ainsi qu’une ¢élévation des groupements -SH accessibles et de I’hydrophobicité de surface (Y.
Li et al., 2007; Xiang et al., 2011; Zhao & Yang, 2012; Mikhaylin et al., 2017; L. Zhang et
al., 2017; Agoua et al., 2020a; Dong et al., 2020; Xu et al., 2021; Axelrod et al., 2022).
Toutefois, bien que ces réarrangements structuraux présentent une dynamique similaire pour
I’a-LA et les PP, leur impact différe en termes de dénaturation et de sensibilité a I’hydrolyse
enzymatique. L’efficacit¢ des CEP est intrinséquement conditionnée par les propriétés
intrinséques des protéines ainsi que par les parametres appliqués, notamment la force du
champ électrique et le nombre d’impulsions. Ces facteurs modulent I’accessibilité des sites
de clivage, régissant ainsi le processus d’hydrolyse enzymatique. Plusieurs études ont
corrobor¢ cette influence : dans le cas des protéines musculaires bovines, une intensification
du champ électrique et une augmentation du nombre d’impulsions se traduisent par une
¢lévation significative du DH, suggérant une facilitation de 1’accés aux sites de clivage
(Chian et al., 2019). A I’inverse, pour la B-lactoglobuline, une augmentation du nombre
d’impulsions n’engendre qu’un effet marginal sur le DH, mettant en évidence une réponse
différenciée des protéines aux CEP en fonction de leur organisation structurale et de leurs

propriétés physicochimiques spécifiques (Agoua et al., 2020a).

Ces résultats soulignent ainsi la nécessité d’une optimisation rigoureuse des conditions de
traitement, permettant d’ajuster précisément les paramétres des CEP aux caractéristiques de

chaque protéine afin d’en maximiser la valorisation et I’efficacité du procédé.

Par ailleurs, 1’évaluation de I’EE des performances d’hydrolyse a mis en évidence la
supériorité des CEP par rapport au chauffage conventionnel, sous réserve que les conditions
appliquées permettent une dénaturation partielle et favorable de la protéine a I’action
subséquente de I’enzyme. Toutefois, en 1’absence d’un ajustement rigoureux de ces
parametres, I’application des CEP ne confére aucun avantage significatif, voire peut s’avérer
contre-productive, comme en attestent les scores d’EE négatifs observés dans certaines
conditions expérimentales. Ces résultats soulignent ainsi la nécessité d’un controle précis des
conditions opératoires, adapté aux spécificités de chaque protéine, afin d’optimiser

I’efficacité énergétique et environnementale du procédé.
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Impact de I’immobilisation enzymatique

Le second objectif spécifique de cette étude était d’évaluer et de comparer les performances
de I'a-CT sous ses formes libre et immobilisée, tout en analysant I’impact de
I’immobilisation sur la production, le profil et les caractéristiques des hydrolysats peptidiques
issus de I’a-LA et des PP. Pour ce faire, ’a-CT a été immobilisée sur un support d’alumine
fonctionnalis¢ via des liaisons covalentes avec de la DOP, formant le complexe
alumine@CTMS@APTES@DOP-CT. Cette stratégie d’immobilisation a permis
d’améliorer significativement la stabilité enzymatique ainsi que sa recyclabilité, avec une
activité conservée sur 10 cycles successifs d’hydrolyse. Outre son efficacité pour 1’hydrolyse
des protéines agroalimentaires, le support développé présente des propriétés particulierement
adaptées aux applications industrielles de digestion enzymatique. Sa biocompatibilité et son
absence de toxicité en font un matériau prometteur pour une utilisation a grande échelle,
garantissant a la fois un rendement optimisé et une réduction des cofits li¢s au renouvellement

enzymatique.

L’immobilisation enzymatique a également influencé le profil des peptides générés, de
maniére distincte selon la protéine substrat. Pour I’a-LA, elle a permis une hydrolyse
similaire a celle de I’enzyme libre, maintenant une spécificité de clivage comparable et
produisant des peptides identiques. En revanche, pour les PP, I’immobilisation a induit une
modification notable de la sélectivité catalytique de 1’a-CT, aboutissant a la formation de
nouveaux peptides absents des hydrolysats issus de I’enzyme libre. Cette redistribution des
fragments peptidiques met en évidence I’influence de I’immobilisation sur la conformation

enzymatique et son interaction avec le substrat, modifiant ainsi son mode d’action.

Impact de la combinaison CEP et immobilisation enzymatique sur les performances

d’hydrolyse et la production de peptides bioactifs

Le troisiéme et le quatriéme objectifs spécifiques ont porté sur I’effet combiné des CEP et
de I’hydrolyse enzymatique catalysée par I’a-CT immobilisée

(alumine@CTMS@APTES@DOP-CT) ainsi que sur la production de peptides bioactifs.
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Effets sur l'hydrolyse de |’ a-LA

La combinaison CEP/enzyme immobilisée a en partie levé la résistance de 'a-LA a
I’hydrolyse, facilitant ainsi la dégradation de la protéine et permettant une extension de la
couverture de séquence de 26 % par rapport a I’hydrolyse catalysée par I’a-CT sous forme
libre. En particulier, cette stratégie a favorisé la libération de peptides situés a proximité des
ponts disulfures, dans la région f{61-92). Par ailleurs, la stratégie combinatoire induit
principalement la génération de peptides identiques a ceux obtenus avec CEP/a-CT libre,
garantissant ainsi le maintien d’une spécificité enzymatique comparable a celle de I’enzyme
en solution. Cette approche a également permis la production des mémes peptides bioactifs,
mais avec une abondance relative accrue. Toutefois, malgré ces améliorations, le nombre
total de peptides produits est resté¢ inférieur a celui obtenu avec CEP/a-CT libre, les

hydrolysats étant majoritairement constitués de peptides de plus grande taille.
Effets sur l'hydrolyse des PP

Les PP ayant subi la combinaison CEP/enzyme immobilisée ont présenté une réponse
distincte par rapport a I’a-LA. Alors que, pour cette derniere, I’immobilisation enzymatique
s’est principalement traduite par une augmentation de I’abondance relative des peptides sans
altération majeure de leur profil, elle a induit chez les PP une modification notable de la
sélectivité catalytique. Cette sélectivité modifiée de I’a-CT a conduit a la production de 511
nouveaux peptides, absents dans les hydrolysats obtenus avec CEP/a-CT libre, révélant une
redistribution des séquences peptidiques et 1’émergence d’un profil distinct. Ces résultats
illustrent ainsi I’influence conjointe de la nature de la protéine et du prétraitement par CEP
sur les conditions d’hydrolyse enzymatique, modulant ainsi le profil des peptides générés et
ouvrant des perspectives prometteuses pour la production plus performante de peptides

bioactifs.

Enfin, le criblage des activités biologiques potentielles a révélé la présence de nouvelles
séquences peptidiques aux propriétés antihypertensives et antidiabétiques, jamais

documentées jusqu’alors dans la littérature.
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Concernant 1’hypothése de recherche, les résultats de cette étude démontrent que
I’association des CEP en tant que prétraitement avec 1’hydrolyse enzymatique catalysée par
I’a-CT immobilisée constitue une approche particulierement efficace pour la valorisation des
protéines agroalimentaires. La preuve de concept réalisée sur I’a-LA a permis de valider
I’efficacité de cette stratégie, tandis que son application a des matrices alimentaires plus
complexes, telles que les PP, a révélé un effet encore plus marqué sur I’amélioration des

performances d’hydrolyse et la production de peptides bioactifs.

L’un des principaux atouts de cette stratégie réside dans I’immobilisation de 1’a-CT, qui
confére a I’enzyme une stabilité accrue et une recyclabilité de I’enzyme tout en conservant
une activité catalytique élevée sur plusieurs cycles d’hydrolyse. L’intégration des CEP au
procéd¢ d’hydrolyse constitue une avancée majeure, permettant un contrle précis des
réactions enzymatiques et une amélioration significative du rendement d’hydrolyse. D’un
point de vue industriel, I’association des CEP et des enzymes immobilisées offre une
alternative économiquement viable aux procédés thermiques conventionnels. En effet, les
CEP se distinguent par une faible consommation énergétique, et leur mise en ceuvre en
continu, couplée a I’utilisation d’enzymes stabilisées, favorise une optimisation des cofits
d’exploitation. Bien que I’investissement initial pour 1’acquisition et l’installation des
équipements de CEP puisse osciller entre 450 000 et 2 000 000 USD selon I’échelle de
production, cette approche innovante permet d’accélérer I’amortissement des colts grace a
la production de peptides bioactifs a haute valeur ajoutée, prisés pour leurs applications
nutraceutiques et pharmaceutiques (Ulug et al., 2021). De surcroit, 1’adaptabilité des CEP et
de I’hydrolyse via une enzyme immobilisée aux infrastructures industrielles existantes limite
les besoins en modifications structurelles, facilitant ainsi son adoption a grande échelle tout

en renforgant la rentabilité du procédé (Ulug et al., 2021; Maghraby et al., 2023).

Cependant, certaines limites doivent étre prises en compte avant une généralisation de cette
approche. Tout d’abord, seules deux protéines ont été testées dans cette étude, ce qui ne
permet pas d’affirmer que les résultats obtenus sont transposables a I’ensemble des protéines
agroalimentaires. De plus, une seule enzyme (a-CT) a été évaluée, bien que d’autres
protéases puissent présenter des spécificités catalytiques différentes, influengant ainsi la

nature des peptides obtenus. Concernant I’immobilisation enzymatique, un seul support a été
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utilis¢, alors que d’autres pourraient offrir des performances distinctes en fonction des
conditions d’hydrolyse. De méme, bien que certaines conditions CEP aient montré un effet
bénéfique sur 1’accessibilité des sites de clivage, seules quelques conditions expérimentales
ont été testées, laissant une marge d’optimisation pour adapter le procédé a différentes

matrices protéiques et applications spécifiques.

Ces résultats mettent en évidence le potentiel de cette approche, mais soulignent également
la nécessité d’études complémentaires afin d’explorer un plus large éventail de protéines,
d’enzymes et de conditions de traitement. Une meilleure compréhension des interactions
entre les CEP, I'immobilisation enzymatique et la structure des protéines permettrait
d’affiner les stratégies d’hydrolyse et d’optimiser la production de peptides aux propriétés

bioactives.
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Conclusion générale et perspectives

Dans un contexte ou la valorisation des protéines agroalimentaires constitue un levier
stratégique pour le développement de nouvelles approches en biotechnologie, 1’optimisation
des procédés d’hydrolyse enzymatique apparait comme une voie privilégiée pour la
production de peptides bioactifs. Toutefois, les contraintes liées a la structure native des
protéines, limitant I’accessibilité aux sites de clivage enzymatiques, ainsi que la stabilité des
enzymes, influengant la reproductibilité des processus, demeurent des verrous scientifiques
et technologiques majeurs. Au cceur de ce travail, ’association du prétraitement par CEP et
de I’immobilisation enzymatique s’est imposée comme une approche innovante, permettant

de moduler la structure des protéines tout en améliorant la stabilité enzymatique.

Les travaux menés pendant cette thése ont démontré que 1’application ciblée des CEP, sous
des conditions spécifiques définies par la force de champs et le nombre d’impulsion), induit
des réarrangements structuraux significatifs au sein des protéines, entrainant un dépliement
partiel et une meilleure exposition des sites de clivage enzymatiques. Cette modification
conformationnelle a influencé de maniére notable 1’efficacité de I’hydrolyse enzymatique,
favorisant la libération de peptides spécifiques dont le profil et I’abondance varient en
fonction des paramétres de traitement appliqués ainsi que de la nature intrinséque de la
protéine cible. L'analyse approfondie des hydrolysats a révélé la présence de peptides
présentant un potentiel bioactif, notamment des activités antihypertensive et antidiabétique,
mettant en lumiére la pertinence de cette approche pour la production de peptides d'intérét a

haute valeur ajoutée.

L’immobilisation covalente de I’a-CT sur de I’alumine a permis d’améliorer sa stabilité et
d’assurer une activité catalytique prolongée. Cette approche a également accru la
recyclabilité enzymatique, réduisant ainsi la consommation d’enzyme tout en préservant une
hydrolyse efficace. Comparée a I’enzyme libre, I’immobilisation a induit des modifications
dans la sélectivité enzymatique, influengant directement la composition des hydrolysats

peptidiques.
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En induisant une modulation spécifique de I’orientation des sites de clivage enzymatiques,
I’immobilisation a favorisé la génération de peptides présentant une diversité de tailles, de
masses moléculaires et de séquences. Cette modulation s’est révélée déterminante,
influencant directement le potentiel bioactif des peptides en conditionnant leur aptitude a
interagir efficacement avec leurs cibles biologiques. Ces variations résultent probablement
d’un effet combiné entre les contraintes spatiales imposées par I’immobilisation,

I’accessibilité au substrat et la nature intrinséque de la protéine hydrolysée.

Ces résultats confirment I’hypothése générale selon laquelle le prétraitement par CEP
favorise le dépliement partiel des protéines, améliorant I’accessibilité des sites de clivage de

I’a-CT immobilisée et favorisant ainsi la libération de peptides bioactifs.

Les connaissances générées au cours de cette étude ont permis d’approfondir la
compréhension de la combinaison entre les traitements physiques et enzymatiques.
Toutefois, des explorations complémentaires demeurent nécessaires afin d’optimiser ces

processus et d’affiner leur impact sur la structure et I’hydrolyse des protéines :
1. Affinement des parametres des CEP

o Explorer I’'impact d’autres force de champ et nombre d’impulsions de CEP

pour mieux contrdler les modifications structurelles de I’a-LA et des PP.

o Vérifier si ces effets sont reproductibles sur d’autres protéines d’intérét pour

la production de peptides bioactifs.

e Tester d’autres parametres CEP (p. ex. durée d’impulsions, fréquence, forme

des impulsions...).

e Approfondir la compréhension de la dépendance des interactions entre les

paramétres de traitement et la réponse des protéines.
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2. Amélioration de I’'immobilisation enzymatique

Tester d’autres supports, d’autres enzymes, ou modifier la chimie de greffage

pour optimiser I’accessibilité des sites actifs de I’enzyme.

Etudier plus en détail la stabilité et la recyclabilité de 1’a-CT immobilisée sur

plusieurs cycles d’hydrolyse.

Développer I’hydrolyse avec 1’enzyme immobilisée en réacteur a lit fixe pour
permettre une hydrolyse continue et un meilleur contrdle des parameétres

réactionnels.

3. Compréhension des mécanismes a 1’échelle moléculaire :

Intégrer des approches complémentaires de modélisation moléculaire (p.
ex.dynamique moléculaire ou docking enzymatique) afin d’affiner la
compréhension des mécanismes d’interaction enzyme-substrat et de prédire

avec plus de précision I’impact des CEP sur I’accessibilité des sites de clivage.

4. Caractérisation avancée des peptides bioactifs

Optimiser les conditions d’hydrolyse enzymatique (ratio enzyme/substrat,
durée d’hydrolyse...) afin d’améliorer la libération ciblée de peptides
bioactifs. Des études cinétiques approfondies contribueraient a une meilleure
compréhension des mécanismes réactionnels et de la dynamique de formation

de ces peptides et de leurs bioactivités.

Etendre le screening a d’autres activités biologiques d’intérét (antioxydante,
antimicrobienne, anti-inflammatoire, etc.) en lien avec les besoins en

alimentation fonctionnelle ou santé préventive.

Compléter le screening in silico par des études in vitro et in vivo : modéles
cellulaires, modeles animaux et essais cliniques afin d’évaluer 1’efficacité

physiologique réelle des peptides identifiés.
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Etudier la stabilit¢ des peptides bioactifs dans des conditions digestives
simulées et leur absorption intestinale pour mieux comprendre leur

biodisponibilité.

Evaluer la toxicité et I’innocuité des peptides bioactifs avant d’envisager leur

potentielle application en alimentation fonctionnelle ou en nutraceutique.

Explorer D’intégration des peptides bioactifs dans des formulations
alimentaires, nutraceutiques et pharmaceutiques en considérant les
contraintes technologiques (stabilisation, conversation, solubilité...) et les
exigences des consommateurs (golt, texture, odeur...) afin de garantir

I’efficacité, la stabilité et I’acceptabilité des produits développés.

5. Extension aux protéines végétales et nouvelles sources

Explorer I’application de cette approche a d’autres sources protéiques
végétales pour diversifier les peptides bioactifs potentiels et valoriser les co-

produits agroalimentaires.

6. Mise a I’échelle pilote et industrielle

Les expériences de ce projet doctoral ont été réalisées a 1’échelle laboratoire.
Ainsi, une validation a plus grande échelle sera nécessaire, en passant par des
essais a I’échelle pilote afin d’optimiser les paramétres procédés et d’évaluer

la reproductibilité des résultats.

Transposer aux conditions industrielles en prenant en compte les contraintes
de production (cofit, rendement, efficacité des procédés) et les exigences

réglementaires.

Etendre I’analyse d’éco-efficience a I’ensemble des étapes du procédé afin
d’identifier les leviers d’optimisation environnementale. L’intégration

d’outils d’analyse du cycle de vie (ACV) permettrait de positionner le procédé
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dans une démarche globale d’écoconception, en comparant 1’intérét
environnemental et fonctionnel des différentes configurations technologiques
(par exemple : traitement thermique avec enzyme libre vs CEP avec enzyme

immobilisée).

Ainsi, cette these établit les bases d’une amélioration des stratégies de production de peptides
bioactifs en associant pour la premicre fois un prétraitement des protéines par CEP a
I’immobilisation enzymatique. La preuve de concept réalisée sur ’a-LA a démontré la
faisabilit¢ de cette approche, et sa transposition aux PP ouvre des perspectives pour
I’exploitation de nouvelles sources de peptides bioactifs, avec des applications potentielles

en nutrition et santé.
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