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����� ����� ����� ���������� ��� ����� ��� ����� ����� ���������������� ��� ��������� ���������� ������
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������ ������� de l’IMBE�� ����� ���� �������� ����� ���� ����������� ��� ���� ��������������
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Figure I.1. Hammers crushers 
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Figure I.2. Mixer of Castelas Mill (a), kneading of olive paste (b)�
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Figure I.3. General plan of olive oil production 
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Table I.3. Reported biophenols in olive mill wastes with UV and mass spectral data 
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Figure I.5. Chemical structure of some flavonoids 
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Figure I.6. Chemical structure, conical shape and hydroxyl rims of β-CD  

The main native CDs are α�CD, β�CD and γ��������������������������������������

units of glucopyranose connected by α����������������������������������������������������������

������������������������������������������������������������������������������������������

����������������������������������������������������������������������������������������������

��������������������������������������������������������������������������������������������

���������������������������������������������������������������������������������������������

���������������������������� ���� ������� �������� ��������������������� ��������������������

������ ��������������� ������� ������������� ������������ ��������� ������ ��� ���� ������� ��� ����

����������������������������������������������������������������������������������������������

����������������������������������������������������������������������

�����������������������������������������������������������������������

Table I.4. Main physicochemical characteristics of α-CD, β-CD and γ-CD 

α���� β���� γ����

����������

�������������������� �� �� ��
�������� ���������� ���������� ����������

�����������������
���������� ���� ����� �����

����� ��������������
������������� ���� ����� ����

������������������� ����� ����� �����
���������������������������
���������������������� ���������� ���������� ����������

�������������������� ���� ���� ����
������������������� ���� ���� ����



Chapter I, 2        Beta-cyclodextrin as a host for inclusion complex 

38 

�� ������������������
������������������������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������������������������������������������������

���� Determination of the stoichiometry (Job’s method)�

����������������������������������������������������������������������������������

���� ��� ������ ������������ ������������ ���������� ������������� ��������������������� ��������

������������� ������������� ����� ��� ������������� �������������� ��� ���� ���� ������ ������� ����

�����������������������

��������������������������������������������������������������������������������������

�����������������������������������������������������������������������������������������

����������������������������������������������������������������������������������������

��������������������������������������������������������������������������������������������

���������������������������������������������������������������

Figure I.7. Main inclusion complexes 
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Figure I.8. Models of Job’s plots for 1:1, 1:2 and 2:1 guest-host complexes 
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Figure I.9. Type of phase solubility diagram 
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consumers a total intake of 65 g/person/day of α�CD as ingredient and additive (E457); γ����
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�����������������������������������������������������������������������������������������������
they observed than β���� ���� ����� ��������� ���� ���� ������������� ��� ����� ������ ���������

compounds, followed by γ���� �nd α����� ����� ����������� �������� ����������� ��� ����
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��mpounds from olive oil, focusing on oleuropein as well. Once again, β�����������������������

for the oleuropein complexation, having a higher association constant than α����� �����

obtained the best complexation yield by mixing β���������������������������������������������

������������� ��� ���� (2010) produced β���� ���������� ������������������ ���� ��������� ����

��������������� ��� ��������� ������� �������������� ��� ���� ������� �������� ��� ���� ������������
complexation of Tyr with β�CD or β����������������������������������������������������������

studied the sorption of Tyr on a β���� �������� ������������ ����� �����������������
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������ ���������� ��� ����� ����� ���������� ��� ���� (2010) compared β���� ���� ��������� ��� �����

��������s with polyphenols from olive oil. They observed that β���� ���� ����� ��� �����

���������� ��������� �������������� ��� �������� �������������� ���������� ������� ���� ������������

������������������������������������������������������������������������������������������������
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inclusion complexes with a high content of oleuropein by mixing the leaf extract with β����
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have attracted researchers’ interest. In particular, severa�����������������������������������������
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Saliva is also composed of two enzymes: a lipase and a α���������������� ��������

�nteract respectively with lipids and starches. Secreted from Ebner’s glands of the tongue, 
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Figure I.10. Illustration of different modes of transport of phenolic compounds through the 

enterocytes 
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Figure I.11. Glucuronidation of phenols 
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Figure I.12. Sulfation of phenols 
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Figure I.13. Main mechanisms for the absorption and metabolism of (poly)phenols in the small 
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Figure I.14. Global curve of circulating (poly)phenols metabolites 
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Figure I.15. Scheme of main steps involved in the digestion of phenolic compounds 
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Table I.5. Main in vitro methods for determining bioaccessibility and bioavailability (adapted from Etcheverry et al., 2012 [305]) 
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����������� ����������������� ▪��������������

▪ Relati�����������������
▪ Easy to conduct�
▪ �������� ����������������������������

▪ Sometimes not a reliable indicator of 
bioavailability                                                             ▪�
����������������������������������������������
�������������������
▪��������������������������������������������
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▪ Relatively inexpensive�
▪ Easy to conduct�
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▪ �������� ����������������������������
▪ Allows the collection of digest at any step of 
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▪ Expensive�
▪ Few validation studies�
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To summarize, the term of “bioavailability” thus depends on several steps including 
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� �����������������������������������������������������������������������������������������

������������������

Tableau II.1. Solvants, réactifs et produits utilisés pour les différentes études�
������������������������ ���� ������������ ���������
������������������������������������ ���������� �������������� �������
������������������ ���������� ����������� �������
����������������� ��������� �������������� ������
������������������� ������� ���� ������
������������������������������������
���������������������� ���������� �������������� �������

������������������������������������
����������������������������� ��������� �������������� �������

��������������� ������� ���� ������
��������������� ��������� �������������� �������
����������������������� ���������� ������� ������
�������������������� ��������� �������������� �������
����������������� ��������� �������������� �������
��������������� ������� �������������� ������
���������������� ��������� �������������� �������
�������������������
���������������������������� ��������� ������������ �������

��������������� ��������� �������������� �������
��������������������� ��������� �������������� �������
�����������������������
����������������������������� ������� �������������� �������

��������������� ������� ������ �������
����������������� ��������� �������������� �������
����������������������� ��������� �������������� �������
����������������� ��������� �������������� �������
���������������������� ���������� �������������� �������
���������� ��������� �������������� �������
������������������������ ��������� �������������� �������
β��������������� ���������� ��������� ��������
�������������������� ��������� �������������� �������
��������� ��������� �������������� �������
������� ����������� �������������� ������
�������������� ���������� �������������� ������
����������������������������������������� �� ������������� ��
������������������������� ������� �������������� ������
���������� ���������� ������� ���
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������������ ������� ���� ������
�������������� ������� �������������� ������
����������������� �� �������������� ��
������������������������������������������ �� ������������� ��
������������ ��������� �������������� �������
������������� ��������� �������������� ������
���������������� ����������� �������������� �������
���������� ��������� �������������� �������
������������������������ ���������� �������������� �������
��������������� ������� �������������� ���
����������������������������������������� ����������� ������� �������
�������������������� ���������� �������������� ��
�������� ���������� �������������� ��
����������������������������� �� ������������� ��
������������ ����������� �������������� �������
������� ����������� �������������� �������
������������������ �� ��������� ��
�������������������������� ���������� ������������������ �������
���������� ��������� ������������ �������
�������� ��������� �������������� �������
��������� ��������� �������������� �������
������������� ����������� �������������� ������
�
���� �����������������

��������������������������������������� ���������������� ������proviennent d’une même 

récolte (2014). Ils sont issus d’olive�� ��� ��� �������� ���������� ��������� ������ ���� ������� ���

l’agriculture biologique. �

���� ��������� �������� ������� ���� ���� ��������� ��� ������� ���������� ����� ����

����������������� ����� ��������� ��� ������� ���� équipé d’un système à centrifugation 

����������s qui permet l’obtention d’un seul sous�produit, les grignons d’olive humides��

������������������������������. Afin de bénéficier d’une haute teneur en composés phénoliques 

��������������������������������������������������������������������������������������������c’est�

���������������������������������������les grignons d’olive ont été récupérés ce même jour.�

���������������������������������������������������������������������������������������

�����������������������������������������������������������������������������������������
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���� ��������������

������ �����������������������������

��� ������������������ �� ��������� ��� �������������� ����� ������������������� �������

d’un support cuve thermostaté Peltier et d’une cuve quartz ������������������ �������������

���������������������������������pour l’étude des interactions entre les biophénols et la β����

ainsi que les dosages des phénols totaux et de l’activité antioxydante�� ���� �������������

d’extinction molaire des biophénols modèles sont de ����� ��������� ����� ���� ��� ���

������������������������������������������������������������������

������ ������������������������������������������

��� �������� ��� ���������������� �������� ������ ������ ������������ �������� �������

�������������������������������������������� ������������������������������������������������

�������DAD) muni d’une pompe et d’un contrôleur de gradient «� ������� ���� �� ��� ����

colonne BEH C18 50 x 2,1 mm x 1,7 µm sont utilisés pour l’étude chromatographique de la 

phase aqueuse des grignons d’olive (autrement appelé �����������

���������������������������������������������������������������������������������

����������������������������������������������������MS) est utilisé pour l’identification 

��������������������������������������������������� ���������������������������de l’absorption 

�����������������������������

������������������������������������������������������������������������������������������

couplé aux masses des ions parents et fils de deuxième génération permettent l’identification 

���� ����������� ��������� phénoliques présents dans les grignons d’olive� ������ ���� ����

����������������������������������������������������������������������������������������

������ ������������

�����������������������������������������������������������������������������������

���������� ������ équipé d’une membrane vibrante (taille des pores 4������ ����������� ���

��������������������������������������������������������������������������������������������������

formation de complexes d’inclusion à l’état solide.�

������ ���������������

����������������������������������������������������������������������������������

����������������������������������������������est utilisé pour le séchage d’échantillon et����

formation de complexes d’inclusion à l’état solide�par sublimation de l’eau��



Chapitre II                                                             Matériels et Méthodes 
 

100 

������ ������������������������������������

� ����� ������������ �������������� �� ��������� ������� ��� ������� ���� ��� ���� ����

����������������������������������������������������������������������������������������

��������������������������������������������l’étude des ������������������������complexes β����

��������������������������������������������������������������������������������������

������ ��������������

��� ������������� ��� ���������� ����������� ���������� ������� ������� ���� �����

d’une sonde commerciale (Bruker�� ����� est utilisé pour l’étude ���� ������������� ������ ����

�����������������β��������������������������������������������������������������������������

��� ���������� ���� ��� ���� ����� ���� ������������� ����� ������� ����� ��� ������ ��� �������� ���

zirconium (4mm de diamètre extérieur) tournant à l’�������������������������������������

��������������������������������

�� Caractérisation physicochimique des grignons d’olive�
���� �����������������������������

� Les grignons d’olive ont été décongelés avant toutes manipulations. �����������������

des grignons d’oliv��������������de grignons décongelés (environs 600g) à l’aide d’une presse 

������������������������������������������������������������������������������������������������

��������������������������������������������������������������������������������������������������

�������������������������� ����������������������������������������������������������������������

����������������������������

���� ���������

������ ���

� ������������������������������������������������������������������

������ ��������������

� ������������������������gnons d’olive est déterminée selon la norme AOCS Ja 2a�������

��������������������������������������������������������������������������������������������

��������������������L’ensemble est chauffé et l’�������l’échantillon est ���������������������������

��� teneur en eau des grignons d’olive est �������������������������������������������������

����������exprimée en pourcentage d’eau dans la matière fraîche, comme suit����
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�������� ��� (% ��) =
���� × 100������������������������������������������

������
���: masse de l’eau (d����������������
��������������������������������������

������ ������������������������

� 20g de grignons pesés précisément sont séchées à l’étuve à 105°C pendant 24���������

����������������������������������������������������������������������������������������������

�����������������������squ’à obtention d’un ratio m/m ������������������������������������������

���������������������������������������������������������������������� ����è�� �è�ℎ� (% ��) =
���� × 100��

������
������������������������������������
��������������������������������������

������ �������������������

� ��� ������� ��� �������� ��������� ���������� ���� ����������� �� ������� ��� ���������

��������ement séchés. L’ensemble des échantillons est mis 8 heures à 550°C ����� ����

�������������������������������������������������������������������������������������������������

dessicateur, jusqu’à obtention d’un ratio m/m �����������������������������������������������

���������������������������������������������������� ������� (% ��) =
��
 �� 

× %(��)�� ���������

������
����������������������������
���������������������������������
�����������������������������������������������������������������

������ Teneur en noyaux et pulpes d’olive�

� ������grignons séchés sont tamisés afin de récupérer d’une part les fragments de noyaux 

et d’autre part les peaux et pulpes d’olive passées����������������������������������������������

���������������������������������������������������������������������������������������� ����� (% ��) =
���� 

× %(��)          �
������
�����������������������
��������������������������������������������������������������
�����������������������������������������������������������������
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� �����������������������pulpe d’olive est déterminée comme étant la différence entre la 

masse de matière sèche initiale et la masse de noyaux d’olive. Elle est exprimée en g de peau 

������������������������������������������

������ �����������������

� ��������������������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������������������������

placée dans la chambre d’extraction d’un montage Soxhlet. L’extraction est réalisée par 200�

����������������������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������������������������������������l’aide d’un ���������������������

L’huile résiduelle contenue dans les grignons d’olive est exprimée en g d’huile pour 10������

���������������������� �������� ℎ���� (% ��) =
�ℎ�� 

× %(��)         �

������
����������������������
��������������������������������������������������������������
�����������������������������������������������������������������

������ ���������������������������noliques à l’acétate d’éthyle�

� L’acétate d’éthyle est un solvant reconnu pour l’extraction des ����������������������

��������� ������������������������� ���������������������������� ��������� ������� �����������
d’acide chlorhydrique 6����������������������������d’acétate d’éthyle pendant 5 min����� ��

������������������������������������������������������������������������������������������

����� ����� ���� ���mL d’acétate d’éthyle comme précédemment. Les ������� ����������� �����

����������������������������������������te à 40°C à l’évaporateur rotatif ������������������������

��������������������������������������������������������������������������������������������

���������������������������������������������������������

������ ��������������������������

� ������������������������������������������������������������������������������������������

���������������������������������������������������������������������������������������������

����������������������������������������������������������������������������������������������

��������������������������, l’ensemble est complété par de l’eau distillée à 100�����jusqu’au 

������ ��� ������� ���� ��� ������ ��������� ����� �������� ��������� �� ���� ��� ��� �������� ���

���������������� ����� ���� ������ ��� ������������ ���������������� ��� �������������� d’attente, 
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��mL d’une solution saturée en carbonate de sodium est additionné et l’ensemble et complété 

jusqu’au trait de jauge par de l’eau distillée. Après 1� ������ à l’obscurité, l’absorbance est 

������������������

� ����������������������������������������������������������������������������������������

��������������d’échantillon (�������grignons d’olive ������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������������������d’attente, 

������������ �����nate de sodium sont ajoutés au mélange, agités, et l’ensemble est laissé 

��������à l’obscurité à température ambiante. La lecture est réalisée à 750�����

� ������������������������������������������������������������������������������������

d’étalonnage d’������������������������������������������-1) est réalisée dans de l’eau distillée 

et sert à la réalisation de solutions filles permettant d’établir la gamme étalon. Le même 

���������������������������������������

�� ��������������������������de la phase aqueuse des grignons d’olive�
���� �����������������������������

� ������������������������������������������������������������������������������������������

Les standards utilisés pour l’identification des composés phénoliques des grignons d’olive et 

��������������������������������������������������������������������������������������

���� ���������

������ �������������������������������

� ����� ��� ����������� ���� ��������� ������������ ��� ���� ��� �������s d’olive�� ��� ������

������� est constituée d’eau acidifiée (��� 0,5% d’acide formique) et d’acétonitrile� ����� ���

gradient de débit est utilisé en plus d’un gradient de solvant afin d’optimiser la séparation des 

���������� ��� �������� �������� �������� ��������� ���� ����������� ���������� ����� ���� ���������� ���

���������������������������������������������������������������������������������������������

���� ���� ���� ���������������� ����� �������� �� ���� ��� ��� ���� nm, longueurs d’onde 

����������������� ���� ��������� ������������ ��� ���� ������� ������������ ���������������� ���

�������������������������������������������µL d’����������������������������������������

� �������������������fragmentées jusqu’à la deuxième génération. L’��������d’ionisation 

����������������������������������������������������������������������������������������������
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�������������������������������������������������������������������������������������������������

����������������������������������������������������������

Tableau II.2. Gradient de solvant et de débit pour le dosage des composés phénoliques des 

grignons d’olive en UHPLC�
������������ ���� ���� ���������������

�� ��� �� ����
��� ��� ��� �����
����� ��� ��� ����
����� �� ���� ����
����� �� ���� ����

������ ���������������

� ����������������������������������������������������������������������������������������

�� ������� ��� ������ ��������� ����� ��� ���������� ��� ���� ��� ���� ��� ���� ������� ��������� ���

������������� ����� ������������ ����� ��� mL d’une solution ������������� �������� ������ ����

solutions mères servent à la réalisation de différentes courbes d’étalonnage���

�� �������������������������������������������������������β����������������
���� �����������������������������

� ��������������������������������������������������des grignons d’olive. Les solutions 

de β������������������������������ont toujours été réalisées dans de l’eau ��������������������

������� de la stœchiométrie� et de la constante d’association�� ���� ���������� ��������� ��� ����

�����������������������mM) ont été réalisées dans l’eau. Des solutions aqueuses de β������

����������������������������������������������������l’étude de la stœchiométrie. �

� Des solutions aqueuses de β����������������������������������������������������������

ont servi à l’étude de la complexation à l’�����������������������������������������������

���� ���������

������ ���������������

� L’étude de la stœchiométrie entre la β������� ����������������������� ���� ��������� ���

��������������������������������������������������������������������������������������β����

�������������������������������������������������������������������/β��������������������������

�������������������������������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������������������������������������������������������������
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��������������������������������������������������������������������Δ�����������������������

étant la différence entre l’absorbance à la longueur d’onde choisie du composé phénolique avec 

et sans β�����������������������������������������������������������������������������

� =
[BP]

([BP] + [β − CD])
�

�����
������������������������������������
[β���������������ation en β�����

������ Constante d’association K�

� �a constante d’association ��du complexe formé est mesurée à l’état liquide, au moyen 

�������������������������������������������������������������������������������������������

����������������������������sont mélangées à des concentrations croissantes de β���������

��mM). L’absorbance de chacune des solutions est lue à 280�����������������������������

����������������������������������Hildebrand permet d’obtenir une relation linéaire entre la 

variation d’a�������������������������β������������������

1∆� =  
1∆���[��]

+
1∆�� �

����� =
[�� − ��]

[��][��]
�

Δ������–������������, l’absorbance du������������������ε����
Δε���ε������–�ε���

������ Complexation à l’état solide par atomisation�

� ���������������������������������������������������������������������������������

et la β���� ����� ����������� ��� ������������ ��� ���� ��� ������� ���� ��� ������ �������� ����

température en tête de 85°C. Le débit d’air est de 100����������������������������������������

��0% et la pression interne est de 35mbar. Le débit d’alimentation moyen est de 0,5���������

���������������������������������������������������������������������������������������������

fines sont récupérées sous forme d’une poudre sèche grâce à un collecteur� ��� �����������

�������������������
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������ Complexation à l’état solide par lyophilisation�

� �����������������������������������������������������������������������������������������

���� ���� ���������� ��� ������ ������������ ��� ���� ��� �������� ���nolique et la β���� �����

lyophilisées. L’eau est alors éliminée par sublimation.�

�� Mise au point d’un���������������������������������
���� �����������������������������

������ �������������������β�CD à l’état solide avec les biophénols modèles �

� Pour l’étude sur les biophénols modèles, d��� ���������� ��������� ����� ��� ���� ���

�����������������������������������������������������������������������������������������������

������������d’olive����������������������������������������������������de l’étude du ratio molaire 

β���������������

� Pour l’étude de l’effet de la concentration en biophénols, des solutions de 100mM de 

������������������������������������������������������������������������������������������

������ �������������������β�CD à l’état solide avec le jus de grignons d’olive��

� �����������������������������������du jus d’alperujo (grignons d’olive issus de moulin 

���������������������������������������������������������������������������������

� Afin d’établir l’impact de la présence des protéines dans le ���� ��� ���������� ���

������������������������� ������������������������������ ���� ������������������� ����������������

l’éthanol 42% v/v. Après filtr������ ��� ������������ ���� ����������� �’éthanol est éli����� ��

l’évaporateur rotatif à 4������������������������������������������������������������������������

grignons d’olive déprotéiné���������������������������������������������������

� ���� ���� ��� ��������� ������ ��� ����������� �������� �� l’������ ��� l’effet du ratio molaire 

β�����������������‘extraction des �������������������������la β����à l’état solide�����������

�������������������������������������

� Pour l’étude de l’effet de la concentration en phénols, le jus de grignons d’olive a été 

concentré à l’évaporateur rotatif sous pression réduite à 35°C. La concentration finale du jus 

�������������������������������������������������������������������������������������������

���������������������������������
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���� ���������

������ ���������������������������β���������������������������

� ���������������������������������������������������
� ����������� ���������� ��������������������� ���� �������� ���β�������� �������������

�����������������������������������������������������������������������������mM, la β��������

��������������������������������������������������������

Tableau II.3. Masse de β-CD ajoutée aux solutions modèles (10mM) pour l’étude du ratio 

molaire�
������molaire β����������� ���� ���� ���� �����
m(β��������� ������ ������ ������ ������

� L’ensemble est homogénéisé da������������������� �������������������������������

�����������������������������������������������������������������������������������������������

�����������������������jusqu’à 3 heures après arrêt de l’agitation et décantation du mélange. ����

������������������������������������������������������������������������������������������������

����������������������������������������������

� �������������������������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������jusqu’à stabilisation de sa 

������������������������������������

� �.2.1.2. Sur le jus de grignons d’olive et le jus de grignons d’olive déprotéiné�
� �����������������������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������a β�������������������������������������

������������������������������������������������������

Tableau II.4. Masse de β-CD ajoutée aux jus de grignons (8,7mM) pour l’étude du ratio molaire�
��������������β����������� ���� ���� ���� �����
m(β��������� ������ ������ ������ ������

� L’ensemble est homogénéisé dans un ballon à 150� ������������������ �������������

�����������������������������������������������������������������������������������������������

�����������������������jusqu’à 3 heures après arrêt de l’agitation et décantation du mélange. ����

�����������������������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������������������������
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� �������������������������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������jusqu’à stabilisation de sa 

�����������������������������������

������ ��������������������������������������������

� Pour étudier l’impact de la concentration�������������������������������������par la β�

������������������������������������������������������������������������������������������

��������������������������������������������������

� ���������������������������������������������������
� En accord avec les premiers résultats obtenus sur l’étude du ratio�������������������������

���������de β����offrent le meilleur rendement d’extraction���������������������������������

d’une solution aqueuse������������������������(β������������������������������������������

pour l’étude ���� ���� ����������� ���������Ainsi, 11,35g de β���� ����� �������� �� ��� ��� ���

�����������������������������������������

� ��������������������������������������������������������������������������������������������

����������������������������������������������������������������������jusqu’à stabilisation de sa 

������������������������������������

� 5.2.2.2. Sur le jus de grignons d’olive �
� ��� ������ �������� ����� ���� ����� choisi pour l’étude de l’effet de concentration ���

�����������������������������������������������������������β��������������������������������

���������� ���� ����� ��� ���� ��� �������������� ��� �������� ��������������� ���� ������� ���� �������

���������������� �������������������������������������������������� �������������������� jusqu’à 

���������������������������������������������������������

�� ��������������������������������������������������β�������������
� ��������������������������������������������������������������������������������������

����������������������������������������������

���� �����������������������������

� ���������études RMN et MEB, les poudres n’ont pas subi de préparation particulière. �

� Pour l’étude au spectrophotomètre et en chromatographie, les poudres sont rincées par 

�������������������������������������������������������



Chapitre II    Matériels et Méthodes 

109 

�����mesurer l’activité a���������������������������������������������������������������

����� ����� ����������� ���� ��������� ������ ���� ��������� ������ ���� ���� ���� ��������� ��� ����

constituée d’un mélange ��������������������������afin d’éviter la précipitation de la β�����

��������������������������������������������������������������������������������������������

complexées à la β�������������

���� ���������

������ ����������

��������� ��������� ������ �����µM) seul ou complexé à la β��������� �������� ������

����������������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������������������������������������������������������

d’eau et 50�������������������������������������������������������������test DPPH n’étant pas 

��������������������

���stœchiométrie�et l’activité anti������������� �����������������������������������

�������

����
���������������������������������������������
��������������� �����������������
������������������������

������ �����������������������������������������

��� ����� ��� ������������� ��� ������� ����� ���� ������� ����� ���� ������������ ����������� ���

��������������������������������������������������������������������������������������������������

����������������������������������β������������������. Il décrit l’efficacité avec laquelle le 

������� ��������de β������� ��� ��������������������� ���� ��������� ��� ���������������� ��� ����

����������������������������������������������� (%) =  
 m(�olide récupéré)

m (solide initial)
×  100

������ ����������������������������������������l’efficacité d’extraction�

����������������������������������mL de méthanol. L’ensemble est soumis aux ultrasons 

�����������������������������������������������������������������������������������������������

��� ��� ���������������������� ���� ����������� ���� �������� ��� ������������������ �� ���� ��� ���

� =
�

0
− �F�

DPPH
� % ��� =

�
0
− �F�

0

× 100�
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������������ ��� ����������� ������ ������������������� ����������������� ����������� ���� ������

estimée à partir de leur coefficient d’extinction molaire respectif��ε����������������������ε������

����������������������������������������������g de β������������������ =  
�� .�� � ×  100��

������
���������������������������������������������������������������
�������������������������
������������������������������

������������������������������������des poudres issues de l’étude des jus de grignons 

�����������������������������������������������������������������������������������������������

���l’eau�������������

L’efficacité d’extraction ��� ���� ������ ���������� ������ ������ ��� ������������ ���

��������� ������������ ���������� ����� ��� ��������� ��� ������� ��������� ���� �������� �� ��� ������

���������������������������������������������avant ajout de β��������� =  �� ×
�(������ �é���é�é) ��.��  � 100

������
������������������������������������������������������
�����������������������������������������������

������ ��������������������������������������������������������������������

L’étude des ��������������������������������������������������������������������������

Différents grossissements ont été utilisés et aucune analyse n’a nécessité la métallisation 

������������������������������������������������������������������������������������������������

Un minimum de 100 particules est mesuré en utilisant l’échelle micrométrique. �

������ ��������������������������������������������������β����������������������

�����d’échantillon (poudre sèche) sont placés dans un rotor en dioxide de zirconium 

���mm de diamètre extérieur) tournant à l’angle magique (Magic Angle Spinning, MAS) à une 

������������������������������������������������������������������� �������������������������

rampe d’impulsion à ��������������������������������������������������������������������

temps de contact (2 ms) afin d’éviter les inadéqu������� ��� �������������� ��������� �����

d’améliorer la résolution, une séquence, un découplage dipolaire GT8� ��� ��� ���������

d'impulsion a été appliqué pendant le temps d’acquisition ������������������������������������

������������������������������������������������������������������������������������������
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�� ���������� ��� ������ ���� ��������� ������������ ��� ��������� ��� ���� ���
β�������������������������������������������������

���� ����������� ��� ������ ��� ��� et des grignons d’olive ont été réalisées à l’équipe 

������������������������������������������������de Marseille. L’impact de la β�����������

�������������������������������������������������������������������

���� �����������������������������

L’étude de digestion ������������������������������������������������������������������

des grignons d’olive, avec ou sans β������

���������������β����������������������������������������������������������������������

����������������������mL) contenant de façon équimolaire la β�����������������������������

��������������������������������������������������

�����������������������������������������% d’éthanol (v/v) et élimination du solvant,�����

������������������������������������������������������������������������������������������������

������ ���� ������������ ����mM et 2,962g de β�CD sont ajoutés et l’ensemble est agité avant 

�������������������������������

���� ���������

������ �������������������

�����������sont ajoutés à chaque digestion, qu’il soit sous forme standard, complexé 

ou apporté par les échantillons de jus de grignons d’olives. Le repas modèle est constitué de 

���������������������������������������������������������������������������������������������

d’huile d’olive raffinée (sans polyphénols). �

����� ��������� ������ ������� ��� ��� ��� ����� ������� ����� �������� ��� ������ ��������

L’ensemble est homogénéisé 10 minutes à 160 va�������������� �� ����� ������ �������� ��

l’Ultra��������� ������� �� ������� �� �� ���� ����������� ����� ������ ��� ������������� ��� �������

��������������������������������été ajoutée au précédent mélange. L’ensemble est de nouveau 

��������������������������������������������������

Pour l’étape gastrique, le pH est ajusté à 4 par addition d’acide chlorhydrique 1M. �����

��������������������������������) sont ajoutés. L’ensemble est incubé à 37°C pendant 30���������

����������������
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Pour l’étape intestinale, le pH est ajusté à 6 par addition de bicarbonate de sodium 

������������������������������������������������������������������������������������������������

���� �������� ��������� ��� ����� ���� ������������������� ���� ��� �������� ������ �� �������������

������������

Le mélange total obtenu constitue ce que l’on appelle «������������������������������������

�����������������������������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������������������������������

��������������������������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������

����������������������������������������������������������������������������������������

���������������������������������������������������������������������������������������������������

de l’étude sur cellules intestinales. �

�����������������������������������������������������������������

������ �����������������d’absorption intestinale : les cellules Caco�������������

����������������������������

�����������������������������������issues d’un adénocarcinome colique humain. Elles 

���� ��� �������������� ��� ��� ������������� ��� ������������ ������ ������ �������� ��� ������������ ����

���������������������������������������������������������������������������������������������

���������� �������� ��� ���������� ������������ ��� ������� ������� ���� ����������� ������� ���

�����������������%) et en sérum de veau fœtal (16 ����������������������������������������������

�����������������������������������������������������������������������������������������������

��������� ������������������������������������������� ������� ��������������� ������������������

���������������������������������������������������������������������������������������������������

multiplient durant les 7 premiers jours jusqu’au stade de confl�������������������������������

différenciation durant laquelle les cellules se différencient en cellules de l’épithélium intestinal 

�����������������������������������������������������������������������������������������

����������������������

�����������������������������������������������������������������������������������������
�����������������������������������������������������������������������������������������������������

��� ������ ����� ���� ������������� ����� �� ��� ������ �������������� ��� ����� ����������� ��� ����� ����
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indispensable avant toute étude d’absorption sur cellules et permet de déterminer la dilution de 

la fraction aqueuse nécessaire pour ne pas altérer les cellules durant l’expérience. �

������������������������������������ �������������������dans chacun d’eux des cellules 

����������������������������������������� ������������������������������������� �������������

��������cellulaire utilisé le jour de l’expérience (HBSS) �������������������������������������

������������������������������������������������������������������������������������������

����������������������������������������������������A la fin de l’incubation, chaque milieu est 

�����������������µL d’une solution de MTT (0,05��������������������������������������������

��������������������������������������������������������������������������������������������������

transforment le MTT en cristaux de formazan, de couleur violet. En fin d’incubation, le milieu 

��������������������������������������������������������������������������

�����������������������������������������������������������������������������������������

plaque à 540 nm. La viabilité cellulaire est estimée par rapport à l’absorbance aux cellules 

���������������������������������������������������������������������������������������

�����������������������������������������������������������������������������������������

����������� �� ����� ��� ��������� ��� ��� ��������� �������� ���� �������� ������ ������ ��� ����� �������

����������������������������������������������������������������

�����������������������������������

������������ ��������������������������������������������� ��������� ��������������������

���������������������������������������������������������������������������������������������

l’HBSS. ��mL d’échantillon dilué est alors déposé sur les cellules, côté apical (représente la 

lumière intestinale). L’absorption cellulaire des composés phénoliques étudiés est mesurée à 

�����������������������������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������������������������

���������������������������������������������������������������������������������������������

��������������������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������������

Figure II.1. Puits contenant les cellules Caco-2/TC7 
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L’ensemble des����������������������������������������������������������������

������ �����������������������

�����������������mL) de l’étape orale, gastrique et duodénale sont extraits par 0,3mL 

d’éthanol contenant l’étalon interne. Pour l’étude des composés phénoliques des gr��������

l’étalon interne est l’acide gallique. Tyr est l’étalon interne pour les études ���������������

�����������������hexane sont ensuite ajouté. L’ensemble est ���������������������������������

�� ������������������������������������������������������������������������������� ���������

����������������������������������������������������������mL d’éthanol pur pour une extraction 

������������������

������������������������������������������������������������������������������������

�����������������2mL d’eau. �

Concernant les analyses de l’absorption ���� ������������ ���� �������� �������� �����

��������� ������������� ������������ ������������� ��������� ����� ������� ��� ����������� ��� ���

résidu solide est repris dans 80µL d’eau avant injection.�����������������������������������������

���������������������������������������������������������������������������������������������
PBS auxquels ont été ajoutés 50 µL d’étalon interne, l’ensemble est centrifugé à 7 000 rpm 

������������������������������������������������������������������������������������������������

���������Vac® et repris dans 50µL d’eau avant d’être injecté.�

������ ����������������������������������������

L’analyse��������������������������������������������������������

7.2.4.1. Etude des grignons d’o�����
��� ��������� �������� ����� ���� ��������� ���� ��� ����� ���� ������ ������� �������������

������������Le volume d’injection est de 1µL pour les milieux issus de la digestion ���������������
����� ���� �������� ��������� �� ��� ����� ���� �������� ������������� ��� ��� ��� ����� ���� ��������

������������

7.2.4.2. Etude de l’hydroxytyrosol�
��� ����������� ��� ��� ��������������� ��� ��� et l’identification de ses métabolites sont 

�������������������MS. Un gradient binaire est utilisé avec l’eau acidifiée (0,5% d’acide 

�����������A) et l’acétonitrile (B) comme solvant d’élution (tableau �������
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Tableau II.5. Gradient de solvant et de débit pour le dosage de l’hydroxytyrosol en UHPLC�
������������ ���� ���� ���������������

�� ��� �� ����
���� ��� ��� ����
�� �� ���� ����
���� �� ���� ����

��� ������������������������������������Le volume d’injection est de ���������� ����

�������� ������ ��� ��� ���������� ��� ������ ��� ��� ��� pour les milieux cellulaires, c’es��������� ����

�����������������������������������������������

������ ���������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������������������

��������������������������������������������������������������������������������������������

% ���������������é =
m(composé cible dans la fraction aqueuse)m(composé cible initialement administré)

 � 100 

L’absorption apparente peut être définie comme le pourcentage de la dose déposé en 

��������������������������������������������������������������������������������������������������

����������������������������������������������

% ���������� �������� =
m(composé cible dans le milieu basolatéral)m(composé cible déposé en apical)  � 100�

�����������������������������������������������������������������������������������������

�����������������������������������������������������������������

% ���������������é �� ����� =
m(composé cible dans le milieu basolatéral)m(composé cible initialement administré)

 � 100 
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� ���� ������ ���� ��������� ��� ����������� ����� ������������ ������ ��������� ����

���������������� ����������� ���� �������� ���������������� ���� �������� ������������ ���� ���������

������������������������������������������������������������������������������������������������

���� ������������������� �������������������������������� �����������������������������

���������������������������������������������������������������������������������������������

��������������������������������������������������������������������������������������������

�����������������������������������������������������������������������������������������������

pomace is also known as “alperujo”.��

� ���������������������������������������������������������������������������������������

��������� �������� ��� ������ ���� ��� �������� ���������� ��� ���� ��������� ���� ���� ������ ���������� ���

�����������������������������������������������������������������������������������������������

������������������� ���������� �����������������������������������������������������������

�������������

� ���collaboration with Afidol (Association Française Interprofessionnel De l’Olive) and 

���.O. (Centre Technique de l’Olivier), ����������������������������������������������������

��������������������������������������������������������������������������������������������������
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����������
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Table III.1. Main physicochemical characteristics of alperujo from Aglandau variety 

����������� ���������������� �������� �����������

����������������������
������������������������� ���������� ��� �����–����

��� �������� ������������ �������
������������������������ ���������� ������������� ��������–����

��������������� ���������� ������������� ����������
��������������� ���������� ������������� ����
��������������������� ���������� ������������� ��������
�������������� �������� ������������ ����
������������������������������������������������������������������

���� ���������� ��������� ���������� ���� ������ ��������� �������� ��� ���� ��������� ������

���������������������������������������������������������������������������������������������������

���������������������������������������������������������������������������������������������������

�����������������������������������������������������������������������������������������������

�����������

� �����������������������������������������������������������������������������������������������

������ ��� ���� ����� ��������� ���� ���� ������ ���� ���� ���� ������ �������� ��������� ����� �������� ���

��������������������������������������������������������������������

� ����������������������������������������������������������������������������������������

�������� ������������ ��� ������� ����� ����������� ����������������� ��������� ���� ������ ���������

�������������������������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������������������������������������������������������������
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Table III.2. Total phenolic content before and after extracting the alperujo juice using ethyl 

acetate 

����������� ���������������� �������� �����������

�������������������������
���������–�������������

�������������������������������
�����������

�������������

�������������
��������

������ ��������� �������� ��� ����
�����������������–���������

�����������������������������
�����������

���������������

���������������
���–����

������ ��������� �������� ��� ����
��������������������–���������

�����������������������������
�����������

���������������

���������������
������–����

�������������������������������������������������������������������������������������������������
������������������������������������������������������������������������������
� �

 ���������������������������������������������������������������������������������

�����������������������������������������������������������������������������������
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Figure III.1. UHPLC chromatograms of alperujo juice with detection at 280 nm (A) and 330 nm 

(B) 

Table III.5. Retention times, UV-visible and MS data of alperujo phenolic compounds and other 

metabolites 
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Figure III.2. Chemical structures of common secoiridoids in alperujo 
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Figure III.3. Extracted ion chromatogram (EIC) at m/z = 191 and chromatogram at 280 nm (A), 

mass spectrum of quinic acid (B) and UV spectra of compounds at m/z = 191 (C) 
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Figure III.4. MS/MS and UV absorption spectra of verbascoside - CA identified in alperujo 

(compound 11) 
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Table III.6. UHPLC-DAD quantification of major phenolic compounds in alperujo juice (on fresh 

basis)  

������������������ ��������������� �������������

��������������� ������������ ������������

��������������������������� ������������ ������������

��������������������������� ����������� ������������

�������� ������������ ������������

������������� ����������� ������������

���������������� ���������� ������������

����������������������������������������������������������������������
���������������������

������ �������������������������������

�����������������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������������������������������������������������������������

������� ����������� ��������� ����� ������� ����� �������������� ����� ���� ���� ����������������

�������������������������������������������������������������������

�����������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������������������������������������������������������������������

����� ������ �������� ��������� ����� ����������������� ����� ���� ��������������������������������

���������������������������������������������������������������������������������������������

������������������������

�����������������������������������������������������������������������������������������

���������������������������������������������������������������������������������������������



Chapter III   Characterization of alperujo 

Published in Food Analytical Methods 

131 

���� ���������� ���� ����������� ������� ��� ������� ����� ���� �������� �������� ����������� �����

��������������������������������������������������������������������������������������������

������� �� ���� ������ ����������� ���� ���� ���� ������ ��� ����������� ���������� �����������������

��������������������������

Figure III.5. MS/MS and UV absorption spectra of ρ-coumaroyl aldarate identified in alperujo 

(compound 8) 
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Figure III.6. MS/MS and UV absorption spectra of ligstroside derivative identified in alperujo 

(compound 34)�
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Figure IV.1. Chemical structures of hydroxytyrosol (a) and β-CD (b)  
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Figure IV.2. Job’s plot (A) and Benesi-Hildebrand method (B) for the stoichiometry and the 

binding constant determination  
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Table IV.2. DPPH assays: radical scavenging activity and stoichiometry of HT and HT+β-CD 
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Figure IV.3. Possible fate of HT during its reaction with DPPH in MeOH – H2O (1:1) 
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Figure IV.4. Scanning electron micrographs at 1 kV of freeze-dried (A,B) and spray-dried (C,D) 

HT + β-CD powders. Magnification: x5000 (A,C), x25000 (B,D) 
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Figure IV.5. Diameter distribution in number for the spray-dried HT-β-CD complex determined 

by image analysis of SEM photographs 
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Figure IV.176. Chemical structure of tyrosol 
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Figure IV.7. UV spectra of tyrosol in presence of increasing amounts of β-CD 
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Figure IV.8. Job’s plot (A) and Benesi-Hildebrand method (B) for the stoichiometry and the 

binding constant determination of tyrosol:β-CD complex 
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Table IV.4. Production yield (P.Y.) and encapsulation efficiency (E.E.) of spray- and freeze-

drying processes 
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Figure VI.9. Scanning electron micrographs of spray-dried (A) and freeze-dried (B) Tyr+β-CD 

powders. Magnification x 1480 (A1), 5730 (A2), 1140 (B1) and 2870 (B2) 
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Figure IV.10. Diameter distribution in number for the spray-dried Tyr-β-CD complex determined 

by image analysis of SEM photographs 
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β���������������β���������������������������������������������������������������������

connected by α�1,4 bonds. β�����������������������������������������������������������

������������������ ��������which has defined an acceptable daily intake for β���������������
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protecting or enhancing the solubility of guest compounds. β���������������������������������
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����� ������ ������� �������������������������� ������� ����� ���� ���������� ������ ����� ����� �����
���������� ������� ��� ���� ������� ����� ������ed β������������� ���������� ��� ��������������

�������������� ��� ��� �� ������������ ��� ������ ���� ���������� ����� ����������� ��������� ���� ���
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���� ���������� �������������� ��� ���� ������� ��������� ���� ������ ����β���� �������� ���
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��������������������������������������������������������������������������������������������

������ �������� ����� β����� �he conditions were optimized in terms of phenol and β����

�������������������������������

���� ���������������������

������ ����������

� β������������������������������������������������������������������������������������
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������at 275 nm, ε(��������������
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�������������������������O. Then, β�CD was added according to a β��������������������������

1:1; 3:1; 5:1; 10:1. The β�CD/phenol molar ratio of 1.4:1 corresponds to the β���� ������ ���

�������������������������������
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with β�����������. The β�������������������������������������������������������������������

����������

������������������������������������������������������������������������������������

�������������

������ ������������������

Standard solutions were mixed with β�����������������������������������������������������

������������������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������������������������������������������������������������� ���

�����������

������ ����������������������������

������������������������������������������������
At the end of kinetics, the biophenol + β����������������������������������������������

��������������������������������������������������������������������������������������������������

����������������������������������������������������������������������������������������������

+ β������It was corrected for the solubilized β�����������������������������������������������

��������������������������������

���������������������������������������������
��������������������������������������������������������������������������������������

��������������������retained by solid β�������������������������������������������������

���������������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������������������������������������ =  
�� .�� � ×  100

���� �� =  
�� .��� ×

�(��������� �����) ��.��  ×  100

������ ��� �� ������� �������������� ��� ��������� ���������� ��� �� ������� �������� ��������
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���� ���������� �� �������� ��� �� ��������������������������� ���� ������� �������� ��������� ���
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���� �����������������������

������ �����������������β�����������������������

Biophenols were extracted from 10 mM solutions containing various β������������

�������������������������������������������������������������������������������������������������

��������������������������

Figure V.1. Time-dependence of the tyrosol concentration according to the β-CD/tyrosol molar 

ratio�

Figure V.2. Time-dependence of the hydroxytyrosol concentration according to the 

β-CD/hydroxytyrosol molar ratio

The studies of solid β���� ��� �� ��������������������� ������ ���� ��� �������� ��������

������������������������. Compared to standard solutions without β�CD (0:1), adding β����

����������������������������������������������������������������������������������������������

��������� ������ �������� ����� ����������� ������ ��� ���������� ��� ���� ����� ����������� ��� ����

���������������������������������������������������������������������������������������������������

��� ���� ����������� ���������� ��� ������ ���� ������������ ������ ��������� ���� ������������� ���� ���
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���������� ����� ���� ����������� ���–���. The β����������� ������ ������� ��� ���� ���� ������

corresponded to β�����������������������������������������������������������������������������

the recovery of powders. However, shifts in the phenols’ absorption bands consistent with the 

���������� ��� ���������� ���������� ��� �������������� ���������� ��� ������������� �������� ������

���������������������������������������������������������������������������������������������

����� ������linked β���� �� ���������������� ������������� �������� ����������� ���� ���������

����������������������������������������������

��������������������1, the solid recovery increased with the β������������������������

from 22.2% to 75.4% of the initial solid quantity (β������ ������������������������������� ����

amount of solubilized β���������������������������������������������������������������������

����������������������������������������������������������������������������������������������

β�����������������������

����������������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������������������������������������������������������������������

showing an enhancement of the extraction efficiency at higher β������������������������������
���� ������� ��������� ����� �� ������� ���������� �������� ��������� ��� ������� �� ������� ������� ���

�������������������������������������������������������������������������������������������������

which decreased with the β�������������������������������������������������������

Table V.1. Solid recovery, extraction and loading efficiencies for a 10 mM tyrosol solution 

β��������������
����������������

����
����������������
���������������

�����������
���������������

����������������������
���������� �����

���� ����������� ����������� ���������� ���������� ����������
���� ����������� ����������� ���������� ���������� ����������
����� ����������� ����������� ����������� ���������� ����������

The same analyses were carried out with the β��������������������������������������
�������������

Table V.2. Solid recovery, extraction and loading efficiencies for a 10 mM hydroxytyrosol 

solution 

β�������������
����������������

����
����������������
���������������

�����������
���������������
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10 molar β������������������������������������������������������������������������������������

����� ����� ���� ����� ������ ���� �������� ���� ����� �� ������������� ��� ��������� ��������

���������������

Figure V.3. Time-dependence of the biophenol concentration in a concentrated aqueous 

solution according to the β-CD/phenol molar ratio of 10:1�

��������������������������������������������������������phase decreased when the β�

CD amount increased. For the same β�����������������������������������������������������������

��������������������������������������������������������������������������������������������

�����������������

Table V.3. Solid recovery, extraction and loading efficiencies for 100 mM tyrosol or 

hydroxytyrosol solutions 
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������������

������
�������������

����������������
���������������

�����������
���������������

����������������������

���������� �����
���� ����� ����������� ����������� ����������� ���������� ����������
��� ����� ����������� ����������� ����������� ���������� ����������
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��������������������������������������������������������������������������

Figure V.4. Scanning electron micrographs of β-CD (A) and the powder recovered after 

extraction of tyrosol from a 100mM aqueous solution (10:1 β-CD/tyrosol molar ratio) 

magnification x 167 (A), x 1290 (B), x 1860 (C), x140 (D), x1630 (E)and x3170 (F)�

Native β�����������������������������������������������������������������������������

β������������������������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������native β��������������������������������������������

���������������������������������β���������������

���� �����������

��������������������������������������������������������������������������������������

from wastewater and formulation of these micronutrients in a native β������������������������

on the affinity of solid β������������������������������������������������������������������
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�������������������������������������������������������������������������������������������������

����������������������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������product generated called “alperujo” 

��������������������������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������������������������������

������������ ���������� ��������� ����� ��������� ������ ����� ��� �������� ������ ������������ ������

��������� ������ ������������� ��� ������ ���� ����� ������� ���� ������������ ������������ ���� ������

����������������������������������������

����� ��������� ��� �� ���������������� ������ connected by α����� ������� ��� �� �������

�������������������������������������������������������������������������������������������

����������� ���������� ���� ������ ��������� ��� ���� ������������ ������� ������������ β���� ����

��������� ���� ������ �������� ���������� ������������ ���� ���� �������� ���� ���������������� ���

��������������������������������������ome studies worked on the ability of β�������������������
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����������������������������������������������������who compared α�����������units) and β�

��� ��������� �� ������� ��������� ��� ����������� for β���� ������ ������������� ��� ���� �������
demonstrated a photoprotective action of β���� ������ ��� ��������� ������ ���� ������ ����� ���

�����������������������������������������������������������������������������������������������

of solid β��������������������������������������������������������������������������

���������� �������� ��� ���� ������������ ��� �� ���� ������� ���� ������������� �������� ���

������������������������������������� β������������������������������������������������������

�������������������������������������������

������������������������

������ ����������

� β������������������������������������������������������������������������������������

���� ��������� ��� ��������������� ��������������� �������� ����� ������ ���������� �����������

��������������������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������ �������������������������������������������������

�������������������������������

������ �����������������������

� ��� ��������� ����� ���������� ������������ ���������������� ������������������ ��� ��

�����������������������������������������������������������������������������������������������

���������������������������������������������������������������������ε(alperujo)���������������

�������������������������������������������

������ ��������������������������������

������������������������������������������������������������������������������������

������� ���� ������� �������� ������� ���� ������ ������ �������� ������� ���� ��� ���������� ����

������������������������������������������

�� ������������� ��������� ����������� ����� �������������� �������� ���� ������ ��� �� ������

����������� ��� ���� ��� ������������ ��������� ��������� ��� ���������������� ���� �������� ����

���������������������������������������������������������������������������

� �������������������� �������������������������β����according to a β�����������

�������������������������������������
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� �������������������������������������������������������AF were mixed with β����

at 20°C. The β�������������������������������������������������

� ������������������������������������������������������������������������������������
�������������

������ �����������������������

��� ���������� ���� ������ ��������� �������� ���� ��������� ����� ���� ����������������

����������������������������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������������������������

��������������������������������������������������������������������������������������������

����������������������������������������������������������������������������������

������ �������������������

� � �������������������������������������������������������������������������

��������������������������������������������������������–�����������������������������

������ ���� ����������� ���� ���������� ��� ��� �������� ���� ���� ������� �������� ��� ������

����μ������������������������������������������������������������������������������������������

��������������������������������������������������������–���������–�������–����������������

��–�����������100%. The injection volume was 1 μL and the column temperatu���������������

�������������������������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������������������������

����������������������������������������������������������������������������������������������

�����������������������������������������������������������������������������������������������

�������������

������ ������������������

� �������solutions were mixed with β�����������������������������������������������������

������������������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������������������������������������������������������������� ���

�����������

������ ����������������������������

�������������������������������������������������
� �������������������������������������������β����������������������������������������������

��������������������������������������������������������������������������������������������������

���������������������������������������������������������� ���� ���������������������� �������
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��������������the solubilized β�������������������������������������������������������������������

������������

�������������������������������������������� 

��������������������������������������������������������������������������������������

������ ������������������ ������������������������� ������������ ������β����� ������ ���������

�������������������������������������������������������������������������������������

��������������������������������������������������������������������������������������������������� =  
�� .�� � ×  100

���� �� =  
�� .��� 

×
�(��������� �����) ��.��  ×  100

������ ��� ��� ���� ������ ��������� �������� �������� ����� ������������ ��� ���� ����� ����������

���������������������������������������������������������������������������������������������

����������������������

���� �����������������������

������ ��������������������������β����������������

����������������������������������������������������������������������������������������

β�����������������������������������������
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Figure V.5. Time-dependence of the phenol concentration according to the β-CD/phenol molar 

ratio for AF (A) and PF (B) 

����β�������������������������������������������������������������������������������

��� ������ ������� ���� ����� ���������� from the β����������� ������ ������ ���. So, the β����

�������������������������������������������������������������������������������������������������

�������� ��� ���� ���������� ��� ���������� ���������� ��� ���������� �������� �������� ���������������

��������� ���� ��� ���� ���� ���� ������� �������������� ��� ���� ������������ ���������� ����� ����

β������������������������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������using modified β�������������������������������������

����������������������������������������������������������������������������������������

����������������������������������������������������������������������������������������

��������������
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Table V.4. Solid recovery, extraction and loading efficiencies for an 8.7mM AF or PF solution 

β�����������
������������

���������������
����

���������������
���������������

�����������
���������������

����������������������
������������ �������

���
���� ����������� ����������� ���������� ���������� ����������
����� ����������� ����������� ���������� ��������� ����������

���
���� ����������� ����������� ���������� ���������� ����������
����� ����������� ����������� ���������� ���������� ����������

The solid recovery was possible from the β�������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������������������������������

solubilized β�������������������������������������������������������������������������������

��������������������������������������������������������������������������������������������

����������������erry (poly)phenols encapsulated into β������������������������������������������
���������������������������������������������β������������������������

�������������������������� �������������������� ����� ����������� �������������� ��� ����

��������������������� ��mpared to the initial content. EE increased at higher β�����������

������������������������������������������������������������������������������������������

���������������������β�������������������������������������������������������������������������

�������������������������for the phenols extraction using solid β�����������������������������

����������������������������������������������������������������������

������ �����������������������������������������

The β��������������������������������������������������������������������������������

���������������������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������������������������������������������

Figure V.6. Time-dependence of phenol concentration in a concentrated AF according to the β-

CD/phenols molar ratio 
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���������������concentration in the supernatant decreased with solid β������������������

���������������������������������������������������������������������������������������������

�����������������������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������������������������������������������������������������������

�����������������������������������������������������������������������������������

Table V.5. Solid recovery, extraction and loading efficiencies for C-AF

β�����������
������������

������
�������������

���������������
���������������

�����������
���������������

����������������������

���������� �����

����� ����� ����������� ����������� ����������� ���������� ����������

������ �������������������

����������� ���������� ���������������AF mi�ed with 10 β���������������� �����,   �

β-���������� ������ ������� ���� ��������� ���� ���� ��������� ���������������� ��������� ��� ����

���������������������������������������������������������������������������������������

������������������

����������������������������� ������� ��������������������������������� ���� ���� �����

������������������������������������������������������������������������������������������

�������������������������������; 2’: HT����������������������������������������������������������
Figure V.7. UHPLC-DAD chromatograms of C-AF (red) and of the rinsed MeOH fraction (black) 

(280nm) 

���������������������������������������������������������������������������������������

����������������������������� �������������������� �������� ����������������� ���� �������� ���

�������
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�������������������������������������������������������������������������������������

����������������������������������������������������������������������������

Table V.6. Concentration and extraction efficiency of the six major phenols of alperujo 

�������������� ��������������� �������
��� ������� �� ����� ������ �� ����� ����� �� ����
�������� ������� �� ����� ������ �� ����� ����� �� ����
�������� ������ �� ����� ������ �� ����� ����� �� ����
���� ������� �� ������ ������ �� ����� ����� �� ����
������������� ������ �� ���� ����� �� ���� ����� �� ����
���������������� ����� �� ���� ����� �� ���� ����� �� ����
������ ������� �� ������ ������� �� ����� ����� �� ����

����������������������������������������������������������

���� ������� ������������� ��� ����� ����� ��������� ���������� ��� ����� ���� ���� �������

�����������������������������������������������������������������������������������������������

����������������������������������������������������������������������������������������

�������������������� ����� ��������������������������������������������� ��������������������

������������ ��������������� ��������� �������� ���� ��������� �������� �������� ���� ��� ���� ������

�������β�������������������������

������������������������������������������Glc; 2’: HT����������������������������������������������������������

Figure V.8. Relative distributions of the six major phenolic compounds in C-AF (A) and in the 

solid recovered (B) 

���� �����������

The use of native β�����������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������������������������

��������� ��������� ����� ���� ������ β����� ����� ����� ���� ��� ��������� ��������� �����������

including HT and its glucosides, were extracted by β���� ��� ���� ������ ����������������������
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Figure VI.1. Bioaccessibility of HT from standard powder in each digestive compartment 
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Figure VI.2. Bioaccessibility of HT from alperujo powder in each digestive compartment 
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Figure VI.3. Absorption and metabolism by Caco-2 TC7 cells of HT from HT standard samples 
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Figure VI.4. Absorption and metabolism by Caco-2 TC7 cells of HT from alperujo samples 
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Table VI.1. Bioavailability of phenolic compounds as percentage of HT initial apical amount 

Samples� HT� HVA�
HT� 42.6 ± 2.5� 22.2 ± 2.5�

HTCD� 41.4 ± 3.0� 23.4 ± 2.0�
HTCD-FF� 43.0 ± 0.7� 17.5 ± 0.6�
Alperujo� 14.4 ± 0.8�

Alperujo-CD� 15.0 ± 0.5�
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Table IV.2. Bioavailability of phenolic compounds as percentage of HT initial amount in the test 

meal.  

Samples� HT� HVA�
HT� 31.1 ± 1.1� 16.2 ± 1.3�

HTCD� 30.9 ± 1.8� 17.5 ± 1.4�
HTCD-FF� 40.9 ± 1.5� 16.7 ± 0.6�
Alperujo� 6.9 ± 0.4�

Alperujo-CD� 7.3 ± 0.3�
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Figure VI.5. Chemical structures of hydroxytyrosol (a), Tyrosol (b), caffeic acid (c) and 

p-coumaric acid (d). The glucoside unit can be attached to one of the three HT hydroxyl units�
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Figure VI.7. Phenolic compounds recovery in apical side, basolateral side and Caco-2/TC7 
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Table VI.3. Bioavailability of phenolic compounds as percentage of their initial apical amount  
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����phase olive pomace, also called ‘alperujo’, is a new kind of olive mill waste 

������������ ������ ������� ������ ������� ����������������� ���� ������� ��� ������ ��������������

�������������������������������������������������������������������������ng to the “olive�

pomace oil” ����� ���� ����������� ���� ����� ��������� ������� ���� ���� ������������ ��� ����� ���
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compounds. They mainly showed that β�������� ����������� ��������� ����� ������ ���� ���
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inclusion complex is formed in water solution, by mixing β���� ���� ���� ������ ���������
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