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Résumé:

Le tryptophane est un acide aminé indispensable pour le développement et la
maturation cérébrale de I’enfant, qui doit donc étre apporté par son alimentation avec une
guantité suffisante. La majeure partie du tryptophane absorbé est consacré a la synthése du
sgquelette polypeptidique des protéines. Alors gque le reste est métabolisé selon deux voies
principales: la voie de Kynurénine et la voie sérotoninergique pour donner naissance a des
molécules a activités biologiques importantes telle que: la niacine précurseur de deux
coenzymes (NAD, NADP) qui, participent dans presque toutes les réactions
d’oxydoréductions de I’organisme. La sérotonine intervient dans I’hémostase primaire, la
transmission de I’information nerveuse (neurotransmetteur) et la régulation du cycle veille-
sommeil en se transformant en méatonine (neurohormone chronobiotique). La malabsorption
de cet acide aminé chez I’enfant, suite & une mutation du géne codant pour son transporteur,
induit la maladie d’Hartnup, dont les symptomes ressemblent ceux observés dans le cas d’une

carence en niacine.

Mots clés: Tryptophane, acide aminé indispensable, niacine, NAD, NADP, maladie de
Hartnup.

Abstract:

Tryptophan is an essential amino acid for development and brain maturation of the
child, which must be provided by diet with sufficient amount. Most of the absorbed
tryptophan is devoted to the synthesis of the polypeptide backbone of proteins. While the rest
is metabolised according to two main routes: Route kynurenine and serotonin pathway to give
rise to molecules with important biological activities such as. niacin precursor of two
coenzymes (NAD, NADP) which are involved in aimost al reactions ‘oxydoréductions the
body, serotonin, which is involved in primary hemostasis, transmission of nervous
information (neurotransmitter) and regulating the sleep-wake cycle by transforming into
melatonin (neurohormone chronobiotic). Malabsorption of this amino acid in children, result
in a mutation of the gene encoding its carrier induced disease of which Hartnup, symptoms

resemble those observed in the case of niacin deficiency.

Keywords: Tryptophan, essential amino acid, niacin, NAD, NADP, Hartnup disease.
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Introduction :

L alimentation représente dans la vie de I’enfant I’'un des éléments essentiels pour
son développement somatique et cérébral, mais également psychomoteur, social et affectif.
(DAELMAN et al, 2011). Cette alimentation doit étre parfaitement adaptée a I’age de
I’enfant et a ses capacités digestives, rénales, et hépatiques, c’est pourquoi il est indispensable

de bien connaitre les besoins et |es apports nutritionnels (TREMBL EN, 2009).

Le maintien donc d’un bon état de santé et d’une bonne croissance de I’enfant repose
entre autres sur un apport nutritionnel adapté c'est-a-dire I’adéquation entre les besoins et les
apports en micro et macronutriments et parmi ces derniers, les protéines qui représentent la
part souvent la plus difficile a fournir en raison de leurs qualité donc leurs composition et
leurs teneurs en AA dont les AA essentiels (Goyens, 2009). Dongc, il faut tenir compte du
phénomene de « facteur limitant » car une carence en un acide aminé indispensable peut
perturber I’assimilation des autres donc, une diversification des sources protéiques peut ére
une solution pour limiter les carences (BOURILL ON, 2005).

Parmi ces AA essentiels que I’organisme de I’enfant est incapable de syntheétiser ou
qu’il synthétise en tres petite quantité par apport a ses besoins et qui doit donc étre apporté
via la dégradation des protéines alimentaires on distingue le tryptophane (BOUTRY et al.,
2008). Ce dernier joue des roles trés importants en contribuant a la synthese des protéines
endogenes de I’organisme et au développement cérébrale de I’enfant (Heine et al., 1996). En
outre, ¢’est un précurseur de nombreuses molécules biologiques actives telles que la niacine
(un précurseur de deux coenzymes importants qui sont le NAD et le NADP), la mélatonine et
la sérotonine qui joue le réle de neurotransmetteur et qui intervient dans divers fonctions
biologiques telle que la régulation du cycle veilleesommeil et I’hémostase primaire
(GARRIDO et al., 2012).

Cette syntheése bibliographique a pour objectif de présenter I’importance de I’apport
du tryptophane selon I’age de I’enfant, ainsi que les différents rdles qu’il accomplit au cours
de son dével oppement. Un exemple de pathologie liée a sa malabsorption sera éucidé.

:



Synthese bibliographique

|-1-Apercus générale sur lesacidesaminés:
|-1-1- Définition :

Un AA est une molécule organique, possédant donc une chaine carbonée (ou sguelette
carboné), montrant un groupement fonctionnel acide (-COOH) et un groupement amine (-
NH2) portés par un méme carbone appelé carbone a. Outre un hydrogene, a ce carbone est

associée une chaine carbonée constituant le radical R. Tous les acides aminés ont la méme

formule générale de base a I’exception dela proline (figure 1) (GOUDET et al., 2008).

oG
H-N—C—C-OH

Groupe amine " Groupe carboxylique

Chaine latérale

Figure1: Formule générale de base d’un acide aminé.

|-1-2- Classification et structure des acidesaminés :

Il existe vingt AA principaux constitutifs des protéines, qui sont produits au niveau de
I’ADN par un code génétique appelés AA protéinogénes. Ces derniers sont classés selon la

composition de leur chaine latérale (R) en 7 groupes représentés dans le tableau |.

Tableau | : Structure des acides aminés constitutifs des protéines.

Groupe de I’acide aminé Nom de I’aide aminé Structure de I’acide aminé
Acidesaminés Glycine (glycocolle) N — TT_
OH
aliphatiques .
Phetq Alanine HaN \'/ﬁ\
OH
NH,
Vaine jHi Kﬁ\
HaC OH
: HsC
Leucine ~N 7 o
CH3 NHZ
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Isoleucine H/ﬁ\
HsC ~_
OH
NH»
Acides aminés alcool Sérine o /\(ﬁ\OH

NH2
Thréonine i
OH /\’ﬁ\OH
NH2
Acides aminés soufrés Cystéine Hs/\]/ﬁ\
NH2 OH
Méthionine =
HsC / o OH
2
Acides aminés Acide aspartique HO N@
H
dicarboxyliques NH,
Asparagine HoN \K\Hi
OH
NH,
HO j\/\’j\ OH
Acide glutamique NH,

Glutamine NH,
O%\/\ﬂ OH

Acides aminés dibasiques Lysine HZN\/\/\'K
OH

NH,
- H,
Arginine
NH” OH
NH,
Histidine 4
<\ y OH
N NH;
Acides aminés aromatique Phénylalanine MOH
NH;
Tyrosine Ho_@/\&H
NH;

.
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Tryptophane \(Eg
C T T o

NH  NH:

Acides x- iminé Proline H

(iminoacide) OH

|-1-3-Roles des acides aminés :

Les AA jouent un réle en tant que constituant des protéines. Ils peuvent aussi, sous
forme libre, participer a des nombreux métabolismes ou processus physiologiques
(MASSON, 2002). Ainsi, ils contribuent au transport de I’azote et a son élimination sous
forme d’urée (uréogenese et ammoniogenese) qui, en paralléle participe a I’équilibre acido-
basique (SABLONNIERE, 2010). Ils contribuent aussi au métabolisme énergétique (acides
aminés glucoformateurs et cétoformateurs), et peuvent servir de précurseurs pour la

biosynthese de médiateurs chimiques (hormones, neurotransmetteurs) (BORG et al., 2008).

|-1-4-Acides aminés essentiels et non essentiels:

Quand on parle d’AA, les termes «essentiels» et «non essentiels» prétent a
confusion puisque la totalité des vingt acides aminés courants est essentielle pout étre en
bonne santé (Tableau 11) (MURRAY et al., 2011).

Huit de ces vingt AA dits «essentiels» que I’organisme humain ne peut pas
synthétiser ou qu’il synthétise trop lentement par rapport aux exigences continues de la
protéogenese, donc ils doivent impérativement étre apportés par I’alimentation (Tableau 111)
(MAROUF et al., 2009).

Deux AA dits «Semi-essentiels» dont les possibilités de synthése sont limitées,
rendant nécessaire, en particulier chez I’enfant un apport alimentaire complémentaire :
Histidine et Arginine (HECKETSWEILER et al., 2004).

Dix AA dit «non essentiels» puisque il n’est pas nécessaire de les trouver dans
I’alimentation, car les possibilités de synthése par I’organisme humain couvrent les besoins
nutritionnels (BOUTRY et al., 2004). Une protéine aura donc une valeur biologique d’autant
meilleure qu’elle apportera les acides aminés en proportions équilibrées et en particulier les
acides aminés indispensables (MAROUF et al., 2009).
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Tableau Il : Acides aminés essentiels et non essentiels (LAFAY et al., 2010).

- Arginine* - Alanine

- Hidtidine* - Asparagine
- Isoleucine - Aspartate

- Leucine - Cystéine

- Lysine - Glutamate
- Méhionine - Glutamine
- Phénylaanine - Glycine

- Thréonine - Proline

- Tryptophane - Sérine

- Vadine - Tyrosine

* Acides aminés semi essentidls.

Tableau 11 : Principales sources d’acides aminés indispensables (M AROUF et al., 2009).

Acidesaminés Sour ces

I soleucine Fromages a péte dure, lait, levure de biére, saumon, viandes rouges,
volailles

Leucine Blanc d’ceuf, fromage a pate dure, foie de veau, lait, légumes secs,
levure de biere

Lysine Fromage, foie de veau, lait, légumes secs, levure de biére, viandes
rouges

M éthionine Blanc d’ceuf, lait, levure de biére, poissons de mer, volailles

phénylalanine Farine de soja, fromages, graines de céréales, lait, levure de biére,
volailles

Thréonine Fromages, lait, |égumes secs, levure de biére, saumon, viandes rouges

Tryptophane Blanc d’ceuf, fois de veau, lait, levure de biere, viandes, volailles.

Valine Fromages, lait, |égumes secs, levures de biére, viandes, volailles

| -1-5-Catabolisme des acides aminés :

L absence d’un stockage d’exces en AA et le renouvellement (turn over) constant des
protéines, conduit a une dégradation permanente des AA (HAMES €t al., 2006). En effet, il
existe trois voies générales de dégradation de ces derniers: la désamination oxydative, la
décarboxylation et latransamination. (MAY ER ROGGE, 2012).

o
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|-1-5-1-Catabolisme du groupement NH:
|-1-5-1-1-Désamination oxydative :

La désamination oxydative est la voie la plus fréquente qui permet d’enlever le
groupement NH, d’un AA. La réaction globale fait intervenir des AA-déshydrogénases
utilisant le NAD comme coenzyme (ou NADP, FAD, FMN) (BENSEGUENI et al., 2006).
Elle se déroule en deux étapes : la premiére consiste a une déshydrogénation de I’AA ce qui
forme un iminoacide, la seconde correspond a I’hydrolyse de I’iminoacide en ammoniague
(NH3) et en a- cétoacide (BEAUMONT, 2010) comme le montre la figure suivante :

R - CH - COOH R-C-COOH —» R-C-COOH + NH 5
| (7 ?5 I / I
NH, NH H,0 e)
NAD"* NADH, H* Acide a-

Acide aminé Acideiminé cétonique  Ammoniague

Figure 2 : Réaction de désamination oxydative (BENSEGUENI et al., 2006).

[-1-5-1-2-Transamination :

La transamination est la réaction la plus importante du catabolisme des AA. Elle
consiste en un transfert de la fonction amine (du carbone o) d’un AA a la place de la fonction
cétone d’un acide a-cétonique. Ainsi, I’acide a-cetonique devient un AA et I’AA initial s’est
transformé en un nouvel acide a-cétonique. Cette réaction réversible est catalysée par des
transaminases utilisant comme coenzyme un dérivé de la vitamine Bg : le pyridoxa phosphate
(PAL) (MASSON, 2002).

Transaminase
Ri-CH-COOH + R;-C-COOH ¢—— » R;-C-COOH + R, - CH - COOH

NH, o o NH,
Acideaminén®l ,AC'F'e A,‘C'd? Acideaminén©2
a- cétonique n°2 o- cétonique n°l

Figure 3 : Réaction de transamination d’un acide aminé (BERG et al., 2008).
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|-1-5-2-Catabolisme du groupement COOH :
|-1-5-2-1-Décarboxylation :

Une faible partie des AA subit dans son métabolisme une décarboxylation, catalysée
par des décarboxylases, utilisant souvent le phosphate de pyridoxal comme coenzyme. Le
mécanisme de cette réaction conduit a la formation d’amine primaire correspondante et du
CO, (HORN et al., 2005). Certaines de ces amines ont un rdle physiologique ou
pharmacologique important, d’ou le nom d’amines biogénes qu’on leur donne parfois. Citons
a titre d’exemple la dopamine, la sérotonine et I’histamine qui jouent le role de véritables
hormones (HENRY WEIL, 2009).

Décarboxylase

R-CH - COOH » R-CH,—NH,
I N
NH-» cO, . o
Acide aminé Amineprimaire

Figure 4 : Réaction de décarboxylation d’un acide aminé (GUILLAND et al., 2009).

|-1-6-Devenir des produits du catabolisme des acidesaminés::
|-1-6-1-L es acides a- cétoniques:

Les acides o-cétoniques résultant de la perte du groupement -NH, peuvent emprunter
plusieurs voies: étre reconvertis en AA par réamination ou par transamination, accroitre
I’ensemble des corps cétoniques de I’organisme si leur production est trop abondante, et
s’intégrer au métabolisme genéral selon leur structure spécifique pour y étre transformes en
glucose ou tout simplement oxydés en CO, et H,O (TREMBLAY, 1986).

[-1-6-2- L’ammoniaque (NH3) :
Le NH3 libéré au cours du catabolisme des acides aminés peut subir deux voies
principales d’élimination : L’ammoniogenese et I’ureogenese.
» Ammoniogenése :

L’ammoniaque issu de la désamination oxydative est trés toxique, dés sa formation
dans les tissus, il réagit avec I’acide glutamique pour donner une molécule non toxique: la

glutamine qui est une forme de transport d’ammoniaque entre les cellules (BENSEGUENI et

e
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al ., 2006). Une fois formée, cette derniere passe dans la circulation sanguine pour étre captée

par le foie et le rein ou laréaction inverse, se produit pour libérer de nouveau le glutamate et
I’ammoniaque (HORN et al ., 2005).

» Uréogenese:

L’uréogenese (ou cycle de I’urée) est une voie métabolique, exclusivement hépatique
(SABLONNIERE et al., 2010), qui permet de transformer I’ammoniaque toxique pour le
systéme nerveux central en urée, produit non toxique qui passera dans le sang qui

I’acheminera vers le rein pout étre éliminer dans les urines (VAL DI GUI E, 2000).
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[-2-Alimentation infantile:

Une bonne nutrition pendant I’enfance est déterminante pour la santé et le bien-étre
tout au long de I’existence (OMS, 2011). Les enjeux d’une alimentation équilibrée chez
I’enfant sont multiples : permettre une croissance harmonieuse et un développement optimal
par un apport nutritionnel adapté a I’age, la croissance et I’activité physique, prévenir
certaines pathologies a moyen et long termes de carences ou désequilibres aimentaires
(GOYENS, 2009).

|-2-1- Besoins nutritionnels:

Les besoins nutritionnels correspondent aux quantités de nutriments devant étre
ingérés pour couvrir les besoins nets, compte tenu du taux d’absorption (BOURILLON,
2005). Ces derniers sont tres variables et sont en fonction de I’age, la vitesse de croissance,
I’activité physique, les caracteres génétiques et les facteurs environnementaux. C’est pourquoi
il est indispensable de bien connaitre ces besoins nutritionnels (PORTIER DE COURCY et
al., 2003).

|-2-1-1- Besoinsazotés:
» Quantitatif :

Les protéines sont une source d’azote et d’acides aminés nécessaire a une croissance
normale. Leurs apports ne doit pas dépasser les capacités d’élimination du foie et des reins.
Ces derniers doivent également étre qualitatifs, mettant en particulier I’accent sur les acides
aminés essentiels (BEYLOT, 2009). Les besoins protéiques (Tableau 1V) représentent la
somme du besoin lié a I’entretien et du besoin lié alacroissance (BEAUFRERE et al., 1997).
Ces besoins évoluent en sens inverse, le besoin lié a I’entretien augmente avec le temps,

tandis que la croissance se ralentissant progressivement, le besoin diminu (AFFSSA, 2007).

Tableau IV : Besoins en protéines selon I’age de I’enfant (DAELMAN et al., 2011).

Age Besoins en protéinesen g/ Kg/ Jour
0a2mois 2-22
346 mois 18-2
1a3ans 12
436 ans 11
7a9ans 1

:
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» Qualitatifs:

Le besoin nutritionnel en un AA spécifique peut étre défini comme étant la quantité
minimale de cet AA qui doit étre régulierement consommee pour assurer la nutrition adéquate
d’un individu bien portant ou encore pour assurer I’entretien, le fonctionnement métabolique
et physiologique (BOUTRY et al., 2008). Parmi les 20 A.A composant |a matiere protéque,
le tryptophane est un acide aminé essentiel non synthétisable par I’enfant, il doit ainsi étre
présent en quantité suffisante dans son alimentation (MAROUF et al., 2009). Les besoins en
tryptophane sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau V: Besoins en tryptophane selon I’age de I’enfant (APFELBAUM et al., 2004

WHO, 2007)
Age Besoinsen Trp en mg/ kg / Jour
1 mois 29
2mois 21
3 mois 19
4 mois 17
6 mois 16
10412 ans 11.3

|-2-1-2-Besoins en vitamines:

Les vitamines sont des composés organiques sans valeur énergétique, dont I’apport
exogene est nécessaire a la croissance et au maintien de I’état de santé. L’homme ne sait pas
en effectuer la synthése ou au mieux ne peut I’assurer qu’en quantité insuffisante
(TOUITOU, 2007 ; GUILLAND et al., 2009). Il existe deux groupes : les vitamines
liposolubles (A, D, E, K) et les vitamines hydrosolubles (vitamine C et 8 groupes de
vitamines B), dont la vitamine B3 (niacine) (TOUITOU, 2007). Cette derniere peut étre
synthétisée a partir du tryptophane, elle joue un réle important dans e métabolisme cellulaire
en tant que précurseur de NAD et NADP qui interviennent dans presgue toutes les réactions
d’oxydoréductions (APFELBAUM et al., 2009 ; ANDRES, 2011). Les besoins en niacine

sont présentés dans le tableau suivant :
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Tableau VI : Besoins en vitamine Bs selon I’age (DAELMAN et al., 2011).

Age Besoinsen mg/ Kg /Jour
De6 a 12 mois 6
lan- 3ans 9
4 ans-9ans 12
10a12ans 14

[-2-2- Allaitement maternel :

Depuis toujours, le lait maternel constitue I’aliment de choix et de réference des
premiers mois de vie (GOULET et al., 2002). Il apporte, en quantité comme en qualité tous
les nutriments nécessaires au développement optimal de I’enfant, sans risque de carence ni de
surcharge et sous la forme la plus digeste, |a plus facilement assimilable (DAELMAN et al.,
2011). L’OMS recommande un allaitement maternel exclusif pendant 6 mois et sa poursuite

apres diversification jusqu’a I’age de 2 ans (OMSS, 2011).
|-2-2-1- Composition chimique du lait materndl :
» En protéines:

Les protéines du lait maternel sont tres assimilables (100 %) par le systeme digestif du
nourrisson (DAELMAN et al., 2011). Leurs teneur est remarquablement faible entre 8 et 10
o/ L, ce qui témoigne d’une excellente absorption et d’une parfaite adéquation du profile des
acides aminés consecutifs avec les besoins du nourrisson (TURCK et al., 2013). Les acides
aminés indispensables sont présents en quantité notables dans le lait maternel. 1l existe deux
types de protéines en fonction de leurs précipitations a pH acide : les caséines (40%) et les
protéines solubles (60%). Parmi ces protéines solubles, certaines ont des roles essentiels
comme: les immunoglobulines (Ig A), lactoferrine, enzymes, facteurs de croissance...
(PICAUD, 2008).

Qualitativement, le lait maternel est caractérisé par sa richesse en a-lactalbumine la
principale protéine du LM. Cette derniere présente une teneur tres élevé en tryptophane (6%)
gui est un acide aminé précurseur de la sérotonine impliqué dans la régulation du sommeil
(CROGUENNEC et al., 2008).
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» Englucides:

Globaement, le lait de femme comporte 75 g /L de glucides dont 63 g de lactose et 129
d’oligosaccharides. Le lactose représente a lui seule 40% de I’énergie totale du lait, qui
participe au développement des structures cérébrales, et les oligosaccharides qui sont des
sucres non digestibles participant a la défense de I’organisme (PICAUD, 2008).

» Enlipides:

Le taux de lipides contenu dans le lait maternel est d’environ 35 g /L. Ce sont pour la
plupart des triglycérides (plus de 90%), mais également des acides gras libres, du cholestérol
(2004 300 mg/ 1) et des phospholipides (ARSAN et al., 2003). La richesse du LF en AGPI
(acide linoléique, acide a-linolénique) est d’une importance majeure en raison de leurs roles
(PUEL, 1995)

|-2-2-2-Avantages du lait maternel :

L’allaitement maternel possede de multiples avantages : Il procure une ration équilibré,
qui sert de modele nutritionnel, il assure une protection contre les infections : infections gastro-
intestinales, infections urinaires, rhinites, otites, bronchites.... (RIGOURD et al., 2013). Cette
protection est due, d’une part, aux propriétés du lait qui contient des anticorps, des
oligosaccharides, des lymphocytes, des polynucléaires, des macrophages...et, d’autre part, a
une moindre exposition aux germes pathogénes de I’environnement (BEAUFRERE €t al.,
2000). Il permet également la prévention de nombreuses maladies, de I’obésité infantile et la

réduction du risgue de dével oppement de phénomenes allergiques (TURCK et al., 2013).
1-2-2-3- Contresindications du lait maternd :

Selon TURCK (2005), les contre-indications de I’allaitement sont exceptionnelles. I
s’agit de certaines pathologies infectieuses évolutives de la mére (infection a VIH, tuberculose),
des affections viscérales graves (cardiagues, respiratoires..), des affections hématologiques,
oncologiques et des maladies chroniques pouvant s’aggraver ou dont le traitement est
incompatible a I’allaitement. D’autres sont liées a I’enfant comme : la phénylcétonurie, la

galactosémie congénitale, latyrosinémie héréditaire... (TOUNIAN et al., 2011).
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[-2-3- Allaitement artificidl :

Lorsque le recours a I’allaitement naturel n’est pas possible, les préparations lactées,
dont la composition est la plus proche possible du lait maternel, sont préférables au lait de
vache. De nombreuses formules existent: les unes sont adaptées a I’age de I’enfant
(préparations pour nourrissons, préparations de suite, laits de croissance), les autres a certains
troubles ou carence (BEYLOT, 2009).

[-2-3-1-L es préparations pour nourrissons: (Lait premier &ge)

Durant les premiers mois de vie, I’alimentation du nourrisson doit étre exclusivement
lactée, car ses capacités renales ne peuvent supporter de trop grandes quantités de protéines.
Elles sont congues pour répondre a elles seules, comme le lait maternel, aux besoins
nutritionnels de la naissance a I’age de 4 a 6 mois (GHISOLFI, 2010).

Des progres technologiques remarquables ont été réalisés pour mettre au point des
formules lactées, dont la composition se rapproche le plus possible du lait maternd.
(BEYLOT, 2009) Parmi leurs caractéristiques essentielles la diminution de la teneur en
protéines qui permet d’obtenir un profil en AA comparable a celui du lait maternel. A titre
d’exemple le lait Modilac enrichi en alpha-lactalbumine et en AGPI. Ce dernier bénéficie
d’un rapport protéines solubles/ caséines de 60/40, identique a celui du lait maternel
(CHAURAQUI et al., 1994). Son enrichissement en a-lactalbumine lui procure un
aminogramme proche de celui du lait maternel (LIEN et al., 2004), et leurs apportent des AA
indispensables au développement et a la maturation cérébrale de I’enfant, en particulier du
tryptophane et de lacystéine (HEINE et al., 1996).

|-2-3-2- Les préparationsde suite : (Lait deuxieme ége)

De 6 mois a 1 an, I’alimentation du nourrisson connait une période de transition, avec
la diversification alimentaire. Ces préparations ont une composition assez peu différente des
préparations pour nourrissons, adaptée a leurs besoins nutritionnels (BEYLOT, 2009). Les
variations reposent essentiellement sur la teneur en glucides et en protéines qui est plus élevé
avec un contenu lipidique abaissé. Elles assurent un apport protéique suffisant mais non
excédentaire, avec un rapport caséine /protéines solubles plus élevé (supérieur ou éga al).
Leurs objectifs est de palier les éventuelles carences liées a la diversification alimentaire
(GOULET et al., 2002).
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|-2-3-3- Lait decroissance: (laits 3éme age)

Apreés un an, I’enfant est toujours en phase de croissance relativement rapide, méme si
la vitesse de croissance s’est un peu ralentie par apport aux premiers mois. Son
développement et sa maturation se poursuivent rendant ses besoins en protéines encore tres
importants Ainsi, I’utilisation d’un lait de croissance apporte de nombreux avantages
nutritionnels, 1l contient environ 2.2 a 3g/100ml de protéines, cest-a-dire une valeur
intermédiaire entre celle des laits de suite et celle du lait de vache (CAMPEOTTO, 2003).

Tableau VII : Composition des différentslaits infantiles (taux maximaux et minimaux
établis par ladirective européenne 2006/ 141/CE).

Pour 100ml de L ait Protéines Caséines | Proténes Solubles
) (%) (%)

Lait mater nel 11(0.9-1.3) 40 60

Lait pour nourrisson 14(1.2-1.6) 40(30-60) 60 (40-100)

Lait desuite 16(1.3-16) 63(40-83) 37(17-100)

L ait de croissance 2.6(2.2-3.2) 80 20

|-2-4- La diversification alimentaire:
|-2-4-1-Définition :

La diversification alimentaire est le passage d’une alimentation exclusivement lactée a
une alimentation type omnivore se rapprochant progressivement de celle de [’adulte
(DJOFFON, 2005). Il s’agit d’une période de transition, capitale et nécessaire pour des
raisons a la fois nutritionnelle et liées au développement norma du nourrisson (DUBERN,
2008). Pendant cette période I’enfant est exposé a un risque de déséquilibre nutritionnel tant
par carences que par exces, pour celale lait doit rester la base de son alimentation (BEL ON,
2009).
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|-2-4-2-Age dela diversification alimentaire:

Un certain degré de maturation de fonctions rénales et digestives est nécessaire pour
métaboliser une alimentation autre que le lait. Par ailleurs, un certain développement
physiologique est nécessaire pour la progression de la diversification alimentaire et cela vers
I’4ge de 4 a 6 mois et jamais avant 4 mois (LEMALE et al., 2014).

|-2-4-3-Conduite pratique de la diversification alimentaire :

L’introduction de divers aliments se fait selon un ordre bien précis qui s’adapte a un
certain niveau de développement alafois pour des raisons nutritionnelles, psychomotrices et

sensorielles.
» De4-6moisalan:

La période située entre 6 mois et 1 an est celle des premiers désequilibres aimentaires.
Les laits de suite (lait 2°™ age) constitue un complément de la diversification alimentaire et
peuvent étre considérer comme un facteur de régulation des apports nutritionnels pour les

enfants de 6 a12 moi (GOULET, 2002 ; BELON, 2009 ; BEYLOT, 2009).

- Vers 4 mois, une bouillie préparée avec une farine sans gluten instantanée ou cuite peut déja
étre donné au nourrisson. A cette méme période I’introduction de légumes sauf les féculents et
les choux peut étre faite avec les petits pots (BEL ON, 2009 ; GOYENS, 2009).

- A partir de 5 mois, les produits laitiers comme les yaourts, les fromages frais peuvent étre
utilisés (1 yaourt= 2 petits suisse=150 ml delait) (BELON, 2009 ; LEMALE, 2015).

- Vers 5-6 mois, les fruits (pommes, bananes.....) peuvent étre donné, tandis que les pattes et
les biscuits seront utilisés vers le 7- 8 mois et leriz vers 1 an (DUBERN, 2008 ; LEMALE,
2015).

- L’introduction d’aliments riches en protéines tels que les viandes, les ceufs,
poissons....doivent étre donnés progressivement a partir de 6 mois (DUBERN, 2008 ;
LEMALE, 2015; DUPONT, 2005). Ces derniers assurent un apport important en AA,
notamment en AA indispensables dont le tryptophane, précurseurs de molécules importantes :
lavitamine B3 la sérotonine et laméatonine (GARRIDO et al., 2012). Lesteneursen Trp de

guelques aiments sont représentés dans | e tableau suivant :
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Tableau VIII : composition en tryptophane de divers aiments animaux et végétaux
(BOUTRY et al., 2008).

Aliments Tryptophane (mg/g de protéines)
Viande 11
Euf 17
L ait de vache 14
Céréales 10-15
Blé 12
Riz 11
Mais 7
L égumes 10-15
Pois 9
Grainedesoja 14
Tournesol 13
Colza 12

> Dela3anset au-dea:

Apres 9 a 12 mois, une croissance encore relativement rapide, un développement et
une maturation rendant les besoins en proténes, fer, calcium et acides gras essentiels toujours
importants. A cette période de la vie, le type varié de I’alimentation est quasiment celui de
type adulte (BEL ON, 2009).
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1-3-Importance du tryptophane présent dans I’alimentation infantile :

[-3-1-Structure du tryptophane:

Le tryptophane est un AA aromatique de formule brute C;;H12N20, Son radical
comprend un seul carbone suivi d’un carbure aromatique composé de deux noyaux accolés :
benzene et pyrrole. Ce noyau est un noyau indole (MOUSSARD, 2006). Il représente environ
1% des AA des protéines végétales et 1.5% des protéines animales (SIDANSKY', 2001).

Figure5: Structure du tryptophane.
[-3-2- M étabolisme du tryptophane:

L utilisation du tryptophane est quantitativement dominante, puisque 90% des apports
sont consacrés a la synthése des protéines endogénes (APFELBAUM et al., 2004). Le Trp
non utilisé dans la synthése protéique est métabolisé selon deux voies principales : seulement
2% est transformé en sérotonine, tandis que 8% restant sont métabolisés en acide nicotinique
vialavoie de kynurénine (FRENOT et al., 2001).

Tryptophane alimentaire

8% 90% 29
Voie de Kynurénine Voie sérotoninergique
l v l
Acide nicotinique Protéines Sérotonine
endogénes

Figure 6 : Schéma récapitulatif des voies métaboliques principales du tryptophane
(APFELBAUM et al., 2004).




Synthese bibliographique

|-3-2-1- Voie de kynurénine : (Trp précurseur de NAD")

LaVK est lavoie majoritaire de métabolisation non protéque du Trp, qui conduit ala
formation de nicotinamide adénine dinucléotide (NAD) (ALLAIN, 2008). Elle permet de
couvrir une partie des besoins en acide nicotinigue (MARSHALL et BANGERT, 2005).

Elle commence par le clivage du cycle pyrrole du tryptophane en présence d’O2, et il
se forme de la formylcynurénine sous I’action de tryptophane 2,3-dioxygénase (WEIMAN,
2004). La formylcynurénine libére son formyl en présence de cynurénine formylase en
donnant la cynurénine. Cette derniere est hydroxylée sur le noyau en formant le 3-
hydroxycynurénine en présence de cynurénine hydroxylase (MURRAY et al., 1996).
L’hydroxycynurénine libére de I’alanine de sa chaine latérale en formant I’acide 3-
hydroxyanthranilique en présence de cynuréninase dont le coenzyme est le phosphate de
pyridoxal. Chez les individus carencés en vitamine B6, il ya une forte excrétion urinaire de
cynurénine (GUILLAND et al., 2009).

L’ acide 3-hydroxyanthranilique subit une réaction complexe en présence de 3-
hydroxyanthranilique oxydase, enzyme a SH, comprenant du Fe2+, il ya ouverture du noyau
phenol et formation d’un noyau pyridinique. On obtient I’acide nicotinique qui sera incorporé
dans un nucléotide pour donner I’acide nicotinique mononucléotide, le nucléotide reagit avec
une molécule d’ATP pour former I’acide nicotinique adénine dinucléotide. Ce dernier est
amidé par la GIn en nicotinamide adénine dinucléotide (NAD). Sachant qu’une deuxiéme
molécule d’ATP est nécessaire pour former NADP a partir de NAD qui sont des coenzymes
actifs (figure 7) (KRUH, 1989).
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Figure 7:  La voie de kynurénine (kRUH, 1989).
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|-3-2-2- Voie sérotoninergique : (Trp précurseur de sérotonine)

La sérotonine ou 5-hydroxytryptamine (5-HT) est une amine biogene appartenant a la
famille des indolamines, synthétisée de fagon endogéene a partir du tryptophane (M EUNIER
et SHVALOFF, 1995; BELZUNG, 2010). C’est une petite molécule dont le poids
moléculaire est de 176 daltons, principalement connue pour son réle de neurotransmetteur
(GARNIER et al., 2003). Elle a éte isole et caractérisé dans le sérum il ya plus d’un siécle
(en 1868), mais ce n’est que dans les années 1930 qu’on lui donne le nom de sérotonine (Séro,
pour indiquer sa présence dans le sérum et tonine, pour indiguer sa fonction tonique). Plus
tard, on découvrait que cette substance se trouve également dans le cerveau (BELZUNG,
2010).

Elle est produite au niveau des neurones serotoninergiques qui innervent pratiquement
toutes les parties du SNC, dont les corps cellulaires concentrés dans les noyaux du raphé du
tronc cérébral. Tandis qu’au niveau périphérique sa production se fait principalement dans les
cellules entérochromaffines du tube digestif (HORN et al., 2005).

Elle est synthétisée en deux étapes (figure 8) : La premiére étape est I’hydroxylation
du tryptophane en 5- hydroxytryptophane (5-HTP), sous I’action de tryptophane hydroxylase
gui est une enzyme a bioptérine activée par phosphorylation. La réaction fait intervenir la
NADPH2 et I’'O2 (MOUSSARD, 2006 ; SABLONNIERE, 2010). La 5-HTP subit en suite
une décarboxylation sous I’action de I’hydroxytryptophane décarboxylase, qui est une enzyme
ubiquitaire pour former la 5- hydroxytryptamine ou sérotonine (BEAUMONT, 2010;
NIEOULLON, 2010). Etant donné que cette derniére ne traverse pas la barriere hémato-
encéphalique, le taux de sérotonine cérébral dépend de la disponibilité en tryptophane dans le
cerveau (RICHARD et ORSAL, 2007).

Q 0
0, Co, —
< OH HO < OH /‘ HO._7 j\ N—CH;
Nx NH, >, NH, > \@\, CH,
H Tryptophane H Hydroxytryptophane g \H
hydroxylase 5-hvd décar boxylase
- rox
Tryptophane yaroxy Sérotonine

tryptophane

Figure 8 : voie de synthése de sérotonine (NADEAU et al., 2006).
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[-3-3-Devenir et effets des métabolitesissus dela dégradation du tryptophane:

[-3-3-1- Nicotinamide adénine dinucléotide (NAD) et nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate (NADP) :

L e nicotinamide joue un rdle extrémement important en tant que constituant de deux
coenzymes tres répandues: le nicotinamide adénine dinucléotide (NAD) et sa forme
phosphorylée (NADP) (BOURGEOI S, 2003)

Ce sont des accepteurs ou des donneurs d’ions hydrures (H-) et d’électrons dans les
réactions d’oxydoreduction (MOUSSARD, 2006), ils ont la propriété de pouvoir étre
alternativement oxydés et réduits et participent de ce fait a un grand nombre de réactions
(FRENOT et VIERLING, 2001). Les électrons ou les atomes d’hydrogéene libérés dans les
réactions d’oxydoréductions biologiques sont souvent transférés a I’un des deux agents
oxydants : soit le NAD, soit NADP (GUILLAND et al., 2009).

Les produits de réduction du NAD+ et du NADP+, le NADH et le NADPH ont des
fonctions tres différentes :

- Le NAD est surtout mitochondrial : c’est I’accepteur d’atomes d’hydrogéne dans les grandes
réactions d’oxydations de I’organisme (glycolyse, lipolyse, et cycle de Krebs). Le NADH
ainsi produit est reconverti en NAD+ avec production concomitante d’ATP : c’est la voie de
la phosphorylation oxydative (Le MOEL et al., 1998);

- Le NADP est surtout cytosolique : c’est un donneur d’atomes d’hydrogene sous forme de
NADPH. Le NADPH produit dans la voie des pentoses phosphate, fournit des anions hydrure
aux réactions de réduction de la plupart des processus de biosynthése (GUILLAND et al.,
2012).

|-3-3-2- Sérotonine:

Le devenir de la sérotonine synthétisée a partir du tryptophane dépend de sa
localisation :

» Dansles neurones sérotoninergiques:

La sérotonine synthétisée dans les neurones sérotoninergiques, est stockée dans des
vésicules synaptiques via un systeme de transport antiport proton /sérotonine commun aux
monoamines par I’intermédiaire de transporteur vésiculaire des monoamines nommeés
VMAT. L’arrivé d’un potentiel d’action a la terminaison synaptique, entraine I’ouverture des
canaux calciques voltage-dépendants. L’entrée d’ions Ca®* vaentrainer lafusion des vésicules

a la membrane neuronale et, aing, la libération de sérotonine par exocytose dans la fente
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Synaptique pour activer les récepteurs sérotoninergiques post- synaptiques (NICHOL S et al.,
2008) (figure9).
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Figure 9 : Devenir de la sérotonine synthétisée dans les neurones sérotoninergiques
(NICHOL Set al., 2008).

» Danslaglandepinéale:

La sérotonine epiphysaire synthétisée a partir du tryptophane est transformée dans la
glande pinéale en mélatonine, neurohormone chronobiotique qui sera responsable du cycle
veilleesommeil (BACIU, 2011). Et ceci par la N-acétylation de la chaine latérde de la
serotonine par une N-acétyle transférase (NAT) puis sa methylation par I’hydrox-indole-O-
méthyle transférase (HIOMT) (figure 10) (TOUITOU, 2008; BOUTTEN, 2005;

CIAUSTRAT, 2009)

AcCoA CoA

o
o
IHO e\ A HO N—& CH & N—<
N a0 N T CHs
N ™N
N H

N NAT N HIOM

Sérotonine N-acétvle-Sérotonine M éatonine

FigurelO : Synthése de lamélatonine a partir de la sérotonine (MEUNIER et al., 1995).

. ALLAIN, 2008).
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» Danslesplaquettes:

La sérotonine synthétisée par les cellules chromaffines de la muqueuse gastro-
intestinale est sécrétée dans le sang, ou elle est capturée rapidement par les plaguettes
sanguines qui la stockent dans ses granules denses de sécrétions (figure 11) (ALLAIN,
2008 ; VAROQUAUX, 2012).

Figure1l: Représentation schématique d’une plaquette. Ga: granules a ; Gd : granules
denses; Ly : lysosomes ; sco : systeme canaliculaire ouvert ; mit : mitochondrie ;
std : systemetubulaire dense (REVEL et DOGHMI, 2004).

|-3-3-3-Effets des métabolites de la sérotonine :

En plus de son réle comme neurotransmetteur majeur du SNC, la sérotonine est
impliquée dans plusieurs fonctions telle que : le contrdle de la satiété, la perception de la
douleur, le sommeil, I’lhumeur, la thermorégulation, régulation de la motricité intestinale,
I’activation du transit... (BEUMONT, 2010).

|-3-3-3-1-Dans I’hémostase primaire :
|-3-3-3-1-1-Définition :

L’hémostase primaire est la premiere étape d’urgence du contrdle hémorragique, lors
de la formation d’une bréche vasculaire. Elle met en jeu I’adhésion des plaquettes sanguines
circulantes a I’endothélium, leur activation et agrégation pour former le thrombus plaguettaire
en une durée de 3 a5 minutes (REVEL et DOGHMI, 2004).

|-3-3-3-1-2-Physiologie de I’hémostase primaire :

L’adhésion des plaquettes aux protéines sous endothéliales des vaisseaux sanguins

(collagene, facteur de van wailebrand ...) via leurs récepteurs membranaires glycoprotéiques




Synthese bibliographique

la/lla, induit le changement de forme de ces dernieres qui deviennent sphériques et forment
des pseudopodes (HUISSE et al., 2015).

Les granules plaquettaires : les granules a qui contient des protéines pro-coagulantes
(fibrinogéne, facteur de Von wailebrand ....... ) et les granules denses qui contiennent des
protéines pro-agrégantes (ATP, ADP, ca’*, et sérotonine) libérent leurs contenus dans le sang
(BELLUCI, 2002). Les produits sécrétés (ADP, sérotonine), ou formés (thromboxane A)
lors de I’activation plaquettaire ont leurs propres récepteurs spécifiques a la surface des
plaquettes : ils se fixent sur ces derniéres qui passent a proximité et les recrutent, amplifiant
ainsi le processus d’activation plaquettaire (DUBOEUF et PILL ON, 2010).

Les glycoprotéines Ilb /ll1a de surface, subissent une modification conformationelle
qui leur permet de fixer le fibrinogene en présence de calcium et la constitution des ponts
interplaguettaires (agrégation réversible). Grace a la libération des enzymes et du contenu
granulaire des plaguettes, le caillot se consolide (agrégation irréversible) (ELALAMY et al.,
2001).

|-3-3-3-1-3-Mécanisme d’exocytose des granules a-plaquettaires:

L’analyse des fonctions plaquettaires des souris a conduit WALTHER et COLL a
démontrer I’implication de la sérotonine dans I’hémostase primaire, via un mécanisme de

signalisation intracellulaire responsable de I’exocytose des granules a plaquettaires.

La stimulation du récepteur 5-HT,a couplés aux protéines G, par la sérotonine induit
I’activation de la voie de phosphatidyl-inositol, ce qui entraine I’augmentation du taux de
Ca”* intra cellulaire. Cette augmentation active les transglutaminases (TGase), qui utilisent la
sérotonine pour transamider les petites protéines G (Rho et Rab4) les rendant ainsi actives car
incapable d’hydrolyser le GTP en GDP. Cette activation entraine des réarrangements
cytosquelettiques et I’exocytose des granules a (WALTHER et COLL, 2003).
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Figure 12 : Exocytose des granules o plaquettaires induite par la sérotonine durant le
processus d’agrégation plaquettaire. (WALTHER et COLL, 2003).

|-3-3-3-2-Dansla régulation du cycle veille-sommeil :

La répartition du cycle vellle.sommeil est principalement sous la dépendance de
I’hypothalamus et plus précisément, des noyaux suprachiasmatiques (AUGUSTINE et al.,
2005). Il convient de noter aussi que ses derniers agissent sous I’influence des noyaux du
raphé, par I’intermédiaire de la sérotonine (BACIU, 2011). Sous I’effet de I’obscurite, la
serotonine épiphysaire accumulée dans les pinéalocytes est transformée en mélatonine,
hormone qui régle I’horloge interne sur la position du sommeil (VAROQUAUX, 2012). Le
niveau de cette derniére atteint son maximum au milieu de lanuit et diminue progressivement
pendant la deuxieme partie de la nuit (HUNKELER et al., 2013). Lorsque I’aube parait, la

lumiere inhibe sa sécrétion et I’horloge se met en position d’éveil. (BOUTRON, 2007).

[-3-3-3-2-1-Transformation de I’information photopériodique en message hormonal :

Le tractus rétino-hypothalamique est la voie principale de transmission de
I’information photopériodique de la rétine a la glande pinéale. Le neurotransmetteur principal
impliqué dans cette étape est |e glutamate (KOLB et al., 2008). L’information est ensuite
transmise des NSC (noyaux suprachiasmatiques) par des voies multisynaptiques complexes
au GCS (ganglion cervical supérieur), qui envoie vers la glande pinéale des prolongements

axonaux aterminaisons noradrénergiques (figure 13). Le neuromédiateur principal impliqué
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au final dans le contréle de I’activité de la glande pinéale est la noradrénaline (De
LEERSNYDER et al., 2001).

Figurel3 : voie polyneuronale de la transmission de I’information photopériodique
(CHIQUET et al., 2001).

|-3-3-3-2-2--Stimulation noradrénergique:

La lumiere agit en bloguant la libération de la NA (noradrénaline) par les fibres
sympathiques, alors que I’obscurité la stimule. La noradrénaine libérée dans la fente
synaptique epiphysaire stimule les récepteurs noradrénergique o et B de la membrane
plasmique des pinéalocytes (VAROQUAUX, 2012).

La stimulation du récepteur B; adrénergique couplé a une protéine Gg active
I’adénylate cyclase membranaire (AC), qui entraine I’élévation de la concentration de I’AMP¢
(TZAVARA et al., 1996). Cette augmentation stimule la synthése de la NAT (N-
acétyltransférase), enzyme qui catalyse la synthése de méatonine a partir de la sérotonine
(RICHARD et ORSAL, 2007). La stimulation du récepteur o, intervient sur le systeme du
phosphatidyl-inositol impliqué dans la pénétration des ions Ca®*, ce qui potentialise les effets
liés al'activation des récepteurs 3; (GIROD, 1990).

[-3-3-3-2-3-Sécr éion de méatonine:

La sécrétion de mélatonine varie en fonction de I’dge. Chez le feetus, la
synchronisation de I’horloge endogene par la photopériode est en relation avec la secrétion de

mélatonine maternelle (TOUITOU, 2008). Pendant I’enfance, sa sécrétion apparait vers
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I’age de trois mois et atteint son pic vers I’age de 3-5 ans puis diminue progressivement pour
atteindre un niveau minimal autour de la puberté. La sécrétion reste alors stable jusqu’a 40
ans, puis diminue progressivement avec le vieillissement (figure 14) (De LEERSNYDER et
al., 2001).
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Figure 14 : Variation du taux plasmatique de mélatonine selon I’age.

|-3-4- Pathologie liée a un défaut de transport du tryptophane:
[-3-4-1- Syndréme d’Hartnup :

Le syndrome d’Hartnup est une maladie métabolique rare a caractére autosomique
récessif (BROER et al., 2005). Elle est liée & des mutations du géne SLC6A19, codant pour
un transporteur d’acides aminés neutres aromatiques sodiums dépendant, exprimé sur les
membranes des cellules de la muqueuse intestinale du tubule rénal proximal (KLETA et al.,
2005).

Les AA non absorbés dans I’intestin sont exposes a une dégradation par la flore
bactérienne colique. La dégradation intestinale du tryptophane produit une grande quantité de
composeés indoles qui sont excrétés dans I’'urine (MURRAY et al.,1996),ainsi qu’une une
diminution de tryptophane disponible pour la production de nicotinamide (composeé de la
vitamine B3) qui serait a I’origine de manifestations cliniques semblables a celles observées
dans les cas de déficience nutritionnelle en niacine (symptdmes pellagroides) (FERNAND et
al., 2006).

=
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[-3-4-1- 1-Symptémes :

Les symptdmes apparaissent le plus souvent dans I'enfance (3-9 ans), mais des débuts
trés précoces (une dizaine de jours aprés la naissance) et plus tardifs chez le jeune adulte ont
également éé décrits. La plupart des individus sont asymptomatiques. Les patients
symptomatiques présentent une photosensibilité cutanée (érythéme pellagroide : plagues
rouges caractérisée par une sensation de brdlure), une atteinte neurologique (ataxie
cérébelleuse, spasticité, instabilité émotionnelle, délires et hallucinations), et une hyper-
aminoacidurie (PALOKINAM, 2005 ; PATEL et al., 2008).

|-3-4-1-2-Diagnostic et traitement :

Le diagnostic est définitivement établi par la détection d'une hyperaminoacidurie par
chromatographie des urines (CIECIEREGA et al., 2014). L’administration orale d’acide
nicotinigque ou, mieux encore, de nicotinamide aux patients dont les symptdmes suggéerent une
déficience en vitamine B3 permet habituellement de faire disparaitre rapidement les
dermatites et les symptdmes neurologiques (SCRIVER et al., 2001). Une diete éevée en
protéines (ou suppléments en protéines) peut prévenir les symptdmes de la maadie. On a
recours a une forme de tryptophane modifié (ester éthylique du tryptophane) pour contourner
les défauts de transport (FERNAND et al., 2006).




Conclusion :

Depuis toujours, le tryptophane est considéré comme un AA essentie pour la
croissance, le développement et la maturation cérébrale de I’enfant. Pour cela I’0-
lactal bumine une des protéines majeures du lactosérum riche en cet AA (6 % des AA totaux

soit environ 6g/ Kg de lactalbumine) est exploitée commercialement en alimentation infantile.

Cet AA une fois absorbé par le sang, suit différentes voies métaboliques dont la
majeure partie (80%) est utilisée pour la synthése des protéines endogenes de I’organisme.
Alors que 8% sont utilisés par le foie pour la synthese de la vitamine B3 via la voie de
kynurénine. Cette vitamine contribue a la synthése de deux coenzymes trés importants qui
sont le NAD et le NADP qui intervient dans presque toutes les réactions d’oxydoréduction.
Donc le tryptophane peut remplacer la niacine puisque il permet de couvrir une partie

importante des besoins en cette vitamine.

Tandis que les 2% restant sont utilisés par les cellules entérochromaffines du tube
digestif et les neurones sérotoninergiques localisées dans le noyau du raphé du tronc cérébral
pour la synthese de la sérotonine. La sérotonine synthétisée au niveau du S.N.V joue
différents réles en intervenant comme neurotransmetteur et comme précurseur de mélatonine
gui est une neurohormone responsable de la régulation des rythmes circadiens tel que la
régulation du cycle veille-sommeil. Alors que celle synthétisée au niveau périphérique
(cellules entérochromaffines du tube digestif) est sécrétée dans le sang puis stockée dans les
granules denses de sécrétions des plaquettes sanguines pour étre utilisée lors de I’hémostase

primaire.

La malabsorption du tryptophane chez I’enfant suite, a une mutation du gene codant
pour son transporteur induit la maladie d’ Hartnup dont, les symptomes ressemblent celles
observées dans le cas d’une carence en niacine. Pour cela I’acide nicotinique ou une forme
modifiée de tryptophane (ester éthylique du tryptophane) est utilisé comme traitement pour

contourner les défauts de transport.

.



Introduction :

Les industries agro-alimentaires ont élaboré des produits destinés a répondre tout
particulierement aux exigences qualitatives du consommateur. Cependant, ces exigences sont
de plus en plus précises et segmentés, car I’aliment doit présenter une sécurité absolue,
absence de défaut et de falsification, avoir un profile nutritionnel le plus proche possible de
celui recommandé par les nutritionnistes, satisfaire les besoins sensoriels, intégré de la

praticité (facilité de stockage et de mise en ceuvre), en restant a un prix accessible.

L’evaluation des parameétres physicochimiques des produits alimentaires constitue une
étape importante pour le contréle de la qualité de ces derniers, c’est I’analyse de ces
paramétres qui pourra confirmer ou infirmer la validité d’un produit donné. Depuis toujours
I’'un des objectifs de la biochimie alimentaire est la quantification et la separation des
différents constituants présents dans les aliments. Cette séparation permet leur identification
ultérieure (nature des constituants) et leur quantification (détermination de la teneur relative
des constituants). Suivant le but recherché, cette quantification peut se faire par différentes
méthodes qui sont principalement titrimétriques (indice d’acide, indice d’iode, vitamine C);
spectrophotométriques  (dosages des  protéines, glucides.....);  €electrophorétiques
et chromatographiques. Ces méthodes sont utilisées dans les laboratoires de recherches, mais
auss dans les |aboratoires de contrdles des industries alimentaires.



Matériel et méthodes

|I-Stage pratique:
II-1-Matériel et méthodes:

La partie expé&imentale a été réaisée au niveau du laboratoire pédagogique de
recherche de Biochimie Analytique et Biotechnologies (LABAB) du département Biochimie-
Microbiologie de I’universitt MOULOUD MAMMERI de TIZI-OUZOU. Elle a été sous
tendue par le matériel énuméré ci-dessous.

I1-1-1-Matériel :

[1-1-1-1-Matieres premiéres:

Echantillonsvariésdejus | Matiéresgrasses Protéines

- JusRuiba; -Huile d’olive ; -Lait devache;

-Jus Ramy ; -Huilede soja; -Protéines sériques lyophilisées
-Juslacté (Olé) ; -Smen Médina;; (bovines, camelines) ;

-Jus Ifruit ; -Beurre président. -Caséines du lait de vache ;
-Jus Light. -Protéines du blanc d’ceuf.

I1-1-1-2-Matériel biologique:

Sérum albumine bovine (BSA).
Enzyme : papaine.

Bleu de dextran.
[1-1-1-3- Produits chimiques:

« Sds et tampons: Bicarbonate de sodium (NaCog), potasse KOH, thiosulfate de sodium
(Na&S03), sulfate de cuivre, tartrate double de sodium et de potassium, hydroxyde de
sodium (NaOH), carbonate de soude anhydre, tris-Hcl,

% Solvants: acide acétique glacial, acide trichloracétique (TCA), méthanol, éthanol,
Glycérol.

« Colorantset réactifs: Acide ascorbique, 2,6 dichlorophénol indophénol (DCPIP), acide
3,5 dinitrosalycilique (DNS), réactif folin ciocalteu, phénolphtaléne, empois d’amidon,
lugol, acrylamide, dodécyl sulfate de sodium (SDS), glycine, N ,N-méthylene- bis-
acrylamide, persulfate d’ammonium, Tris-Hcl, N,N,N,N’ tetraméthyléthyléne diamine

(TEMED), bleu de bromophénol, 2-mércaptoéthanol, bleu de Coomassie R250.
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[1-1-1-4-Appareillage :
* Unité de chromatogr aphie basse pression composée de : pompe péristaltique, colonne de
séparation, détecteur UV, enregistreur graphique, collecteur de fractions.
* Unité d’electrophorese sur mini-cuve verticale composée de: cuve d’électrophorése,
génerateur de courant (250 V, 100 mA), plaques en verre et en hydroxyde d’alumine,
espaceurs de 1 mm d’épaisseur.
* Balance de précision, Spectrophotométre UV-visible, Bain marie, pH métre, agitateur
variés, vortex, centrifugeuse.

[1-1-1-5- Autres:

Burettes, béchers, fioles jaugés, éprouvettes graduées, tubes a essais, erlenmeyer, entonnoirs,
pipettes, micro-seringue, micropipettes, gants.....

I1-1-2-M éthodes :
I1-1-2-1-M éthodes physico-chimiques :
[1-1-2-1-1- Dosage de la vitamine C par la méthode utilisant e 2,6 DCPIP :

La vitamine C ou acide ascorbique dont la formule brute est CsHgOs composant
essentiel de I’alimentation de I’homme, se trouve a I’état naturel dans les fruits et légumes.
Elle intervient dans de grandes fonctions de I’organisme telles que : la défense contre les
infections virales et bactériennes, la protection de la paroi des vaisseaux sanguins,
I’assimilation du fer, la détoxication de substances cancérigéenes. Cette vitamine hydrosoluble
est également un antioxydant puissant qui agit en éliminant les dérivés toxiques de I'oxygene.
(GUILLAUM et al., 2009).

Le dosage de la vitamine C est effectué par titrimétrie, a I’aide d’une solution de 2,6
dichlorophénol indophénol, préalablement étalonné par une solution d’acide ascorbique de
concentration connue (C;=0.4g/l), dont les conditions expérimentales sont présentées en
annexe O1.

L’ acide ascorbique est oxydé en acide deshydroascorbique par le 2,6-dichlorophénol
indophénol (2,6 DCPIP) (figure 15). Ce dernier sert également d’indicateur coloré qui est

bleu en milieu neutre et rose pale en milieu acide.
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Figurel5 : Réaction d’oxydoreduction de la vitamine C (BOURGEOI S, 2003).

Les méthodes de dosage de la vitamine C sont tres variées et utilisent principalement ces
propriétés réductrices. Le choix de la méthodologie dépend surtout de sa concentration et de
la complexité du milieu dans le quel on la dose. Elles peuvent étre réaliseées en utilisant soit
une méthode chimique qui est basée sur la titration par I’iode, ou colorimétrique et
volumétrique (méthode utilisant le 2,6-DCPIP), ou spectrométrique (méthode utilisant la
dinitro-2 ,4-Phényl Hydrazine), ou enzymatique qui consiste a la transformation de I’acide
ascorbique par I’ascorbate oxydase en acide dihydroxyascorbique (GAVRILOVIC €t al .,
1996).

[1-1-2-1-2-Dosage des proténes par laméthodedelLowry et al :

Le dosage des protéines des échantillons (jus lacté, lait de vache) est réaisé par
spectrophotométrie selon la méthode de Lowry et al (1951). Elle est basée sur deux réactions

chimiques simultanées :

- Une réaction de réduction des ions de cuivre sous conditions alcalines, qui forment un

complexe avec les peptides ou protéines (réaction du Biuret) (AUGERE, 2001).

- Une réaction de réduction du réactif Folin-Ciocalteu (un mélange d’acide
phosphotungstiques et phosphomolybdiques) par les protéines, notamment les groupements
phénoliques du tryptophane, de latyrosine, et de la cystéine et dans une moindre mesure cel ui
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de I’histidine. Cette réaction donne naissance a un complexe de coloration bleue : le bleu de
molybdéne dont I’intensité peut étre mesuré au spectrophotomeétre a 750 nm (PELMONT,
1995 ; GAVRILOVIQUE et al., 1996).

Les densités optiques (DO) obtenues permettent de déterminer la concentration en
protéines des échantillons analysés. Celle-ci est déterminée en se référant a une courbe
d’étalonnage, DO = f (C) établie avec I’albumine sérique bovine comme standards protéiques.
(Figurel6).

Le mode opératoire est donné en annexe 03.
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Figure 16 : Courbe étalon pour le dosage des protéines par laméthode de Lowry et al .,
(1951) avec BSA comme protéine étalon.

Il existe d’autres méthodes de dosage des protéines :

La méthode de Kdjeldahl est une méthode de référence pour la détermination de
I’azote contenu dans un produit. Elle s’effectue en plusieurs étapes :
- Les echantillons sont minéralisés en présence d’acide sulfurique concentré et a chaud (250°
c), les molécules organiques sont transformées en gaz carbonique et en vapeur d’eau, tandis

que I’azote organique est réduit en ammoniaque, fixés sous forme de sulfate d’ammonium.

=
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- L’ajout d’un exceés d’hydroxyde de sodium (NAOH) permet la transformation de I’azote
sous formes de sulfate d’ammonium, en ammoniac (NH3). Ce dernier est distillée dans un
excédant d’acide borique et déterminée par titrage avec une solution d’acide chlorhydrique
(HCI) (GUILLOU et al ., 1976).

La méthode de Biuret est basée sur la formation, en milieu alcalin, d’un complexe de
coloration violet pourpre entre les ions cuivriques et les liaisons peptidiques des protéines en
présence de réactif de Gronall. Elle est peu sensible, elle ne permet pas |e dosage de solutions
peu concentrés en protéines. Le risque de réduction des ions cuivriques par les sucres
réducteurs, en milieu alcalin, limite I’utilisation de cette méthode, notamment en
agroaimentaire (CAVRILOVIC et al ., 1996 ; AUGERE, 2001).

I1-1-2-1-3-Dosage des sucresréducteurs par la méthode utilisation le 3,5 DNS::

Les sucres réducteurs ont été dosés par la méthode de Miller (1959). En raison de leurs
groupement carbonyl libre C=0, en milieu acalin et a chaud, permettent de réduire I'acide
2,3-dinitrosalicylique (DNS) de couleur jaune en acide 3-amino-5—nitrosalicylique rouge
concentrations des échantillons sont déterminées a partir de la gamme étalon, réalisée avec
une solution de glucose de 1 g/l (figure 18). Les conditions expérimentales sont présentées

en annexe 02.

OO' =

Sucre )\
+ +
@ KOH s ~[ OH Sucre oxydé
x s “\___,J‘ L

N ITH;

Acide 3,5-dinitrosalicylique (jaune) Acide 3 amiono 5 nitrosalicylique (rouge orangé)

Figure 17 : Réaction de réduction du 3,5 DNS.
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Figure 18 : Courbe étalon pour le dosage des glucides par laméthode de 3,5 (DNS) avec la

solution de glucose comme étalon.

|1-1-2-1-4-Détermination des indices d’iode et d’acidité des corpsgras.

Les propriétés physicochimiques importantes des huiles (liquides) et des graisses
(solides) sont dues en majeure partie aux acides gras qui rentrent dans leurs compositions.
D’une part, les acides gras libres peuvent réagir par leur fonction acide (COOH) soit avec les
bases pour donner les sels ou savons, ou bien avec les alcools pour former des esters. D’autre
part, les acides gras insaturés peuvent fixer sur leurs doubles liaisons des hydrogenes formant

ainsi des acides gras saturés.

+ Indice d’acide :

Cet indice représente le nombre de milligramme (mg) d’hydroxyde de potassium
nécessaire pour neutraliser I’acidité libre contenue dans un gramme (gr) de corps gras
(NJUSSA, 1999). Cet indice permet de mesurer la quantité d’acides gras libres résultant des
réactions d’hydrolyse et d’oxydation des triglycérides (NDEYE, 2001).

Il est déterminé par titrimétrie a I’aide d’une solution d’hydroxyde de potassium
(KOH) ou de soude (NaOH) de concentration connue (solution titrante). Le corps gras étant
mit en solution dans un mélange d’oxyde diéthylique et d’éthanol. Ce dosage est effectué en

présence de phénolphtaléine qui sert d’indicateur coloré, il indique la limite de la
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neutralisation par changement de couleur (virage de I’incolore au rose péale). Le mode
opératoire est donné en annexe 04.
Laréaction est donnée par laformule suivante :

R-COOH + KOH R-COOK + HO

v

Acidegras  Potasse Sel Eau

+ Indice d’iode :

L’indice d’iode est la masse d’iode exprimé en gramme, que I’on peut fixer sur 100
grammes de corps gras (SARGAROL O, 2003). Il nous renseigne sur le degré d’instauration
du corps gras et par suite sa prédisposition a I’oxydation. Les acides gras insaturés sont des
acides éthyléniques possédant une ou plusieurs doubles liaisons (DJOM, 1993). .

Le principe de la méthode repose sur le traitement d’une prise d’essai (corps gras) en
solution dans I’acide acétique par une solution de lugol suivi de titrage par une solution de
thiosulfate de sodium (Na,S,03) en présence d’empois d’amidon et cela jusqu’a décoloration
compléete des deux phases . Le mode opératoire est donné en annexe 05.

Laréaction est donnée par laformule suivante :

R-CH=CH-R’ + I> » R-CHI-CHI-R’

|1-1-2-2-M éthodes enzymatiques :
[1-1-2-2-1-Hydrolyse enzymatique des protéines du lait (casénes bovines) et de
I’albumen par la papaine :

La papaine est une enzyme protéolytique d’origine végétale (extraite de papaye:
Carica papaya L.) avec un PM de 23.406 et un pH optimal pour son activité variant entre 3 et
9 sdlon le substrat. Cette protéase de spécificité large hydrolyse les liaisons peptidiques
impliquant préférentiellement des acides aminés basiques dont, I’arginine, la lysine et les
résidus qui suivent laphénylalanine (MACALOOQOD et al, 2013).

Afin de tester la sensibilité de deux types de protéines de structures différentes
(caséines bovines et protéines du blanc d’ceuf) a I’action de la papaine, ces derniéres ont été
isolées, lyophilisées et soumises a I’action de I’enzyme dont les conditions expérimentales

sont représentées en annexe 06.
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A la fin de I’hydrolyse par la papaine, une électrophorese en PAGE-SDS est effectuée
afin de visualiser les hydrolysats protéiques obtenus a différents temps d’incubations To, Tys,
T30, Teo, Taz0.

|1-1-2-3-M éthodes chromatographiques :
|1-1-2-3-1-Chromatographie defiltration sur gel de SEPHACRYL S200:

La chromatographie de filtration sur gel également appelé chromatographie
d’exclusion ou tamisage moléculaire, vise a séparer les molécules en fonction de leur taille et
leur forme moléculaire (ROUESSAC et al, 2009). Le principe de cette méthode consiste a
faire passer [I’échantillon a analyser a travers une phase stationnaire composee de billes
poreuses de dimension précises et uniformes. Elle permet I’élution des molécules selon
I’ordre décroissant de leurs poids moléculaires. Les grosses molécules avec un diamétre
supérieur a celui des pores sont exclues et sont éuées les premieres au niveau du volume
mort. Les petites et moyennes molécules sont éluées plus tardivement, car inclues dans le gel,
leur migration est ainsi freinée (KAMOUN, 1977).

Dans cette manipulation, les protéines sériques du lait de vache et du lait camelin sont
fractionnées par chromatographie de perméation sur Séphacryl S200. Ce dernier est un gel
préparé par réticulation covalente d’un allyle de dextrane avec du N, N’ méthyléne
bisacrylamide. Il est caractérisé par une grande résistance, stabilité, facilité de mise en ceuvre
et un domaine de fractionnement large situé entre 5.10° et 2.5.10° Da Les conditions

expérimental es sont représentées en annexe 07.
|1-1-2-4-M éthodes é éctrophor étiques :

L'électrophorese est une méthode d’analyse et de purification, basée sur la migration
differentielle de particules chargées sous I’effet d’un champ électrique. Certaines substances,
notamment les proténes qui ont une densité de charge non nulle a un pH autre qu’a leur point
isoélectrique vont se déplacer a une vitesse (mobilité ééctrophorétique) qui dépend
étroitement de leur charge globale et de leur poids moléculaire (AUDIGIE et al, 1995).

|1-1-2-4-1-Electrophorese sur gel de polyacrylamide :

Les séparations éléctrophorétiques ont été réalisées sur le gel de polyacrylamide qui
constitue un des supports solide le plus utilisé en raison d’un certain nombre d’avantages :

transparence du gel, permettant une analyse quantitative des protéines par densitométrie,




Matériel et méthodes

reproductibilité elevée, facilit¢ de mise en ceuvre, et possibilité de servir comme tamis

moléculaire.

La technique électrophorétique possede de nombreuses variantes : dans notre cas elle
a été conduite dans deux conditions expérimentales différentes (PAGE- native et PAGE-
SDS) :

|1-1-2-4-1-1-Electr ophor ése en conditions non dissociantes et non dénaturantes (PAGE-
native) :

Dans L’électrophorese en PAGE- native, les protéines sont separées en fonction de leur
charge et de leur poids moléculaire tout en gardant leur état natif. C’est une technique
résolutive et bien adaptée a la séparation des protéines sé&riques du lait bovin (protéines
globulaires) (MATI, 1992). La méthode de HILLIER (1976), adapté a un systeme de mini
cuves en plaques verticales est utilisee avec un gel de polyacrylamide a T= 12% et C= 2.7%.

Les conditions expérimental es sont représentées en Annexe 08.

|1-1-2-4-1-2-Electrophor ese en conditions dissociantes et dénaturantes (PAGE-SDS) :

L’éectrophorese PAGE-SDS, repose comme toute technique éectrophorétique, sur la
séparation de molécules chargées sous I’effet d’un champ électrique. La particularité de cette
derniére est de soumettre les échantillons protéiques a un traitement dénaturant sous I’action
de deux agents :

Le dodecyl sulfate de sodium (SDS): un détergent anionique, qui se fixe sur les
protéines dans un rapport de masse relativement constant (1.4g de SDS par granmme de
polypeptide) et leur confere une charge globale négative. Il joue également un réle dans la
solubilisation des protéines et |a dissociation des polypeptides DUCAUZE, (2003).

Le B-mercaptoéthanol (HS-CH,-CH»-OH) qui est un agent réducteur chargé de rompre
les ponts disulfures (S-S) des protéines, et un traitement thermique des échantillons a
100°Cpendant quelques minutes afin de désorganiser les structures tridimensionnelles, les
déplier et dissocier les sous unités sous forme d’entités monomériques DAMERVAL et al,
1993).

Dans ces conditions I’effet de charge entre constituant est annulé, et leur migration
dans le support se fait essentiellement en fonction de leur poids moléculaire DUCAUZE,
2003).
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Figure 19 : Structure du dodecyl sulfate de sodium (SDS).

Suivant le protocole de LAEMMLI e FAVRE, (1973) base sur un systeme bi
phasique, nous avons réalise deux gels superposés de concentration et de pH différents :
Un gel de concentration (T=4% et C= 2.7%) en tampon (Tris-HCI, pH=6.8), dont I’objectif
est la concentration des protéines pour une migration homogene dans le gel de séparation. Un
gel de séparation qui se caractérise par (T= 17% et C=2.7%), en tampon (Tris-HCI, pH=8.8).

Le mode opératoire est donné en annexe 09.
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I1-2-Résultats et discussion :
I1-2-1- M éthodes physicochimiques :
|1-2-1-1-Détermination delateneur en vitamine C danslesjus:

La dégradation de la vitamine C dans un jus de fruit provoque une perte de sa qualité
nutritionnelle, mais aussi organoleptique par I’apparition de composés volatils odorants a
impact négatif, et la formation de composés bruns responsables d’un changement de couleur
(brunissement non enzymatique).
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Figure 20 : Histogramme de lateneur en vitamine C dans différents jus Commercialisés.

D’apres les résultats d’analyses obtenus (figure 20), on remarque une variation de la
teneur en vitamine C dans les différents jus commercialisés. Nous avons enregistré des
valeurs élevées en cette vitamine dans les jus Rouiba et Ifruit qui sont respectivement 472
mg/l et 352 mg/l. Alors que le jus Ramy et Light présentent des teneurs moyennes de 228
mg/l et 253,3 mg/l respectivement. Tandis que le jus lacté présente la teneur la plus faible qui
est de 104 mg/l.

Les fortes teneurs en vitamine C dans les jus Ruiba et Ifruit peuvent s’expliqués par
leurs enrichissements en cette vitamine afin d’en faire un argument de vente en offrant au
consommateur des jus a teneur garantie en vitamine C , améliorer sa qualité nutritionnelle
initialement présente et perdue lors du processus de fabrication et du stockage. Elle est
également utilisée comme antioxydant sous la référence E300 pour assurer une meilleur
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conservation des jus. Cet antioxydant réagit avec le dioxygéne de I’air afin de I’empécher
d’oxyder d’autres molécules organiques (MAREZ et al., 2004).

La faible teneur en vitamine C dans le jus lacté peut s’expliquée par la nature trés
instable de cette derniére (présence de deux fonction énols) et aux mauvaises conditions de
stockages et d’entreposages. Cette dégradation résulterait donc entre autre d’une oxydation
favorisé par latempérature (ANSE et al., 1999), le pH (lavitamine C est facilement oxydée
en milieu alcalin et stable en milieu neutre), la transmission d’une certaine quantité d’oxygene
et de lumiere a travers I’emballage , ainsi que la quantité d’oxygene dissoute dans le produit et
la qualité d’eau utilisée lors du processus de fabrication. En effet SIZER et al (1988) ont
montré que la température, 1I’oxygéne et la durée du stockage semble étre les facteurs les plus
critiques favorisant la dégradation de cette vitamine.

La vitamine C prend depuis plusieurs années une part importante dans différents
domaines. L’industrie agro alimentaire utilise cette derniere comme adjuvant technologique
pour éviter le rancissement oxydatif des aliments, son action peut étre plus efficace lorsque
elle est associée a des techniques réduisant I’apport en oxygéne.par exemple, en stockant ou
en opérant sous vide ou sous azote ou en abaissant la température pour ralentir la réaction

d’oxydation.

|1-2-1-2-Détermination dela teneur en sucresréducteursdanslesjus:

Les sucres ont une place irremplacable et importante dans notre alimentation puisqu’ils
possedent un réle nutritionnel par I’apport d’énergie (400 a 600 Kcal dans le cas des jus de
fruits), un role organol eptique par la contribution au godt, la texture et un role technologique
en tant qu’agent de conservation par leur capacité de réduire la teneur en eau (JEANTET et
al., 2006).
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Figure 21 : Histogramme de la teneur en glucides dans différents jus commercialisés.
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D’apres les résultats représentés dans la figure 21, on remarque une variation de la
teneur en sucres dans les différents jus analysés. Cette variation peut dépendre de plusieurs
facteurstels que : I’espéce et le niveau de maturité du fruit utilisé donc sa teneur en sucres, les
procedés de fabrication et les traitements subis, ains que ladurée et les différentes conditions
de conservation et de stockage des jus.

Pour le jus light on aenregistré une faible valeur (2,69 g/l) qui peut s’expliquer par le
faite que ce dernier est fabriqué a partir d’une matiére premiére (fruit) ayant subit une
réduction en sucres car il est destiné aux diabétiques. Tandis que pour les jus Rouiba et Ramy
on a enregistrés des valeurs élevées (79,3 g/l et 40 g/l respectivement) par apport a celle du
jus Ifruit qui est de 22,16 g/l. Ces résultats peuvent s’expliqués par I’ajout des sucres

réducteurs dans ces derniers ou par I’inversion du saccharose en glucose et en fructose.

Ces teneurs restent inferieurs aux valeurs des différentes entreprises de fabrication de
jus (Ramy : 125gr/l, Rouiba: 120 g/I, Ifruit: 104 g/l) et a celle citée par (FRENOT et
VIERLING, 2002) qui est de 10 g/100ml. Cela peut étre du a la dégradation des sucres suite
aux mauvaises conditions de conservations et de stockages, ou aux différents traitements

subits lors de la fabrication de ces jus.
|1-2-1-3-Détermination dela teneur en proténes par laméthodede Lowry et al (1951) :

Les protéines du lait représentent une part importante de I’apport protéique dans les
rations alimentaires et tous particulierement dans les pays industrialisés. Ces protéines
présentent un triple intérét : nutritionnel (une excellente digestibilité, composition équilibrée
en AA essentiels...), technofonctionnel (aptitude du lait a la transformation en une multitude
de produits) et physiologique (immunité...) (DEBRI, 2007).

L’analyse des résultats représentés dans la figure 22 montre que le jus lacté présente
une teneur élevée en protéines (18,9 g/l), qui peut s’expliquer par le faite que ce dernier
contient du lait. Par contre pour le lait de vache, on a enregistré une valeur de 26,3 g/l qui est
inférieure a celle citée par AFNOR avec des valeurs comprises entre 34 et 36 g/l, et celle
trouvée par DEBOUZ et al., (2014) avec une valeur de 34,97 g/l et celle trouvée par
ABDOUN et al., (2008) avec une valeur de 30 g/l. Ce résultat peut s’expliqué par la
dégradation des proténes du lait bovin (protéolyse) par la plasmine qui est une protéase

(thermostable) alcaline naturelle du lait ou suite a différents traitements subis en industries ou
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aux mauvaises conditions de conservation et de stockage (la température par exemple) qui

induisent le dével oppement de bactéries protéol ytiques.
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Figure 22 : Histogramme de la teneur en protéines dans différents échantillons.

Il est bien admis que le nombre de germes du lait s’éleve d’autant plus haut durant
le stockage sous réfrigération que le nombre de germes initiales est levé (MOTTAR, 1984)
et que cette augmentation dépend aussi bien de la durée que de la température de
refroidissement. BLOQUEL et VEILLET, (1980), indiquent qu’apres le stockage du lait a
4°C pendant 4 jours, il s’ensuit une sélection bactérienne qui favorise la prolifération des
bactéries psychrotrophes Gram négatives présentes initialement en petit nombre dans le lait.
De ce faite la flore psychrotrophe devient dominante pendant le stockage réfrigéré du lait et
leurs enzymes extracellulaires, particulierement les protéases thermorésistantes, contribuent a
|la dégradation des protéines laitieres (HANTSIS-ZACHAROV e HALPERN, 2007).

Il faut noter que, beaucoup de facteurs sont susceptibles d’influer négativement sur
le taux protéique du lait. Outre I’alimentation quotidienne déficiente en fourrages et plantes
herbacées, I’effet de la race, I’age, la saison, le climat, I’état sanitaire (Martin et Coulon,
1995).

Selon Croguennec et al (2008), Lors d’une infection mammaire la fraction protéique
subit d’importantes modifications, a savoir une réduction importante du taux caséque et une

augmentation des protéines solubles d’origine sanguines (immunoglobulines, lactoferrine...).

P
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Par ailleurs, les protéines sont plus facilement dégradées par protéolyse car le lait provenant
d’une mamelle infectée est beaucoup plus riche en enzymes d’origine diverse (sérum sanguin,

leucocytes, bactéries.....).
|1-2-1-4-Détermination des indices d’iode et d’acidité d’une matiere grasse :

Les corps gras (huiles et graisses vegétales) jouent un réle maeur dans notre
alimentation, nous les consommons directement sous forme d’huile raffinée ou vierge, ou

bien indirectement via de nombreux produits de I’industrie agroalimentaire.

Chaque corps gras a son empreinte spécifique, sa signature en acides gras qu’il soit
d’origine animale ou vegétale. Ils ne représentent pas uniquement une reserve de calories
mais aussi une source d’acides gras, dont les acides gras saturés et les acides gras insaturés
(AG mono-insaturés et polyinsaturés). Parmi ces derniers on distingue les AG essentiels
(oméga 3 et oméga 6) que I’organisme humain ne peut pas les synthétisés, ils doivent donc
étre apportés par son aimentation (FRENOT et VIERLING, 2002).

On utilise comme indicateur de qualité des corps gras différents indices, dont chacun
a une signification dans sa propre limite. Dans notre manipulation on s’est intéressés a la
détermination des indices d’iodes et d’acidité de certaines huiles et graisses commercialisés,

dont les résultats sont représentés dans la figure suivante:

22,6
(5]
=)
o
’CU
= 13,13
pt 10,38
3 8,46 9,38
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°
8
S 1,03
=
Beurre président Smen Huile d'olive Huile de soja
Echantillons analysés

Figure 23: Histogramme des indices d’iode et d’acide de différents corps gras

commercialisés.
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> Indiced’acide :

L acidité est le pourcentage d’acides gras libres dans une matiére grasse. Elle renseigne
principalement sur I’altération des triglycérides d’une matiére grasse & la suite d’une
hydrolyse chimique ou enzymatique. Les AG libres non oxydés présentent un intérét

nutritionnel quasiment équivalent aux méme AG sous forme glycéridique (FODHIL, 2011).

D’aprés la figure 23, on remarque que les indices d’acides des différents corps gras
analysés varient entre 1,03 et 22,14. L’huile d’olive présente I’indice d’acide le plus élevé
(22,14), qui peut s’expliqué par sa teneur élevée en AG libres suite a I’hydrolyse des
triglycérides. Cette derniére est I’une des principales voies d’altération des corps gras au cours
de la production, du stockage et de la transformation. Elle peut étre chimique (présence d’eau)
ou enzymatique par les enzymes lipolytiques (lipases, estérases...) qui hydrolysent les
liaisons esters des glycérides et liberent a partir des triglycérides des AG, des di-glycérides et
des mono-glycérides. Les AG libres formés peuvent ensuite servir de substrat pour les
réactions d’oxydations (YACOUB, 2009).

» Indice d’iode :

L’indice d’iode indique le nombre d’instaurations globales d’une matiére grasse et
renseigne sur sa stabilité oxydative. C’est une évaluation de sa facilité a rancir, puisque plus il
contiendra d’instaurations plus il sera sensible a I’02. 1l est directement proportionnel aux
nombre d’instaurations ce qui permettra d’effectuer un classement entre les différentes sortes

d’acides gras.

Les corps gras liquides dont, I’huile de soja et I’huile d’olive possédent les indices
d’iode les plus élevés vu leurs origines végeétales et leurs richesses en AGI. L’huile de soja
est riche en AGPI dont I’acide linoléiques (55-75%) et I’acide linolénique (5-11%) tandis que
I’huile d’olive est riches en AGMI principalement I’acide oléique (56-85%) (BRUNETON,
2009).

Les corps gras solides dont, le smen et le beurre posseédent un indice d’iode
relativement faible qui s’explique par leurs fortes teneurs en AGS et faible teneur en AGI. Le
smen qui est un corps gras généralement produit a partir des huiles végétales dont, la plus
utilisée est I’huile de palme qui présente un taux élevé en AG saturés. Le beurre est composé
principalement de triglycerides, qui sont constitués d’AGS (60-65%) dont, I’acide palmitique
(31,95%), myristique (11,3%) et laurique (15,33%) (CROGUENNEC et al., 2008).
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D’apres les résultats de nos manipulations, on remarque que les valeurs d’indices
d’iode obtenus pour I’huile de soja (13,13) et I’huile d’olive (10,38) sont inférieures aux
normes fixées par le Codex Alimentarius avec des valeurs de (124-139) pour I’huile de soja
et (75-94) pour I’huile d’olive. Les résultats enregistrés pour le smen (9,38) et le beurre (8,46)
restent loin des valeurs citée dans la bibliographie par (BESSON et GARNEAU, 2003) qui
adonné une valeur qui se situe entre 26 et 28 pour le beurre.

Les faibles teneurs d’indices d’iodes des échantillons analyses peuvent étre dues a
I’oxydation et a la durée de stockage. Cette réaction chimique s’effectue lorsque les AGI
constituant la matiére grasse (a I’état libre ou estérifié en triglycérides), porteur d’un ou
plusieurs sites réactionnels que sont les doubles liaisons rentrent en contact avec I’oxygene de
I"air.

Il est bien connu que le degré d’oxydation des huiles et des graisses est lié a leurs
niveaux d’instaurations, tout en dépendant encore de beaucoup d’autres facteurs. Parmi ces
derniers on peut citer : le type des corps gras et leurs passé, le taux AG libres, les traitements
technologiques subis, le transport et les conditions de conservation dont, I’emballage utilise,
la durée de stockage, I’accessibilite pour I’O,, la présence de traces metalliques et d’eau,

I’exposition a la lumiére du jour pour les emballages transparents, la température ambiante.....

Notons a ce stade que lalumiere et la température sont des facteurs accél érateurs mais
ne sont pas des ééments necessaires et suffisants pour déclencher des phénomenes
d’oxydations. Ce phénomene chimique se caractérise par son caractére évolutif (d0 a la
succession, dans le temps, de différentes réactions chimiques, conduisant a plusieurs familles
de produits réactionnels intermédiaires et finaux), irréversible et altératif (puisque I’attaque
des acides gras par I’oxygene atmosphérique conduit a des dégradations organol eptiques et
fonctionnelles, affectant directement la qualité marchande des corps gras et conditionnent |eur
durée) (ARMELL, 2004 ; VILLIERE et GENOT, 2006).

I1-2-2-M éthodes de purifications :
[1-2-2-1-Séparation des protéines du lactoserum bovin e camdin par
chromatographie sur gel de séphacryl S200:

Les protéines sériques du lait sont les protéines qui restent solubles aprés précipitation
des caséines a pH isoélectrique. Ce sont des proténes globulaires diversifiés en structure et
en propriétés (VIGNOLA et AMIOT, 2002).
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Nous avons essayé de fractionner les protéines sériques bovines et camelines, en
utilisant la chromatographie sur gel de séphacryl S200. Apres optimisation des paramétres de
séparation, les séroprotéines ont éé dués comme indiqués dans les chromatogrammes
suivants (figure 24 et figure 25) en 5 pics pour le lait bovin et 4 pics pour le lait camelin
notes F1, F2, F3, F4, F5 et F1’, F2°, F3’, F4’ respectivement.

0,18 - F4

0,16 -
0,14 - E5
0,12 - F2
0,1 - F1

0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -

DO mesuréea 280 nm

0 10 20 30 40 50 60

Volume d’élution (ml)

Figure 24 : Chromatogramme de séparation des protéines sériques du lait de vache en
utilisant la chromatographie de pérméation sur gel de séphacryl S 200.
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Figure 25: Chromatogramme de séparation des protéines seriques du lait camelin en utilisant

la chromatographie de pérméation sur gel de séphacryl S 200.
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|1-2-2-2-Caractérisation électrophorétique des séroprotéines bovines et camelines en

conditions non dissociantes et non dénaturantes (PAGE- native) :

Fy F, Fs Fa Fs T

Figure 26 : Profile électrophorétique (PAGE-native) des séroprotéines bovines. T : témoin

contenant les séroprotéines bovines

T F >’ F3’ Fs
Igs A’
BSA B’
C’
a-La D’ v
+
B-Lg

Figure 27 : Profile électrophorétique (PAGE-native) des séroprotéines camelines. T : témoin

contenant les séroprotéines bovines

-
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Selon, CROGUENNEC et al, (2008), les protéines sériques bovines migrent en cing
bandes correspondantes dans I’ordre croissant de leur mobilité electrophorétique
aux immunoglobulines (I1gs), sérum albumine bovine (BSA), alpha lactalbumine (a-La) et en
dernier labéta-lactoglobuline (B-Lg) (deux variantes A et B).

Le contréle éectrophorétique, en PAGE native (Figure 26) réalisée sur les fractions
obtenues par chromatographie de perméation sur gel séphacryl S 200, montre, pour le lait de
vache, I’existence de quatres bandes I, 11, 11l et IV au niveau de I’échantillon (tube témoin)
contenant les standards (proténes sériques bovines) qui correspondent respectivement aux
Igs, BSA, a-La et B-Lg (bande intense). Les Igs ont une mobilité tres faible, vu leurs poids
moléculaire tres élevé qui ne leur permet pas de migrer plus loin. Alors que la B-Lg présente

une mobilité élevée (le niveau de migration le plus loin).

Pour la fraction F1 du lait bovin, il n’ya pas eu révélation de bandes alors que, on a
obtenu une bande dans la fraction F2 qui correspond aux Igs bovin et quatre bandes dans la
fraction F3 (1,2, 3,4) qui correspondent respectivement aux Igs, BSA, a-La, B-Lg et 3 bandes
dans la fraction F4 qui correspondent aux lgs, BSA, a-La et 3-Lg. Pour la fraction F5 nous
avons pu isoler 3 protéines (3 bandes) qui correspondent a I’o-La et aux deux variantes

génétiques de lap-Lg.

La distribution des protéines laitieres différe d’une espéce animale a une autre. Cette
distribution est particuliere dans le lait camelin, puisque certaines protéines importantes du
lait bovin telle que la B-lactoglobuline ne sont pas retrouvés dans le lait camelin (MERIN et
al ., 2001 ; FARAH et al., 2004). Par contre d’autres protéines lui sont spécifiques et ne sont
pas retrouvés danslelait bovin (KAPPELER et al., 2003).

L’analyse du profile électrophorétique du lait camelin en PAGE native (Figure 27)
montre I’absence de bandes dans la fraction F1’ et deux bandes dans la fraction F2’, une qui
migre au méme niveau que la BSA qui pourrait correspondre a la CSA (albumine sérique
cameline). Alors que les fractions F3’ et F4’ ont révélés 4 bandes: A’, B’, C’ et D’. Les
bandes (A’) se situant au méme niveau que les Igs bovin pourraient correspondre a leurs
homologue camelin (Igs camelin), les bandes (B’) pourraient correspondre a la CSA, les
bandes (D’), désignent I’a-lactalbumine cameline qui se trouve au méme niveau que I’a-
lactalbumine bovine. Quant aux bandes (C’) qui n’ont pas d’homologue camelin peuvent

correspondre a I’une des variantes génétiques de I’a-lactalbumine cameline. Plusieurs travaux
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(BEG et al., 1985; OCHIRKHUYAG et al., 1998) ont fait état de la présence de deux

formes génétiques de I’a-La cameline.

Le profile éectrophorétique montre la présence de trainées de couleurs qui peut
s’expliquée par une mauvaise qualité du gel utilisé ou a des contaminations lors du dép6t des

échantillons.

Les résultats obtenus en électrophorese PAGE-native que se soit pour les séroprotéines
bovines ou camelines peuvent s’expliquer par une mauvaise séparation de ces dernieres en
chromatographie de perméation sur gel, ou bien aux erreurs de manipulations. lls peuvent
s’expliquer également par la présence d’impuretés dans les fractions collectés ou a la

mauvaise qualité des échantillons utilisés.

La non révélation de bandes dans certaines fractions : F1 pour le lait bovin et F1’ pour le
lait camelin peut s’expliquée par lafaible teneur en proténes dans ces derniéres. Pour celail
fallait faire un dosage par la Lowry avant d’effectuer I’électrophorése. Ce qui n’a pas éte le

cas dans notre manipulation.

[1-2-2-3-Hydrolyse enzymatique des proteines de I’ceuf et des caséines bovines par la
papaineet caractérisation éectrophorétique deshydrolysats (PAGE SDS).

Apres hydrolyse par la papaine de deux types de protéines (les caséines bovines et les
protéines du blanc d’oeuf), nous avons essayé de suivre la cinétique de cette enzyme par
électrophorése en condition non dissociante et non dénaturante (en présence du SDS et du (3-

mércaptoéthanol), dont on a obtenu des hydrolysats a différents temps d’incubation : Tis, T3,

Teo, T120.
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B-CN
a-CN

Figure 28: Profiles éectrophorétiques (PAGE-SDS) des hydrolysats protéiques obtenus
sous I’action de la papaine a différents temps d’incubation To T1s, T30, Teo, T120.

A : Caséinesdu lait devache. B : protéines du blanc d’ceuf (albumen).

Les caséines bovines sont définies comme des phosphoprotéines qui précipitent a partir
du lait cru par acidification a pH de 4.6 a 20°c (VIGNOLA et AMIOT, 2002). Ces derniéres
(en PAGE-SDS) migrent en 5 bandes correspondantes dans I’ordre croissant de leur poids
moléculaire aux : y-CN, k-CN, B-CN, a S2 et o S1.

L’analyse du profile électrophorétique (PAGE-SDS) des casénes bovines (figure 28
A) révele I’absence de bandes pour les caséines bovines a différents temps d’incubation (T s,
Tao, Teo € T120) qui peut s’expliquer par leur hydrolyse totale par la papaine en peptides de
petite taille ou en acides aminés. Cette hydrolyse peut s’expliquer par la forte teneur en
enzyme utilisé ou le non respect de la durée d’incubation, car les caséines présentent une
organisation micellaire sous forme de pelote statistique (structure native dénaturée) donc
sensibles a I’hydrolyse par les enzymes (facilité d’accessibilité de I’enzyme aux sites de

coupures).
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L’albumen est composé en majeur partie d’eau et de protéines (88% et 10,6%
respectivement). Ces dernieres ont été largement éudiées en raison de leurs nombreuses
propriétés nutritionnelles, technofonctionnelles et biologiques (NAU et al., 2010). Malgré
cela, la composition en protéines et notamment celles en protéines mineurs n’est certainement
pas completement acheveée puisque de nouvelles protéines viennent d’étre mise en évidence
dans I’albumen. Jusqu'a trés réecemment, le nombre de protéines habituellement référencées
dans I’albumen était de 13 (Li-CHAN et NAKAI, 1989). En effet, il existe des protéines de
tres haut poids moléculaire (Ovomucine, Ovostatine....... ) et d’autres de tres faible poids

moléculaire (lysozyme par exemple) (NAU et al., 2010).

L analyse du profile électrophorétique (PAGE-SDS) de I’albumen (figure 28B) montre
I’existence de seulement cing bandes pour le tube témoin, et ceci peut étre expliqué par la
condensation des proténes entre elles, ou a une perte de certaines suite a des atérations lors
de la conservation. Il montre également la présence de plusieurs bandes fine a différents
temps d’incubation (T1s, T30, Teo € Ti20) qui peut s’expliquer par I’hydrolyse partielle des
protéines par la papaine en polypeptides. Vu la structure globulaire organi sée que présente ces
derniéres, leur hydrolyse nécessite I’exposition des sites catalytiques de I’enzyme,

initialement enfuies a I’intérieur des protéines.

Le profile électrophorétique des protéines du blanc d’ceuf révéle une mauvaise
hydrolyse enzymatique de ces derniéres, car on s’attendait que les bandes denses révelés dans
le tube témoin s’éclaircis et augmente dans le nombre avec I’augmentation de la durée
d’incubation. Ceci peut étre dii a des erreurs de manipulation, au non spécificité de I’enzyme
pour son substrat, au non respect de la température d’incubation ou du pH optimal de
I’activité de I’enzyme, ou a un rapport enzyme/substrat non adéquat (quantité d’enzyme

inférieur a celle du substrat).




Conclusion :

Les travaux menés dans la partie expérimentale ont eu pour objectif I’analyse de
guelques produits alimentaires commercialises par différentes méthodes anal ytiques dont les
méthodes spectrophotométriques, titrimétriques, chromatographiques et e ectrophorétiques
(PAGE-native, PAGE-SDS). Ces derniéres permettent d’une part, le dosage et la
détermination des teneurs relatives de certains constituants d’un aliment, d’autre part de
contréler la conformité et de montrer les modifications éventuelles subis par cette matiere au
cours de sa fabrication ou de sa conservation dont I’oxydation et I’hydrolyse (chimique,

enzymatique....).

Les analyses physico-chimiques effectuées (dosage de la vitamine C, des sucres
réducteurs, des protéines, détermination des indices d’iode et d’acidité) ont révélé des
résultats non conformes aux normes d’ou la grande nécessité d’améliorer sans cesse les
conditions de conservation et de production et de veiller ala qualité. En effet, la maitrise de
cette qualité et le développement de nouveaux produits en adéguation avec les multiples
exigences du marché implique de la part des responsables techniques du secteur
agroaimentaire une démarche de plus en plus rigoureuse. Celle-ci s’appuie notamment sur
les acquis scientifiques en microbiologie et physicochimie des aiments, et sur les

technologies mises en ceuvre dans leur élaboration et leur conservation.

Concernant les résultats de purification et de caractérisation obtenus (séparation des
séroprotéines bovines et camelines, hydrolyse enzymatique des caséines bovines et de
I’albumen par la papaine) il est préconise d’optimiser les conditions opératoires, de faire des

analyses complémentaires et d’utiliser des méthodes plus performantes.
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AnNnexes:

Annexe 0l : Détermination delavitamine C par laméthode au 2,6-DCPIP.

1-Solutions:
- Solution de 2-6- dichlorophénol indophénol a 0.5 gr/L :

1D P 050r
Bicarbonate de sodium....... ..o 0.2¢gr
Eaudistilléechaude............oooiiiiei i e 300 ml

Laisser refroidir et gjuster 2 1000 ml avec de I’eau distillée froide, puis filtrer.

- Solution d’acide ascorbique :
ACIHE BSCOMDIQUE. .. ...ttt e e e e e e e e e e 04qgr
Bau distille... ..o e 2. 1000 M

2-Mode opératoire:
Dans un bécher de 20 ml, introduire:

5 ml de I’échantillon &doser (jus defruit) ;
Ajouter 1 ml d’acide acétique glacial, mélanger ;

Verser, goutte a goutte la solution de 2-6-DCPIP a I’aide d’une burette, jusqu’a apparition

d’une coloration rose pale persistante.

Lirele volume sur la burette (chute de burette), soit V, (ml).
3-Etalonnage de la solution d’acide ascorbique :

L’etalonnage est fait a I’aide d’une solution étalon de concentration C;=0.4 g/I. Elle
correspond a une chute de burette de V, (ml).

4-Expression desrésultats:

Lateneure en vitamine C en mg/l, est donné par larelation suivante :
Co= (Cle;UVZ) x1000

C1 : concentration en acide ascorbique de la solution étalon (gr/l).
C,: concentration en vitamine C dans I’échantillon (jus) (mg/l).

V1 : chutte de burette mesurée dans le cas de la solution étaon (ml).



V,: chutte de burette dans le cas de jus (ml).

Annexe 02 : Dosage des glucides par la méthode utilisant I’acide 3,5 dinitrosalycilique

(DNS).
1-Solution :
Solution de glucose :
GlUCOSE. . . e e e e 19
Bal distill€. ... et 1000 ml
Gamme étalon :

A partir de la solution de glucose des dilutions sont préparées suivant |e tableau ci-dessus :

N° de tube 01 02 03 04 05 06
Solution de glucose
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
(ml)
Eau distillée (ml) 1 0.8 0.6 0.4 0.2 0

2-Mode opératoire:
-Mettre 1 ml de la solution a doser (ou des différentes dilutions) dans un tube a essai ;
-Ajouter 2 ml du réactif (3,5 DNS) ;
-Chauffer au bain marie bouillant pendant 5 min ;
-Refroidir par écoulement d’eau sous le robinet ;
-Ajouter 7 ml d’eau distillée et homogénéiser ;
-Laisser reposer pendant 15 min atempérature ambiante ;

-Fairelalecture a 350 nm contre le blanc.

3- Détermination de la teneur en sucresréducteurs:

Une courbe étalon est tracé en portant sur I’axe des abscisses, les concentrations en
solution de glucose des dilutions (gamme étalon) préalablement préparee et sur I’axe des
ordonnées, les DO mesurées respectivement pour chaque dilution. La concentration en sucres

de I’échantillon analysé est déterminée par larelation suivante :

C=Y /0741

C : concentration en sucres réducteurs de I’échantillon analyseé.



Y : laDO correspondante aladilution 10 de I’échantillon analysé.

0.714 : constante trouvée par Excel.

N°detube | 1 2 3 4 5 6 102 10°°
Cmg/ml) | O 02| 04 | 06 | 08 1 0.218
DO 0 |0083| 0245 | 0.413 | 0602 | 0.766 | 0.162 | 0.043

Annexe 03 : Dosage des protéinespar la méthodede Lowry et al (1951).
1- Solutions:

Solution A :

00180 L= 050 PPt s 0 0N 11|

Carbonate de sodium anhydre (NagCO3) ....cvviriieiie it e e e e e e e 10¢gr

Solution cuivriqueB :

Sulfate de cuivre (CuSO4, 5 H20) (0.5 gr/100ml)......ceoieniiiiiie e e 2 mi

Tartrate double de Naet de K (1gr /200 M) .cccee e e iniiieie e e 2m|

Solution C:

SOIULION AL e e 50 ml

SOIULION Bttt et e e e e e e e et e e 1ml
Gamme étalon :

A partir de la solution mére de BSA, des dilutions sont préparées selon e tableau suivant :

N° detube 01 02 03 04 05
Concentration (ug/ml) 0 30 50 80 100

Solution mere d’albumine
0 150 250 400 500

sérique bovine (BSA) (ul)
Eau distillée (ul) 500 350 250 100 0

2-Mode opératoire:
- A 0.5 ml de la solution d’échantillon :
- Ajouter 2.5 ml delasolution C et mélanger ;
- Laisser 5 a10 min atempérature ambiante ;
- Ajouter 250 ul de réactif de Folin-Ciocalteu ;

- Homogeénéiser rapidement et mettre les tubes 30 min a I’obscuriteé.



- Apres 30 min, homogeénéiser |es solutions rapidement et lirela DO a 750 nm contrele blanc.

3- Détermination desteneursprotéiques:
Une courbe étalon est tracée DO = f (concentration en BSA) puis la concentration de la

protéine X inconnue est déterminée par laformule suivante :

C=Y /1106

C : concentration en protéines de I’échantillon analysé.
Y : laDO correspondante aladilution 10 de I’échantillon analysé.
1.106 : constante trouvée par Excel.

N° du tube 1 2 3 4 5 107 10°
C (mg/ml) 0 0.03 0.05 0.08 0.1 0.0189
DO 0 0.018 0.056 0.092 0112 | 0.162 | 0.021

Annexe 04 : Détermination d’indice d’acide.

1-Préparation de la solution de potasse KOH (0.1 N) :
POtasse alCOONIQUE. .. ... .ee e e .2.8 MG
Bal distilBe. ..ot 500 mi

2- Mode opératoire:

- Peser 2.5 g de matiére grasse dans un erlenmeyer ;

- Les dissoudre dans 5 ml d’éthanol ;

- Titrer immédiatement avec de la potasse alcoolique (0.1N) en présence de phénolphtal énes

(quelque goutes) jusqu’a apparition d’une coloration rose-pale persistante.

3- Expression desrésultats:
L’indice d’acide des différents corps gras anal ysés est déterminé par la formule suivante :

A =V kon X Ckon X Mkor/ m (MG)



Ou:

V : volume de KOH titré;

N : normalité de KOH (0.1 N) ;

M : masse molaire de KOH (56.11) ;
m

: masse de la prise d’essaie.
Annexe 05 : Détermination d’indice d’iode :

1-Préparation de la solution de thiosulfate de sodium (Na;S;03) :
Thiosulfate de SOQIUM...... .. e e e 12.4gr
Bau distillée. .. ....oee i e e e e D00 M

2-Mode opératoire:

Préparation de deux tubes (tube témoin et tube échantillon) :

a)- Tubetémoin : introduire dans un tube a essai 5 ml de lugol et quelques gouttes d”’amidon
(mélange bleu). Déterminer le volume V; de thiosulfate de sodium nécessaire pour neutraliser
I’iode contenu dans ce tube.

b)- Tube échantillon : introduire dans un tube a essai 5 ml de lugol, 0.5 ml de matiere grasse
puis chauffer pendant 5 min (bien homogeénéiser le long du chauffage). Aprés refroidissement,
ajouter quelques gouttes d’empois d’amidon (mélange bleu) puis verser le thiosulfate goute a
goute en agitant, jusqu’a décoloration. Déterminer le volume V, nécessaire pour neutraliser

I’iode contenu dans I’ échantillon.

3-Expression desrésultats:

Lesrésultats ont été trouves par laformule suivante :

| = (V1= V) X 0.01269x100/ m (MG)

V1 : Volume de thiosulfate utilise pour I’essai a blanc ;

Ve : Volume de thiosulfate de sodium nécessaire pour la neutralisation de |'exces diode ;
N : Normalité de thiosulfate de sodium ;

m : Masse de laprise d'essai d'échantillon ;

M : Masse molaire de I’iode.



Annexe 06 : Séparation des séroprotéines bovines et camelines par chromatographie de
per méation sur gel de SEPHACRYL S 200.

1-Préparation des solutions :
Tampon TrissHCL (0.02 M, pH=8.4)
L1015 1.21gr
Bal IS0, ...t e e 500 ml
Solution de bleu de dextrane:
Bleudedextrane. .. .......ouviriie i it e e e e e e e e D NG
T 111 1] TP 5ml
2- Préparation deI’echantillon :
Protéines IyophiliSEeS. ... ...ovi it e e 100 mg

TampPON triS-HC. ... 5mi

Annexe 07: Hydrolyse enzymatique des protéines par la papaine:

1-Préparation des solutions :
Tampon Tris(0.5M) :
BaUu diStillBe. .. ... 50 mi

Tampon d’échantillon :
SOIULION €. e e e e e e e e e, 500 ul
BaU dIStIBO. .. et 250 ul.

2-MercaptotNAN L. .. ... .ttt e e e e 50 ul
+ Dissoudre 2 mg de protéines lyophilisées dans 1 ml de ce tampon.
+ Chauffer a 100°c pendant 4 a 5 min puis refroidir dans un bain d’eau froide.

+ 200 ul d’une solution de glycérol 50% (V/V) et quelques graines de bleu de

bromophénal.



Solution enzymatique:
PPAINE. . et ettt et e e e
BaU diStilIBe. ..ot

2- Mode opératoire:
Les étapes de I’hydrolyse enzymatique des protéines (caséines bovines, albumen) par la

papaine sont présentées dans le schéma suivant :

Protéines lyophilisées Enzyme : papaine

(Caséines bovines, albumen)

\ 4
Incubation
(E/S:1/100; T :40°C;:pH : 6.5 Tris-Hcl 0.5M)

'

Prélévement d’aliquotes (200 ul d’hydrolysat
additionné du méme volume du tampon d’échantillon &
des temps variables (0* ; 15° ; 30° ; 60° ; 120”)

v
Arrét de laréaction par chauffage a 100°C/ mn

'

PAGE-SDS

Annexe 08 : électrophorese en conditions non dissociantes et non dénatur antes (PAGE-

native)

Solution d’acrylamide (A) :

Acrylamide
BiSaCIYIamMIde. .. ...t
BaU diStIlBB. .. oot e

Tampon degel (B) :
RIS . e e e e e e e e 9.14¢

BaU diStilBe. ..ot e e e e 100 M

Ajuster apH 8.9 avec de HCI 4N



Tampon d’électrode :

I PP
Gy NG . .. e

BaU diStil@e. .. et e e e

Ajuster apH 8.3 avec du Tris

Tampon d’échantillon :

Solution du gel (B)...oe e
Bau distillée. .. ...
LY o= (0]
Bleu de Bromopheénol..........c..vi i e e e e

Dissoudre 1 mg de protéines lyophilisées dans 1 ml de ce tampon.

Electrophorese:

Préparation du gel : T=12% et C=2.7% (pour une plaque).

SOIULION (A) e e e e e
1o 11 11T ] o (= ) TSP

BaU distil@e. .. .e et e e e

Dégazer le mélange (maximum 2 mn)

Solution de persulfate d’ammonium L0%0.........ooiiiii i

Couler et mettre le peigne immédiatement
Dépot d’echantillon : 10420 ul
Mise soustension : 20 mA ,25V
Fixation : 45 min dans la solution de fixation.

Solution defixation :

................... 0.12g
................. 5.76 9

.................. 3.25ml

................. 1.68 ml

U 1] 1] TP 100 ml
Coloration : 1 heure dans la solution de coloration.

Solution de coloration :

Bleu de coomassi@ R250... .. ... et ae e nnes 0.59
METNANOL. .. .. e e e e e 100 mi
BaU diStill. ... e e e e e 100 ml

Décoloration : dans |la solution de décoloration.



Solution de décoloration :

o T L Tot [ = 35.7 ml
BaU disStilBe. .. e e e e e 3125 ml
MBENANOL . . . e e e 150 ml

Annexe 09 : électrophorése en conditions dissociantes et dénaturantes en présence du SDS
et du 2- B mercaptoethanol (PAGE-SDS)

Solution d’acrylamide :

ACTY MR, ... e e e e e e e e 36 gr
BISACIYIAMIAE. .. ..t e lor
T 111 1] T PP 100 ml

Tampon de gel de séparation :

I P 6.25

T TS (] T 50 ml
Ajuster a pH 8,8 avec de HCI 4N

Tampon de gel de concentration (Solution C) :

Ajuster a pH 6.8 avec de HCI 4N

Tampon d’electrode :

ISttt et ettt e e e et e e e e e e e e e e e e 1.2 gr
L o] |- 5.75gr
BaU iSO .. et e 200 ml
Tampon d’echantillon :

Y0 ] 1171 o] N (3 T P 500 ul
Bal AIStIIBO. .. et e e 250 ul
2-MercaptoBtnanOl. .. ... 50 ul

Dissoudre 1 &2 mg de protéines lyophilisées dans 800 ul de ce tampon.
Chauffer a 100°c pendant 4 a5 min puis refroidir dans un bain d’eau froide.
Ajouter 200 ul d’une solution de glycérol 50% (V/V) et quelques graines de bleu de

bromophénal.



Electrophorése:

Préparation du gel de séparation : T=17% et C=2.7% (pour une plaque) :

EST0] 11T N () 4.60ml
S0 1111 e (5 T 2.51 ml
BaU iSO .. et e 2.73ml

(Dégazer pendant 2 mn maximum)
Persulfate d’ammonium & 100 ......o.oeniieiie s et e e e e 75ul

Couler aenviron 1.5 cm du sommet de la plaque de moindre hauteur.

Préparation du gel de concentration : T=4.8% et C=2.7% ( pour une plaque).

RS0 11T o X () 1.3 ml
SOIULION(C) . e e 2.5 ml
BaU AIStIBO. .. ee e e e e 5.8 ml

Dégaser quelques secondes
SOIULION DB SDS A 10T, .. .. ce ittt et e e e e e et e e e e e e 100 ul
Persulfate d’ammoniUm. ... ... ..o e e 10 ul

Couler immeédiatement sur le gel de séparation polymeérisé et mettre le peigne

Dépot des d’echantillon : 10 a20ul.

Mise soustension : 20 mA ,250V.

Fixation : 45 min dans la solution de fixation.
Coloration : 1 heure dans la solution de coloration.

Décoloration : dans la solution de décoloration.
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