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Résumé

La présente étude a pour objectif, en premier lieu, de caractériser les protéines sériques des
lactosérums : bovin, camelin natif et camelin désamidé obtenu par une désamidation non
enzymatique réalisée a 37°C et pH 8,4 dans un tampon phosphate de sodium pendant
72 heures ; en deuxieme lieu, d’évaluer 1’effet du pH, de la température et du volume sur leur
propriétés technofonctionnelles.

L’analyse physico-chimique des échantillons a révélé une teneur en protéines s€riques plus
¢levée dans le lactosérum camelin (9,72 +0,47 g/L) comparée a celle du lactosérum bovin
(8,10+0,20 g/L).

Les électrophorégrammes obtenus en PAGE native ont révélé la présence de protéines
homologues entre les lactosérums, a 1’exception du lactosérum camelin qui est dépourvu de la
B-Lg, dont sa forme désamidée a montré un isoforme supplémentaire de I’a-lac.

L’¢tude des propriétés technofonctionnelles a pH natif a montré que le lactosérum camelin
natif présente des meilleurs résultats avec une solubilité de 98,4 + 0,13%, un pouvoir moussant
de 90 + 7,45% et un pouvoir émulsifiant de 18,41 + 1,00 m?/g. Cependant, le lactosérum bovin
présente des valeurs nettement inférieures (81,90=+0,02 %, 62 +2,82%, 14,90 +£0,44 m?/g
respectivement), tandis que le lactosérum camelin désamidé montre les résultats les plus faibles
(42,77 +0,65 %, 66 +2,82%, 13,52 £0,10 m*/g) indiquant que la désamidation a entrainé une
diminution des propriétés technofonctionnelles.

La variation des parameétres physico-chimiques sur ces propriétés a montré qu'un pH ¢éloigné
du point isoélectrique (pH 4), un traitement thermique modéré (jusqu’a 55°C) et une
augmentation du volume du lactosérum ont une corrélation positive avec I’amélioration des
propriétés technofonctionnelles.

L’ensemble des données obtenues confirme le potentiel du lactosérum camelin natif pour des
applications technologiques diverses, nécessitant des propriétés fonctionnelles optimales.

Mots clés : lactosérum camelin, désamidation, propriétés technofonctionnelles, solubilité,
pouvoir moussant, pouvoir émulsifiant.



Abstract

The present study aims, firstly, to characterize the whey proteins of bovine, native camel, and
deamidated camel whey, the latter obtained through a non-enzymatic deamidation performed
at 37 °C and pH 8.4 in a sodium phosphate buffer for 72 hours; and secondly, to evaluate the
effect of pH, temperature, and volume on their techno-functional properties.

The physico-chemical analysis of the samples revealed a higher whey protein content in camel
whey (9.72+0.47 g/L) compared to bovine whey (8.10+0.20 g/L).
The electropherograms obtained by native PAGE revealed the presence of homologous proteins
between the wheys, except for camel whey, which lacks B-Lg; its deamidated form showed an
additional isoform of a-lac.

The study of technofunctional properties at native pH showed that native camel whey achieved
the best results, with a solubility of 98,4 +0,13%, a foaming capacity of 90 + 7.45 %, and an
emulsifying capacity of 18.41 + 1.00 m?/g. In contrast, bovine whey showed significantly lower
values (81,90 £0,02 %, 62 +2.82 %, and 14.90 + 0.44 m?/g, respectively), while deamidated
camel whey showed the lowest results (42,77 + 0,65 %, 66 £2.82 %, and 13.52 +0.10 m*/g)
indicating that deamination resulted in a decrease in technofunctional properties.

The variation of physico-chemical parameters showed that a pH far from the isoelectric point
(pH 4), moderate heat treatment (up to 55°C), and an increase in whey volume correlate
positively with the improvement of techno-functional properties.
Overall, the data confirm the potential of native camel whey for various technological
applications requiring optimal functional properties.

Keywords : camel whey, deamidation, techno-functional properties, solubility, foaming
capacity, emulsifying capacity



Introduction générale



Introduction générale

Le lait est une substance biologique complexe qui occupe une place majeure dans
I’alimentation humaine, en Algérie comme ailleurs. Il constitue une source indispensable pour
les nourrissons et reste essentiel pour toutes les autres catégories d’age en raison de sa richesse
en nutriments fondamentaux tels que les protéines, les lipides et les glucides, ainsi qu’en
¢léments minéraux, notamment le calcium, et en vitamines nécessaires au bon fonctionnement
de I’organisme (Amelal, 1995).

Le lait de chamelle présente une composition nutritionnelle avantageuse, avec plus de
minéraux (sodium, potassium, fer, zinc), de vitamine C et un profil lipidique plus sain grace a
une proportion €levée d’acides gras insaturés. Il se distingue par 1'absence de B-lactoglobuline,
une protéine allergéne du lait de vache et par une richesse en a-lactalbumine et en
immunoglobulines, ce qui lui conferent une meilleure digestibilité, un potentiel
hypoallergénique, ainsi que de bonnes propriétés thermiques, anti-inflammatoires et techno-
fonctionnelles (Swelum et al., 2021).

Les protéines alimentaires sont étudiées pour leurs propriétés technofonctionnelles,
essentielles a leur valorisation et a leurs applications industrielles. Parmi ces protéines, les
protéines sériques, qui représentent pres de 20 % des protéines laitiéres, constituent une fraction
essentielle, définie comme la partie soluble obtenue aprés la précipitation des caséines. Ces
propriétés dépendent non seulement de la structure des protéines, mais aussi des conditions
physico-chimiques du milieu, telles que le pH, la température ou la concentration des protéines,
qui peuvent influencer leur solubilité, leur capacité moussante ou leur pouvoir émulsifiant

Pour améliorer ces propriétés, différentes modifications chimiques peuvent €tre appliquées,
parmi lesquelles la désamidation qui correspond a la transformation des amides (comme la
glutamine ou l'asparagine) en acides chargés (glutamique ou aspartique) avec libération
d'ammoniac (Chen et al., 2021). Ce processus peut se produire spontanément dans des
conditions non enzymatiques, notamment a pH ¢élevé, et affecte principalement I’a-
lactalbumine du lait de chamelle, entrainant la formation de plusieurs isoformes de cette
protéine (Zennia et al., 2014).

Dans cette ¢étude, nous sommes intéressés a la comparaison des propriétés
technofonctionnelles des protéines sériques du lait bovin, du lait camelin natif et du lait camelin
désamidé. Deux objectifs principaux ont ét€¢ poursuivis ; d’une part, étudier I’influence de
quelques parametres physicochimiques (pH, température et volume) sur les propriétés
technofonctionnelles des trois laits étudiés ; d’autres part, évaluer I’effet de la désamidation non
enzymatique sur les propriétés technofonctionnelles des protéines sériques camelines. Pour ce
faire, notre travail a s’est articulé autour des étapes suivantes :

» Isolement des protéines sériques de lait camelin et bovin et contrdle électrophorétique
en PAGE native.

» Mise en évidence de la désamidation spontanée des protéines sériques camelines.

» Etude des propriétés techno-fonctionnelles des protéines sériques bovines
et camélines (natives et désamidées) en fonction des variations de pH, de température
et de volume.
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Chapitre I : Le lait

1.1. Généralités sur le lait de chamelle

Le lait de chamelle est une ressource essentielle dans les régions arides et semi-arides,
notamment au Sahara algérien, ou il joue un role vital pour les populations pastorales. Ce lait,
riche sur le plan nutritionnel, est souvent comparé au lait maternel en raison de sa bonne
digestibilité et de son profil équilibré en protéines et en lipides. Il est généralement bien toléré,
méme par les personnes intolérantes au lactose (Suprayogi et al., 2022 ; Hakim et al., 2024).

Il posséde des propriétés fonctionnelles et thérapeutiques reconnues, notamment des effets
antimicrobiens, antioxydants, anti-inflammatoires et hypoallergéniques, en grande partie grace
a des composants bioactifs comme la lactoferrine et les immunoglobulines. Ces attributs lui
conferent un intérét croissant dans les domaines médicaux et cosmétiques (Rasheed, 2017 ;
Suprayogi et al., 2022 ;).

Sa production est remarquable pour sa résilience : les chamelles peuvent produire du lait
méme en période de stress hydrique, avec un rendement pouvant atteindre 20 litres par jour
pendant 6 a 18 mois. En Algérie, la production reste modeste (environ 14 784 tonnes/an)
et majoritairement consommée localement (Taher et al., 2007 ; Raziq et al., 2008).

Le lait de chamelle, plus fluide que celui de vache, présente une couleur allant du blanc au
jaune pale en raison de sa faible teneur en caroténoides. Son goftit varie de sucr¢ a salé selon le
stade de lactation, et bien qu’il ne possede pas d’odeur propre, il absorbe facilement celles de
son environnement. Grace a son acidification plus lente, il se conserve mieux, jusqu’a 30 heures
a25°Cet 7 jours a4 °C (Sboui et al., 2010 ; Fufa, 2021).

1.2 Généralités sur le lait de vache

Le lait de vache une source importante de nombreux nutriments essentiels, ce qui justifie son
inclusion dans une alimentation saine et équilibrée, particulierement pour les enfants d'age
scolaire (4-11 ans). Cependant, il peut aussi contenir des protéines potentiellement allergénes,
notamment les fractions de caséine et la B-lactoglobuline, qui ne sont pas naturellement
présentes dans le lait maternel humain (Rumbold ez al., 2022).

En Algérie, bien que 1’¢élevage bovin ait été encouragé depuis les années 1990 pour accroitre
la production locale, celle-ci reste largement insuffisante. Seule une faible part du lait produit
est effectivement collectée (environ 25 % du potentiel estimé), ce qui pousse le pays a dépendre
fortement des importations, notamment de lait en poudre, afin de répondre a une consommation
annuelle qui dépasse les 3,8 milliards de litres (Mamine et al., 2011; El Hassani, 2013).

Le lait de vache est jaunatre a cause du béta-caroteéne, plus épais et plus crémeux que celui de
chamelle en raison de sa richesse en matic¢res grasses et en solides, avec un golit lacté et
légeérement sucré (Sivakumar et al., 2008; Suprayogi et al., 2022).

La production de lait chez la vache comme chez la chamelle dépend de plusieurs facteurs.
D’un coté, les caractéristiques de 1’animal, comme la race, 1’age, le nombre de mises bas ou
encore le stade de lactation, influencent directement le rendement. Par exemple, certaines races
comme les Holstein chez les bovins ou les chamelles Dankali ont un meilleur potentiel de
production. De I’autre c6té, I’environnement et les pratiques d’élevage jouent aussi un role
essentiel : une alimentation équilibrée, un bon acceés a 1’eau, un climat favorable et une
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technique de traite adaptée peuvent améliorer la quantité et la qualité du lait produit.(Richard
& Gérard, 1989 ; Raziq et al., 2008 ; Adediran et al., 2010 ; Mekki et al., 2011).

1.3 Les caractéristiques physico-chimiques du lait

Les paramétres physiques du lait de chamelle présentent certaines différences par rapport a
ceux du lait de vache. Le pH du lait de chamelle varie entre 6,38 et 6,65, ce qui le rend
légerement plus acide que celui du lait de vache, dont les valeurs se situent entre 6,5 et 6,8
(Sawaya et al., 1984). Car, il présente une acidité titrable de 'ordre de 17,2+1,03°D, qui est un
peu ¢élevée par rapport a celle du bovin 17,12+0,64°D (Sboul et al., 2010). En ce qui concerne
la densité (1,02 + 0,0032 g/cm? pour le lait de chamelle et 1,028+0,0006 g/cm? pour le lait de
vache) (Sboul et al., 2010), et le point de congélation (-0,53 et -0,61) (Hassan et al., 1987)
contre -0,51 a -0,55(Luquet, 1985), aucune différence marquante est observée.

1.4 La composition biochimiques du lait

Le lait de chamelle se distingue du lait de vache par plusieurs particularités. Il présente une
teneur en humidité 1égérement plus élevée. Sa teneur en vitamine C est nettement supérieure,
environ trois fois plus élevée que celle du lait de vache. 11 est également plus riche en glucides,
principalement sous forme de lactose, lui conférant une saveur naturellement plus sucrée. En
revanche, les teneurs en protéines, matieres grasses et minéraux varient dans des plages proches
pour les deux laits (Tableau I).

Tableau (I) : Composition biochimique du lait de chamelle comparé au lait bovin

Constituants Chamelle Bovin Référence
Protéines totales (g/1) 34,15 30,5 Sboui et al., 2010.
Matieres grasses (g/100g de lait) 2,0-6,0 33-54
Minéraux (g/100g de lait) 0,69 -0,9 0,7-0.,8 Seifu, 2023
Solides totaux (g/100g de lait) 10,6 — 11,3 10,8 — 12,3
Vitamine C (mg/L) 37,4 ~11 Alhaj et al., 2022
Humidité (%) 86,6 — 90,4 ~ 87 Sawaya et al., 1984
Lactose (g/100mL) 6,37 4,8 Musaev et al., 2021

1.4.1 Les protéines totales

Les protéines constituent une source équilibrée d’acides aminés essentiels et sont
déterminantes pour la consistance ainsi que les caractéristiques sensorielles de divers produits
laitiers (Rafiq et al., 2015).

Selon leur solubilité en milieu acide et a 20°C, les protéines du lait bovin et camelin se scindent
en deux fractions : I’'une est insoluble a un pH 4,6 pour le lait bovin (pH de 4,3 pour le lait
camelin) et correspond aux caséines et 1’autre, soluble a ces mémes pH, représente les protéines
du lactosérum (Treweek, 2012 ; Wangoh et al., 1993).

1.4.1.1 Les caséines

Les caséines (CN) constituent la majorité des protéines du lait, représentant environ 80 % dans
le lait de vache et 73 a 76 % dans celui de chamelle. Dépourvues de structure tridimensionnelle
stable, elles forment des micelles jouant un réle clé dans le transport des minéraux comme le
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calcium et le zinc. On distingue quatres types de caséines dont la proportion varie selon
I’espeéce. La CN aS1 est majoritaire dans le lait de vache (22 %) mais moins présente dans le
lait de chamelle (21 %). La CN aS2 est proche dans les deux laits (environ 10 %). La CN j,
dominante dans le lait de chamelle (65 % contre 35 % dans le lait bovin), est associée a une
meilleure digestibilité, notamment chez les nourrissons. En revanche, la CN « est plus
abondante dans le lait de vache (12 %) que dans celui de chamelle (3,5 %). Ces caséines
different également par leur masse moléculaire, leur composition en acides aminés et leur point
isoélectrique(Treweek, 2012; Nowier & Ramadan, 2020).

1.4.1.2 Les protéines sériques

Les protéines de lactosérum forment la fraction soluble du lait, restant aprés la précipitation
des caséines a leur point isoélectrique (pHi). Elles représentent environ 20 % des protéines
totales dans le lait de vache, contre 24 a 27 % dans celui de chamelle. Cette fraction comprend
notamment la f-lactoglobuline (B-Lg), 1’a-lactalbumine (o-La), ainsi que des protéines
bioactives telles que les immunoglobulines(lg), la sérum albumine bovine (BSA), le lysozyme
et la lactoferrine. Le lait de chamelle ne contient pas de B-Lg, ce qui pourrait le rendre plus

tolérable pour les personnes allergiques au lait de vache, tout en conservant un profil
fonctionnel intéressant (Laleye et al., 2008; Nowier & Ramadan, 2020; Rudloff & Kunz, 1997).

% La p-lactoglobuline

La B-Lg est la principale protéine du lactosérum du lait de vache, représentant environ 58 %
des protéines solubles. Composée de 162 acides aminés pour un poids moléculaire d’environ
18,3 kDa, elle existe sous deux variantes génétiques (A et B), différant par un seul acide aminé,
aspartique étant remplacé par une glycine.

Sa structure est caractérisée par un barillet B constitué¢ de 8 brins 3, accompagné d’une seule
hélice a a la surface (Figure 01). Son centre hydrophobe lui permettant de lier des molécules
liposolubles comme le rétinol, suggérant un réle potentiel de transport, bien que non confirmé
biologiquement.

La conformation de la B-Lg varie selon le pH : elle forme des monomeéres en milieu trés acide
ou basique (pH < 3 ou > 8, des octameres entre pH 3,1 et 5,1, et des dimeres autour du pH du
lait (=6,5). En revanche, le lait de chamelle ne contient pas de B-Lg, ce qui constitue un avantage
nutritionnel notable, cette protéine étant I'un des principaux allergénes du lait bovin. Ainsi, le
lait de chamelle est souvent mieux toléré, en particulier par les personnes allergiques au lait de
vache (Konuspayeva ef al., 2009 ; Kilara, 2015).

Heélice a

Figure 01 : structure de la B-lactoglobuline (Barbiroli ez al., 2022)
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< L’a-lactalbumine

L'a-La est une métalloprotéine calcique globulaire, de petite taille, acide et hydrophile,
présente dans la fraction soluble du lait de toutes les espéces de mammifeéres. Sa principale
fonction biologique est de participer au complexe de la lactose synthase, en facilitant I’activité
de I’enzyme galactosyl transférase, ce qui contribue a la production optimale de lactose au sein
de la glande mammaire.

Dans le lait de vache, elle représente environ 2 % des protéines totales, alors qu’elle est bien
plus abondante dans le lait de chamelle, atteignant pres de 18,8 %, soit environ 2,2 g/L (Lajnaf
et al., 2020).

L’a-lactalbumine de chameau, similaire a celle de vache, posséde une masse moléculaire
d’environ 14,43 kDa et un pHi compris entre 4,1 et 4,8. Bien qu’elles partagent 123 acides
aminés, 39 positions different entre les deux, avec un taux d'identité de 69 % et une similarité
avoisinant les 83 %. Sur le plan structural, I’a-La adopte une conformation globulaire compacte
formée de deux domaines : un domaine a a quatre hélices et un domaine B a feuillets
antiparalleles. Elle est stabilisée par quatre ponts disulfure identiques chez les deux especes,
sans groupe thiol libre. Grace a sa forte affinité pour le calcium (forme Holo), elle présente une
stabilité¢ thermique élevée, un atout précieux pour I’industrie agroalimentaire, en particulier
dans les produits laitiers et les compléments nutritionnels (Lam & Nickerson, 2015 ; Lajnaf et
al., 2020).

L’a-La constitue une source importante de peptides bioactifs et d’acides aminés essentiels,
notamment le tryptophane, la lysine, les acides aminés a chaine ramifiée ainsi que les acides
aminés soufrés, tous essentiels a la nutrition du nourrisson (Layman et al., 2018).

Figure 02 : structure de L’a-lactalbumine (Katarina et al., 2016)
% Albumine sérique bovine et cameline

L’albumine sérique bovine (BSA) et cameline (CSA), présente dans le lait, est identique a
celle du sérum sanguin, suggérant un passage par diffusion passive depuis le sang plutoét qu une
synthése mammaire. Sa concentration est faible dans le lait de vache (0,1 a 0,4 g/L) mais
nettement plus élevée dans le lait de chamelle (8,5 + 3,6 mg/mL). Ces protéines globulaires
hydrophiles de 69 kDa, composées de 582 acides aminés, possedent 17 ponts disulfure
intramoléculaires et un groupe thiol libre (résidu 34). Leur structure tertiaire, sans phosphore,
se divise en trois domaines homologues (I-III), chacun en deux sous-domaines (A et B), avec
environ 67 % d’hélices a. Grace a leurs sites de liaison variés, la BSA et la CSA peuvent fixer
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et transporter de nombreux ligands (acides gras, ions métalliques, hormones, bilirubine,
médicaments). Fonctionnellement, elles contribuent au maintien de la pression osmotique,
notamment en situation de stress hydrique (Morr et Ha,1993 ; El-Hatmi et al., 2006 ; Malik et
al, 2013).

+» Les immunoglobulines

Les immunoglobulines (Ig) sont des glycoprotéines sériques présentes dans le lait a hauteur
de 2% des protéines totales et jusqu’a 10 % des protéines du lactosérum. On y retrouve
principalement les classes IgG1, 1gG2, IgA, IgM et IgE, toutes d’origine sanguine. De structure
en « Y », elles sont constituées de deux chaines 1égeres (20-25 kDa) et deux chaines lourdes
(50-70 kDa), unies par des ponts disulfures, leur conférant une grande diversité antigénique.
Le lait de vache contient environ 0,6 a 1,0 g/LL d’Ig, majoritairement des IgG (80 %), tandis que
le lait de chamelle en contient davantage, avec jusqu’a 1,64 mg/mL d’IgG. Celles-ci se
distinguent par I’absence de chaines légeres et la présence de régions CDR (Complementary
Determing Region) étendues. Bien que thermosensibles en présence d'autres protéines comme
la B-Lg ou la BSA, les Ig assurent un role clé dans le transfert d’immunité passive, en particulier
via le colostrum dans les premiers jours post-partum (Morr et Ha, 1993 ; kelly 2003 ; Kilara,
2015 ; El-Hatmi et al., 2006).

% Le Lysozyme

Le lysozyme, ou muramidase, est une protéine antibactérienne naturellement présente dans le
lait, en concentration plus élevée dans le lait de chamelle (150 pg/L) que dans celui de vache
(70 pg/L), ce qui lui confeére une activité antimicrobienne renforcée, notamment contre les
bactéries Gram-positives. Il agit en hydrolysant la liaison B (1—4) entre ’acide N-
acétylmuramique et le N-acétylglucosamine des peptidoglycanes. Cette protéine globulaire de
129 acides aminés (14,3 kDa), dotée d’un pHi ¢élevé (~9,5) et active a pH 7,9, présente une
bonne thermostabilité et partage une homologie structurale avec I’a-La bovine, suggérant une
origine évolutive commune (Kanyshkova et al., 2001 ; Brumini et al., 2016).

«» La lactoferrine

La lactoferrine est une glycoprotéine monomérique d’environ 75 a 80 kDa, formée de 690
acides aminés et structurée en deux lobes capables de fixer chacun un ion ferrique (Fe*"). Cette
capacité lui confére un role essentiel dans la régulation du fer, la protection contre le stress
oxydatif, ainsi que dans I’inhibition de la croissance de nombreux micro-organismes. Grace a
sa structure riche en hélices a et feuillets B, renforcée par des ponts disulfures et une
glycosylation partielle, elle présente une forte stabilité. Son pHi élevé (~9) favorise ses
interactions avec des surfaces négatives telles que les membranes bactériennes, ce qui explique
son efficacité antimicrobienne (Kappeler et al., 1996 ; konuspayeva et al., 2004).

Sa concentration est bien plus ¢élevée dans le lait de chamelle, allant de 2 a 6 mg/ml contre
0,02 a 0,2 mg/ml dans le lait bovin, ce qui met en évidence sa richesse en agents immunitaires
et son fort potentiel antimicrobien (konuspayeva et al., 2004).

++ La lactopyroxydase

La lactoperoxydase (LPO) est une enzyme glycoprotéique présente dans le lait, impliquée dans
la défense antimicrobienne naturelle. Elle catalyse 1’oxydation du thiocyanate (SCN") par le
peroxyde d’hydrogene (H:0:), produisant de I’hypothiocyanite (OSCN-), un agent
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antimicrobien actif. De structure hémique, la LPO se compose d’une chaine polypeptidique
unique d’environ 595 acides aminés, incluant 15 cystéines, plusieurs sites de N-glycosylation,
20 hélices a et deux brins . Son poids moléculaire est d’environ 72,5 kDa chez la vache et
78 kDa chez la chamelle. Bien que plus abondante dans le lait bovin (10 a 50 mg/L), la LPO
cameline (3 a 10 mg/L) se distingue par une meilleure thermorésistance, conservant son activité
enzymatique aprés pasteurisation, contrairement a la forme bovine (Seifu et al., 2005 ; Al-
Ayadhi & Elamin, 2013 ; Farah et al., 2004).

% Les protéines spécifiques au lait de chamelle

Le lait de chamelle contient des protéines spécifiques aux propriétés biologiques distinctives.
Parmi elles, la PGRP (Peptidoglycan Recognition Protein) est une glycoprotéine soluble de
19,1 kDa composée de 172 acides aminés ; la WAP (Whey Acidic Protein), de 12,6 kDa,
contient 117 résidus dont 17 groupements thiols libres ; enfin, la CWBP (Camel Whey Basic
Protein), absente chez les autres espéces, posseéde une masse moléculaire d’environ 20 kDa, un
point isoélectrique ¢élevé (9,3) et une forte teneur en glutamine, arginine et glycine ( Kappeler
et al., 1998 ; El-Hatmi et al., 2007; H. Mohamed et al., 2022).
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I1. Les propriétés techno-fonctionnelles

Les propriétés techno-fonctionnelles désignent les caractéristiques physiques et chimiques des
protéines qui influencent leur comportement lors des procédés de transformation alimentaire
(Shokri et al., 2022). Ces propriétés dépendent de leur structure et de leur interaction
intramoléculaire. Quand on change I’environnement, comme le pH ou la température, ces liens
peuvent bouger, ce qui change la fagcon dont les protéines agissent dans les aliments. Par
exemple, elles peuvent rendre un produit plus épais ou plus stable (Cheftel & Lorient, 1982).

Selon Kinsella & Melachouris (1976) , ces propriétés peuvent étre classées en plusieurs
catégories principales en fonction de leur role dans les systémes alimentaires. Elles reposent
essentiellement sur des interactions chimiques spécifiques, telles que les liaisons hydrogene,
ioniques, hydrophobes ou covalentes, notamment :

e Propriétés d’hydratation : il s'agit de la capacité des protéines a interagir avec 1’eau,
par exemple : la solubilité et la capacité de rétention d’eau.

e Propriétés de surface : clles correspondent aux interactions des protéines aux
interfaces telles que (air/eau) ou (huile/eau), par exemple 1’émulsification et la
formation de mousse.

e Propriétés structurales / texturales : il s'agit de I’interaction protéines-protéines. Elles
désignent I’aptitude des protéines a former des matrices ou des réseaux structurés dans
les aliments, par exemple la gélification et la formation de fibres.

e Propriétés rhéologiques : ces propriétés concernent le comportement visqueux et
mécanique des matrices alimentaires, par exemple la viscosité et la formation de pate.

e Autres propriétés : elles englobent les interactions des protéines avec d’autres
composants ou traitements technologiques. Cela comprend, entre autres, la stabilité
enzymatique et la modification chimique, comme dans le cas des protéines modifiées
afin d'améliorer certaines caractéristiques, notamment la texture.

2.1 La solubilité

La solubilité désigne la capacité d'une protéine a se dissoudre uniformément dans un milieu
aqueux sans former de précipité visible, ce qui constitue une propriété techno-fonctionnelle
fondamentale. Elle est directement liée aux interactions protéines-eau et influence un grand
nombre d'autres fonctions, telles que la viscosité, la gélification, la capacité de moussage et
I’émulsification. La solubilité est souvent utilisée comme indice de dénaturation des protéines,
car une perte de solubilité peut refléter des altérations de la structure (Kinsella & Melachouris,
1976).

2.1.1 Les facteurs influencant sur la solubilité
¢ Origine de la protéine

La solubilité¢ dépend de la source de la protéine, par exemple, les protéines du lait (caséine,
lactosérum) sont généralement plus solubles que celles du soja, des petits pois ou du poisson.

% LepH

Le pH influence la solubilité des protéines en modifiant leur charge nette et leur structure. A
leur pH isoélectrique, ou la charge nette est nulle, les protéines sont moins solubles et ont
tendance a précipiter. En revanche, lorsque le pH s'éloigne de ce point, que ce soit en milieu
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acide ou basique, les protéines acquic¢rent une charge positive ou négative, ce qui augmente leur
solubilité en réduisant les interactions hydrophobes entre elles et en favorisant I’interaction avec
I’eau. Cependant, des variations extrémes de pH peuvent entrainer la dénaturation des protéines,
ce qui affecte leur solubilité de maniére variable (Kinsella & Melachouris, 1976).

% Température

La température influence fortement la solubilité des protéines. En général, une température
modérée (entre 35° et 50°C) peut augmenter la solubilité, car elle favorise [’agitation
moléculaire et les interactions avec 1’eau (Sikand et al., 2016).

Cependant, au-dela de 65-70°C, les protéines, notamment celles du lactosérum, subissent une
dénaturation. Leur structure secondaire est altérée, ce qui favorise des interactions hydrophobes
entre protéines formant des agrégats insolubles et entraine leur précipitation(Cheftel & Lorient,
1982).

s Présence de sels et force ionique

Les sels neutres comme le NaCl ou le KCI influencent la solubilité des protéines en fonction
de leur concentration. Cet effet est 1i¢ a la force ionique de la solution, c’est-a-dire la quantité
et le type de charges portées par les ions (Kinsella & Melachouris, 1976 ; Cheftel & Lorient,
1982).

> A faible force ionique (concentration en sels < 1 M), les ions renforcent les interactions
entre la protéine et I’eau, ce qui augmente la solubilité. C’est le phénomene de salting-
in.

> A forte force ionique (concentration en sels > 1 M), les ions favorisent les interactions
entre protéines elles-mémes, ce qui les fait précipiter. On parle alors de salting-out.

2.2 Le pouvoir moussant

La mousse est un systeme émulsionné dans lequel des bulles d’air sont dispersées dans une
phase continue qui peut étre liquide ou semi-solide, elle se forme souvent quand on agite ou on
fouette un liquide qui contient des protéines. En général, le gaz dispersé est I’air atmosphérique,
mais certains produits, comme les crémes en aérosol, utilisent des gaz inertes tels que le CO-,
le N2 ou le N2O (Ho et al., 2022).

La mousse est composée de trois phases principales : une phase gazeuse constituée de bulles
d’air qui est la plus importante en volume, une phase liquide, et une couche spéciale entre les
deux appelée couche d’adsorption. Cette dernieére joue un role crucial dans la stabilité de la
mousse, car elle agit comme une interface qui sépare les bulles de gaz du liquide (Génin, 1932).

Les mousses peuvent étre divisées en deux catégories : les mousses seéches et les mousses
humides, en fonction de la quantité de liquide contenue dans les films minces. Ces films (Figure
03), appelés lamelles, se rejoignent pour former des bordures appelées "plateaux". Aux
intersections de ces bordures, des nceuds se forment, conférant a la mousse une structure
polyédrique résultant des interactions entre les bulles (Fameau & Salonen, 2014).
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Film mince

Figure 03 : Structure d'une mousse liquide (Paes, 2020)

Les protéines du lait agissent comme de puissants agents moussants, méme a de faibles
concentrations (jusqu’a 0,02 ppm), en raison de leur structure particuliere. Grace a la présence
de sites hydrophiles et hydrophobes, elles peuvent se positionner a I’interface entre 1’air et I’eau,
facilitant ainsi la formation de bulles stable (Ho et al., 2022).

Les mousses peuvent étre classées en deux types selon leur stabilité : les mousses éphémeres,
trés instables, qui ne durent que quelques secondes, et les mousses permanentes, dites
métastables, dont la durée de vie peut aller jusqu’a plusieurs jours.

Cette stabilité dépend en grande partie de la forme des bulles qui les composent.

> Les bulles sphériques : la quantité de gaz incorporé est suffisamment faible pour que
les bulles conservent une taille stable.

> Les bulles polyédriques : ont un rapport gaz/liquide plus élevé ; elles se retrouvent
comprimées les unes contre les autres, formant une structure en nid d’abeille
(Mohamed, 2019).

2.2.1 Les modes de déstabilisation des mousses :

% Le drainage : correspond a 1’écoulement du liquide présent entre les bulles d’air. S’il
est trop rapide, la mousse perd sa structure.

¢ La coalescence : ce processus se produit lorsque des bulles de gaz entrent en contact
et fusionnent En raison de la rupture du film séparant ces deux bulles, ce qui réduit le
nombre de bulles dans la mousse et provoquant une perte de volume et de stabilité.

¢ Le murissement : aussi appelée maturation d’Ostwald c'est un phénoméne ou les
petites bulles rétrécissent tandis que les plus grandes grossissent. Il repose sur la
diffusion du gaz entre les bulles a travers les films liquides qui les séparent. Les bulles
soumises a une pression interne plus élevée transférent leur gaz vers les bulles
adjacentes ayant une pression plus faible, qui sont souvent les plus petites ou celles
ayant peu de voisines. Avec le temps, les bulles deviennent plus grosses et moins
nombreuses, ce qui fait disparaitre la mousse (Walstra, 1989).

Plusieurs facteurs influencent la formation et la stabilité¢ des mousses. Un pH éloigné du point
1soélectrique favorise la solubilité et I’adsorption des protéines. Une concentration optimale
assure une bonne couverture des bulles. De faibles doses de sel améliorent la mousse, mais des
concentrations ¢levées la déstabilisent. Un chauffage modéré favorise la flexibilité des
protéines, tandis qu’un exces provoque leur agrégation. Une bonne solubilité¢ facilite la
dispersion et I’adsorption, et un temps de fouettage adapté est essentiel pour éviter la destruction
de la mousse ( Raikos et al., 2007 ; Ivanova et al., 2018).
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2.3. Le pouvoir émulsifiant

Une émulsion est un systéme colloidal constitué¢ de deux liquides non miscibles (généralement
de I’huile et de 1’eau), dans lequel un liquide est dispersé en fines gouttelettes dans ’autre. En
alimentation, on distingue principalement deux types : 1I’émulsion huile-dans-eau (O/W), ou
I’huile est dispersée dans une phase aqueuse continue comme c’est le cas dans le lait. et
I’émulsion eau-dans-huile (W/O), ou I’eau est dispersée dans la phase huileuse (Kilara, 2015;
Gonzalez Ortiz, 2018).

Cette propriété émulsifiante est directement liée a la capacité des protéines a agir comme
tensioactifs en réduisant la tension interfaciale entre les phases aqueuse et huileuse. Grace a
leur structure amphiphile elles s’adsorbent a 1’interface entre ces deux phases non miscibles,
stabilisant ainsi le systeme dispersé (Kinsella & Melachouris, 1976).

La formation d’une émulsion suit plusieurs étapes : d’abord, les protéines se répartissent
autour des gouttelettes d’huile, puis elles se réorganisent en exposant leurs parties hydrophobes
vers ’huile et les hydrophiles vers I’eau. Cette réorientation permet la formation de films
viscoélastiques solides qui assurent une stabilisation mécanique, €lectrostatique et stérique.
Enfin, selon le pH, les gouttelettes acquiérent une charge qui influe sur la stabilité de I’émulsion,
notamment en fonction du point isoélectrique (Ivanova et al., 2018).

Selon Serdaroglu et al (2015), Une émulsion est généralement composée de :

e Phase dispersée : le liquide en petites gouttelettes (ex : huile).

e Phase continue : le liquide qui entoure les gouttelettes (ex : eau).

e Emulsifiant : une substance qui aide a stabiliser I’émulsion (ex : 1écithine dans le jaune
d’ceuf).

I1 existe 03 types d’émulsions selon la taille des gouttelettes :

e Macro-émulsions : gouttelettes visibles au microscope (> 1 um), souvent opaques. Ex
: vinaigrette.

e Micro-émulsions : trés petites gouttelettes (10-100 nm), claires ou translucides, plus
stables.

e Nano-émulsions : gouttelettes < 100 nm, trés stables, utilisées dans les produits
innovants (ex : compléments alimentaires, boissons enrichies) .

2.3.1 Les modes de déstabilisation des émulsions :
+* Le miirissement d’Ostwald

11 s’agit d’un phénomene de diffusion, Les petites gouttelettes disparaissent au profit des plus
grandes par diffusion. Cela peut étre limité en uniformisant la taille des gouttes, en choisissant
une phase dispersée peu soluble ou en ajoutant des émulsifiants.

¢ La sédimentation et le crémage

La sédimentation et le crémage sont des phénomenes liés a la différence de densité entre les
phases dispersées et continue. La sédimentation se produit lorsque les gouttelettes plus denses
que la phase continue migrent vers le bas, tandis que le crémage désigne la migration des
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gouttelettes moins denses vers le haut. Ces phénomeénes sont ralentis par I’augmentation de la
viscosité, la réduction de la taille des gouttes ou la gélification du systéme.

+* La floculation

La floculation est un phénomene réversible caractérisé par 1’agrégation des gouttelettes de la
phase dispersée sans rupture de de leur film interfacial. Pour la limiter, on peut augmenter la
viscosité de la phase continue afin de réduire les collisions, ou ajouter des émulsifiants pour
stabiliser la dispersion.

+* La coalescence

La coalescence est un phénomeéne irréversible ou les gouttelettes de la phase dispersée
fusionnent, formant des gouttes plus grosses jusqu’a la rupture de I’émulsion. Il peut étre limité
en empéchant leur rapprochement (via la réduction de la floculation, du crémage ou de la
sédimentation) et en renforcant leur répulsion grace a des tensioactifs ou des particules solides
(figure 04).

G |

Mdrissement d’Oswald

- -_—
Floculation %E i ! Coalescence %
Effet de la gravité
Crémage Sédimentation

Figure 04 : différents phénomenes d'instabilité des émulsions (Lingsam, 2020)

La capacité d’émulsification des protéines est influencée par plusieurs facteurs. Une bonne
solubilité, notamment a un pH ¢loigné du point isoélectrique, facilite leur migration et leur
adsorption a I’interface huile-eau, favorisant ainsi la formation d’émulsions stables. La force
ionique, a faible concentration en NaCl, améliore ¢galement cette stabilité en réduisant la taille
des gouttelettes, mais des concentrations plus élevées provoquent leur agrégation. La
température joue aussi un role clé : modérée, elle favorise la dénaturation partielle des protéines,
renforcant leur action stabilisante ; en revanche, un chauffage excessif conduit a la formation
d’agrégats instables, altérant I’homogénéité et la stabilit¢ de I’émulsion (Dickinson, 1992 ;
Sliwinski et al., 2003 ; Taha et al., 2019 ;Lingsam, 2020).
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I11. La désamidation non enzymatique

La désamidation est une modification post-traductionnelle qui affecte principalement les
groupes amides présents sur les chaines latérales de certains acides aminés et les convertissant
en groupements carboxylates ou acides carboxyliques (Figure 05). Cette dernicre consiste en la
perte de la fonction amide (-CONH2) d’un résidu glutamine (Gln) ou asparagine (Asn),
accompagnée d’une libération d’ammoniac (NH3) (Taneja, 2020). Cela leur apporte davantage
de charges négatives supplémentaires, ce qui abaisse leur point isoélectrique tout en améliorant
leur solubilité ainsi que leurs propriétés moussantes et émulsifiantes. Méme a de faible niveaux
de désamidation (2 a 6 %), elle peut entrainer une amélioration significative de leur propriété
fonctionnelle (Hamada & Swanson, 1994).

o
. 1
Protéine —C—NH,

H,0
NH ,
o
I

Figure 05 : 1a réaction de la désamidation (Riha ez al., 1996)

Que ce soit I’Asn ou la GIn qui subit la désamidation, les produits formés sont des isomeéres.
L’Asn donne un mélange d’acide aspartique (appelé a-aspartique) et d’iso-aspartique (-
aspartique). De méme, la Gln donne un mélange d’acide glutamique et de y-glutamique. Ces
formes peuvent aussi se transformer 1’'une en I’autre, mais trés lentement. Comme elles sont
trés semblables, il est difficile de les distinguer (Cournoyer & O’Connor, 2008).

La GIn se désamidifie plus lentement et moins fréquemment que I’Asn , principalement en
raison de sa structure chimique. Le groupe amide de la Gln est plus éloigné de 1’azote peptidique
que celui de 1’Asn, en raison de la présence d’un groupe méthyléne supplémentaire dans sa
chaine latérale, ce qui limite la formation de liaisons hydrogéne stabilisatrices entre ce groupe
-NH- du squelette peptidique et le groupe amide latéral. Cette configuration réduit la
stabilisation de 1’état de transition nécessaire pour la désamidation, freinant ainsi la réaction.

La désamidation influence aussi le gott et la couleur des aliments en libérant de I’ammoniac,
lequel peut entrer en réaction avec les sucres par le biais de la réaction de Maillard (Riha et al.,
1996).

3.1 Mécanisme de la désamidation non enzymatique

La désamidation de 1’Asn (Figure 06), commence par une cyclisation, résulte de I’attaque
nucléophile de I’atome d’azote (NH) de la liaison peptidique du résidu suivant (N+1) sur
l'atome de carbone du groupement amide de la chaine latérale du résidu Asn. Cela conduit a la
perte consécutive d’un groupement NHs et la formation d'un intermédiaire cyclique a cinq
atomes instable appelé succinimide (Creutznacher et al., 2023). Ce dernier, en présence d’eau,
il s’hydrolyse au niveau de 1’un ou I’autre des deux carbonyles majoritairement en un residu L-
1so-aspartate (L-iso-Asp) et en moindre mesure en L-aspartyle (L-Asp) , avec un ratio de

conversion typique d’environ 3 :1 (la transformation donne trois fois plus d’isoAsp que d’Asp)
(Kato et al., 2020).
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La formation de l'intermédiaire succinimide peut favoriser la racémisation au niveau du
carbone alpha, entrainant la génération de résidus D-aspartyle et D-isoaspartyle (Riha ef al.,
1996).

La désamidation de Gln se produit par un mécanisme similaire a celui de I'Asn, ou elle se
déroule via le cycle glutarimide intermédiaire a six chalnons, qui génére ensuite le résidu o-/y-
glutamate(Glu) (Kato et al., 2019).

acide aspartique
\
KNHz */
N—
<\
0 Ho acide lsoasparthue
asparagine
acide 13- asparthue
¢ acide glutamiquo
NH o
2 ‘./H2° /
N
~
‘\ N N ) . )
H;O ™ acide isoglutamiquo
glutamine - O ou
” o acidey-glutamique

Figure 06 : Voies de désamidation non enzymatique de 1'asparagine et de la glutamine
menant a la formation d'isoméres acides (Cournoyer & O’Connor, 2008)

La désamidation non enzymatique est un phénomene influencé par plusieurs parameétres tels
que le pH, la température et I’organisation structurale de la protéine. En milieu acide, la réaction
progresse lentement par hydrolyse directe de la chaine latérale, tandis qu’en conditions neutres
a basiques, elle s’accélere par formation d’un intermédiaire cyclique appelé succinimide,
conduisant a I’aspartate et a I’iso-aspartate, notamment dans un tampon phosphate ou la réaction
est plus rapide. L’augmentation de la température intensifie cette transformation en favorisant
les réarrangements moléculaires et en exposant des résidus d’asparagine auparavant enfouis.
La séquence d’acides aminés joue un role important puisque la présence d’un acide aminé a
petite chaine aprés 1’asparagine facilite la réaction, alors qu’un résidu encombrant la ralentit.
Les structures secondaires flexibles comme les boucles et les B-tours rendent la désamidation
plus probable, contrairement aux régions rigides comme les hélices o ou les feuillets p. A un
niveau plus global, la structure tridimensionnelle d’une protéine peut soit favoriser la
désamidation en rapprochant des groupes catalytiques, soit la limiter en protégeant la chaine
latérale de 1’asparagine (Riha et al., 1996 ; Yan et al., 2018 ; Kato et al., 2020).

3.2 Importance de la réaction de désamidation non enzymatique
¢ Horloge moléculaire

La désamidation peut agir comme un "horloge moléculaire", signalant le vieillissement des
protéines. Cela aide la cellule a reconnaitre les protéines endommagées pour les éliminer et les
remplacer, ce qui permet de garder les protéines en bon état plus longtemps (Kato et al., 2020).
De plus, la désamidation peut tre utilisée pour contrdéler le moment ou certaines protéines sont
actives ou libérées, jouant un réle important dans le processus de 1’homéostasie (Robinson,
2002).
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¢ Modifications des protéines

La désamidation, en remplacant un groupe amide par un groupe hydroxyle, augmente la
charge négative des protéines. Ce changement chimique induit une ¢élévation du pHi, renforce
les répulsions électrostatiques et provoque un déploiement partiel de la structure protéique. Ces
modifications structurales améliorent les propriétés fonctionnelles des protéines alimentaires,
notamment leur solubilité, leur capacité de rétention d’eau, ainsi que leurs propriétés de surface
comme le pouvoir moussant et émulsifiant (joyce,2015).

¢ Implication dans des Maladies

La désamidation non enzymatique est impliquée dans diverses pathologies, notamment les
maladies liées a l'dge comme les cataractes et les troubles auto-immuns. Par exemple,
I'accumulation de résidus désamidés dans les cristallins altére leur transparence, favorisant la
formation de cataractes (Kato et al., 2020).

¢ Modification des anticorps

Les anticorps monoclonaux (mAbs), utilisés comme médicaments, peuvent subir une
désamidation pendant leur fabrication ou leur stockage. Cela crée des variantes acides qui
peuvent affecter leur efficacité, leur stabilité et leur capacité a se lier a I'antigéne. Comprendre
ce processus et comment le détecter est essentiel pour garantir la qualité et la sécurité des
traitements a base de mAbs (Jin et al., 2022).

3.3 Systeme de réparation de la désamidation non enzymatique

La désamidation non enzymatique est une altération spontanée des résidus Asn dans les
protéines, menant a la formation de résidus isoaspartyl (isoAsp) qui modifient la structure et la
fonction des protéines. Ce processus, associé au vieillissement moléculaire et a certaines
pathologies, n’est ni contrdlé ni catalysé, d'ou l'importance de mécanismes de réparation
cellulaires pour limiter I'accumulation de ces formes dégradées. L une des principales enzymes
impliquées est la L-isoaspartyl méthyltransférase (PIMT), présente chez les eucaryotes et les
procaryotes (Fu et al., 1991; Xu et al., 2004).

La réparation des résidus isoAsp anormaux dans les protéines, commence par une réaction de
méthylation catalysée par I'enzyme PIMT. Cette enzyme reconnait spécifiquement les résidus
anormaux L-isoAsp dans les protéines endommagées (Mishra & Mahawar, 2019). Ensuite, elle
se lie a un cofacteur appelé S-adénosyl-L-méthionine (AdoMet), qui fournit un groupe méthyle
(-CHs). Ce dernier est transféré sur le groupe carboxyle libre du résidu isoAsp. Cette réaction
entraine la formation d’un groupement méthyl-ester, accompagnée de la libération de la S-
adénosyl-L-homocystéine (SAH), qui est ensuite hydrolysée spontanément en un intermédiaire
succinimide, avec libération de méthanol. Le succinimide subit ensuite une hydrolyse non
enzymatique, produisant un mélange de résidus Asp natifs (15-30 %) et isoAsp anormaux (70—
85 %), lequel peut étre remis dans le cycle de réparation. Cette itération progressive permet la
reconversion partielle des isoAsp en Asp, restaurant ainsi la structure et la fonction des
protéines affectées par la désamidation non enzymatique (Ogé et al., 2008; Bidinosti et al.,
2010).
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I1. Partie expérimentale

Notre travail expérimental a été réalisé au niveau du laboratoire de Biochimie, département de
Biochimie-Microbiologie de I’Universit¢ Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.

2.1 Matériel
2.1.1 Laits

Le lait de chamelle utilisé dans cette étude est issu de troupeaux de chamelles saines (Camelus
dromaderius) de la population sahraouie, localisés dans la région d’Oued Souf, au sud de
I'Algérie. Il est collecté au mois de février de maniere soignée dans une bouteille de 5 L, puis
transporté au laboratoire dans une glacicre.

Le lait bovin utilisé dans cette étude provient de vaches saines élevées dans la région de
Ouacif, Tizi Ouzou, Il a été soigneusement collecté au mois de février dans une bouteille de
5 L, puis transporté au laboratoire dans une glaciere afin de préserver sa qualité.

2.1.2 Matériel biologique

» Albumine sérum bovine (BSA).
2.1.3 Appareillage

» pH-métre (HANNA).
Vortex (VISION) (KMC-1300V).
Homogénéiseur a tige (ULTRA-TURRAX).
Balance de précision (DENVER INSTRUMENT) (0,01 g).
Balance analytique (KERN ABS) (0,1 mg).
Bain-marie (MEMMERT Allemagne).
Spectrophotometre UV-Visible (HELIOS EPSILON).
Centrifugeuse réfrigérée (SIGMA).
Incubateur a convection naturelle (MEMMERT).
Centrifugeuse non réfrigérée(SIGMA).
Agitateur magnétique a barreau magnétique.

Agitateur orbital (Heidolph Duomax 1030).
Unité d’¢lectrophorése en mini-cuves (HOEFFER SE 260) composée d’une unité

YVV V V V V V V VYV V V VY

d’¢lectrophorése en mini-cuves comprend une couleur de gel, des cuves
d’¢électrophorese, un générateur de courant (max 250V, 100mA), des plaques en verre

et en hydroxyde d’alumine (10x12 cm), ainsi que des éspaceurs de 1 mm d’épaisseur.
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IV.1.4 Produits chimiques :

Produits électrophorétiques Autres produits
e Acrylamide e Réactif de Gornall
e N, N’-méthyléne-bis-acrylamide e Dodécylsulfate de sodium (SDS)
e TEMED ¢ Hydroxyde de sodium (NaOH)

e Tris(hydroxyméthyl)aminométhane e Acide chlorhydrique (HCI)

e Glycine e Glycérol
e Persulfate d’ammonium e Acide acétique
e M¢éthanol

e Bleu de bromophénol

e Bleu de Coomassie

2.2. Méthodes
2.2.1. Mesure du pH

La mesure a été réalisée a une température ambiante. La valeur du pH a été lue sur le pH-métre
apres avoir immergé 1'électrode dans un volume de 1'échantillon a analyser.

2.2.2. Ecrémage

L’écrémage du lait entier est effectué par centrifugation a 3500 g pendant 20 minutes a 4 °C.
La créme est retirée, tandis que le lait écrémé est filtré a 1’aide d’une gaze. Cette opération est
répétée deux a trois fois afin d’éliminer complétement la maticre grasse.

2.2.3. Acidification

La séparation des caséines et des protéines sériques a été réalisée par une acidification des
laits, atteignant un pH spécifique pour précipiter les caséines avec du HCI 4N (4,3 pour le lait
camelin et le lait bovin 4,6). Une centrifugation a 3500xg pendant 20 minutes a 20°C a ensuite
été réalisée pour séparer les précipités de caséines du surnageant riche en protéines sériques.
Ce surnageant a été neutralisé pour préserver l'intégrité¢ des protéines sériques. Une seconde
¢tape de précipitation a été effectuée pour éliminer les résidus de caséines, garantissant ainsi la
pureté des protéines sériques obtenues.
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2.2.4. Isolement des protéines lactosériques totales

Les protéines sériques de lait bovin et camelin sont extraites du lait entier selon les étapes
décrites dans la figure suivante :

Lait (bovin et camelin)

Crémes écartées

Centrifugation a 3500 x g/20min/4°C

Laits écrémés

Acidification a pHi 4.3 avec HCL 4N

(lait camelin) et a pHi 4.6(lait bovin)

Centrifugation a 3500 x g/20min/20°C

Lactosérums (bovin et camelin)

v'  Electrophorése PAGE Native
v’ Propriétés techno fonctionnelles

Figure 07 : Etapes suivies lors de I’isolement des protéines lactosériques totales issues du
lait bovin et camelin
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2.2.5. La désamidation non enzymatique du lactosérum camelin

La désamidation non enzymatique du lactosérum camelin est réalisée selon les étapes décrites
dans la figure suivante :

1 volume de tampon de

1 volume de lactosérum camelin haslimion 6L

Incubation pendant
3 jours a 37°C

Lactosérum
camelin désamidé

v" Electrophorése PAGE Native
v" Propriétés techno fonctionnelles

Figure 08 : Etapes de la désamidation non enzymatique du lactosérum camelin

2.3 Dosage des protéines sériques par la méthode de Biuret

Cette technique repose sur la propriété chimique commune a toutes les protéines qui est la
présence de liaisons peptidiques dans leur structure. En effet, ces liaisons sont capables
d’interagir avec certains métaux de transition, tels que le cuivre ou le nickel, en formant des
complexes stables et colorés. Ce type de dosage est particulierement utile pour sa simplicité, sa
reproductibilité et sa capacité a quantifier la majorité des protéines, indépendamment de leur
nature spécifique.

% Principe

En présence d’une solution basique, les groupements amides des chaines protéiques réagissent
avec les ions cuivre (Cu?") du réactif Gornall (annexe 01). Cette réaction donne naissance a un
complexe violet qui absorbe fortement la lumieére a une longueur d’onde de 540 nm.
L’absorbance mesurée a cette longueur d’onde permet ainsi une quantification précise de la
teneur en protéines.
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La teneur en protéines des échantillons est déterminée a 1’aide d’une courbe d’étalonnage
obtenue avec I’ Albumine Sérique Bovine (BSA, 10 g/L) utilisée comme référence (Figure09).

DO y = 0,0536x

R?=0,9999
0,6
0,5
0,4

0,3

DO a 540nm

0,2 -

0 2 4 6 8 10 12

La concentration en BSA (g/l)

Figure 09 : Courbe étalon du dosage de protéines par la méthode de Biuret (Gornall ez al
(1949) ; réalisée avec I’albumine sérique bovine (BSA) comme protéine de référence

2.4 Méthodes électrophorétiques
% Principe

L’¢lectrophorése est une technique de séparation des molécules chargées électriquement,
comme les acides nucléiques (ADN, ARN) ou les protéines, en fonction de leur taille et de leur
charge. Ce procédé repose sur le déplacement de ces molécules dans un champ électrique a
travers un gel (souvent d’agarose ou de polyacrylamide). Sous I’effet du champ électrique, les
molécules migrent vers 1’¢électrode de charge opposée : les molécules négatives vers I’anode
(+), et les molécules positives vers la cathode ().

Le gel de polyacrylamide est 1'un des plus utilisés en raison de ses excellentes performances
pour la séparation des protéines (transparence, reproductibilité) et de ses multiples avantages.

Il est obtenu par polymérisation de 1’acrylamide (CH.=CH—-CO-NH:) avec un agent de
pontage, généralement le N, N’-méthyléne-bis-acrylamide. Cette réaction a lieu en présence de
catalyseurs comme le persulfate d’ammonium ((NHa4) 2S:05) et le TEMED (N,N,N’,N’-
tétraméthyléthylénediamine), qui déclenchent la polymérisation. Le gel formé possede une
structure tridimensionnelle avec de nombreux micro-canaux. Ces canaux agissent comme un
tamis moléculaire : plus les protéines sont petites, plus elles peuvent se faufiler facilement a
travers ce réseau, tandis que les grosses molécules sont ralenties.
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Le degré de porosité (ou taux de réticulation) du gel varie selon les indices T et C, calculés
selon les formules suivantes :

o T (%)=(a+tb)/vx100
e C(%)=b/(a+b)x100

Dont (a)= grammes d’acrylamide, (b)= grammes de bis-acrylamide, (v)= volume total de la
solution de gel (avant qu’elle ne polymérise).

% Electrophorése en conditions non dissociantes et non dénaturantes (PAGE
Native) :

La PAGE native utilise un gel de polyacrylamide sans ajout de SDS ni d’agents réducteurs, ce
qui permet de préserver la structure naturelle des protéines. Cette technique est efficace et
adaptée a la séparation des protéines sériques du lait.

» Conduite de I’électrophorese

En suivant la méthode de Hillier (1976) (Annexe 2), nous avons préparé¢ un gel de
polyacrylamide avec T = 12 % et C = 2,7 %. Le tampon de gel contenait du Tris 0,75 M, pH
8,9. Le tampon d’¢lectrode était fait de Tris S mM et glycine 77 mM, avec un pH de 8,3. Les
échantillons ont été mélangés avec du bleu de bromophénol, un colorant qui permet de voir ou
les protéines sont arrivées et de savoir quand 1’¢électrophorese est finie. Apres avoir monté
I’appareil en mettant les deux plaques (I’une en alumine, ’autre en verre) avec le gel et rempli
les cuves avec le tampon d’¢lectrode, nous avons déposé 15 ul de chaque échantillon dans les
puits. L’appareil a ensuite ét¢é mis en marche a 20 mA et 250 V jusqu’a la fin de la migration
du colorant.

» Révélation des bandes de migration

A la fin de la migration, les protéines sont fixées par incubation dans une solution d’acide
trichloroacétique (TCA) a 12 % (p/v) pendant 45 minutes, puis colorées pendant une heure a
I’aide d’une solution de bleu de Coomassie R250 4 0,5 % (p/v). Le gel est ensuite décoloré par
agitation douce pendant 1 a 2 jours dans des solutions de décoloration renouvelées plusieurs
fois contenant le mélange : acide acétique, eau, méthanol.

2.5 Mise en évidence de la désamination spontanée de lactosérum camelin
% Principe

L’a-lactalbumine représente la principale protéine du lactosérum camelin, et c’est la seule a
subir une désamidation. Ce processus se produit spontanément a pH basique (8,4) ou proche de
la neutralité (7,4), a une température de 37 °C, entrainant la libération d’ammoniac. Apres
quatre jours d’incubation, une électrophorése sur gel de polyacrylamide en conditions non
dissociantes et non dénaturantes (PAGE Native), a été réalisée.

% Préparation des échantillons

Un volume de protéines sériques camelines (352ml) a été mélangé avec un tampon phosphate
de sodium (352 ml) a 150 mM, pH 8,4 sous agitation (Annexe 03). La solution a ensuite été
filtrée a 1’aide d’un filtre de 0,45 um, puis incubée a 37 °C pendant 3 jours.
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Apres incubation un contrdle électrophorétique a été effectué par €lectrophorése sur gel de
polyacrylamide en conditions natives (PAGE-native).

2.6 Etude des propriétés techno-fonctionnelles des protéines sériques
2.6.1 Solubilité

La solubilité des protéines a été évaluée en suivant la méthode de Klompong et al (2007). Pour
cela, les échantillons ont été agités a température ambiante pendant 30 minutes, puis centrifugés
a 7500 x g durant 15 minutes. Les teneurs en protéines dans les surnageants ont été déterminés
par la méthode de Biuret (Annexe 1). La solubilité des protéines a été calculée comme suit :

Protéines dans le surnageant (mg)
Solubilité (%) = x100
Protéines totales initiales (mg)

2.6.2 Pouvoir moussant

Afin d’évaluer la capacité moussante des protéines sériques, 25 mL de chaque échantillon ont
été prélevés et placés dans des éprouvettes graduées de 60 mL. Une homogénéisation a été
réalisée a I’aide d’un homogénéisateur a tige, fonctionnant a 13 500 rpm pendant 2 minutes. Le
volume de mousse obtenu immédiatement aprés homogénéisation a été noté¢ V’. Les
échantillons ont ensuite été laissés au repos pendant 30 minutes, puis le volume final de
mousse V’’(Lajnaf et al., 2017).

Selon (Patel et al) I’expansion de la mousse (CM) et la stabilité de la mousse (SM) sont
calculées selon les expressions suivant :

¢+ Capacité moussante (CM)

V-V
CM (%)= —— x 100

V’ : Volume aprés homogénéisation.
V : Volume initial avant homogénéisation.

» Stabilité des mousses (SM) aprés 30 minutes est calculée comme suivant :

x 100

SM (%) =
V’

V?? : Volume aprés 30 minutes.
V’ : Volume aprés homogénéisation.
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2.6.3 Pouvoir émulsifiant

Selon la méthode décrite par Li et al (2024) avec quelques modifications, 15 ml de solution
protéique ont ét¢ mélangés a 5 ml d’huile d’olive dans des éprouvettes graduées de 60 ml. Les
mélanges ont ét¢ homogénéisés a 17200 rpm pendant 1 minute a 1’aide d’un homogénéiseur a
tige. Ensuite, 50 pl de chaque émulsion ont été dilués dans 5 ml de solution de SDS a 0,1 %.
L’absorbance a ét¢ mesurée a 500 nm a I’aide d’un spectrophotométre.

D’aprés Pearce et Kinsella (1978), I’indice d’activité émulsifiante (IAE) a été utilisé pour
¢évaluer la capacité des protéines a former des émulsions stables. Cet indice a été calculé en
appliquant la formule suivante :

2x2.303 x A500
dOxLxC

TAE (m2/g) =

@ : fraction volumique de la phase dispersée (0.25).
L : longueur du trajet de la cellule (en metres).

C : poids du produit par unité¢ de volume de la dispersion de dispersion du produit (en g/m3).

Dans le cadre de cette étude, différents parameétres ont ét€¢ analysés afin d’évaluer les
propriétés fonctionnelles des protéines des €chantillons de lait de chamelle (natifs et désamidés)
et de lait de vache, notamment le pouvoir moussant, le pouvoir émulsifiant et la solubilité. Pour
chaque propriété, I’effet du pH, de la température et du volume a été examiné

* LepH:aétéajustéa2, 4,7et10al’aide de solutions de HCI 4N ou de NaOH 4N.

* La température : a ét¢ modulée a 5 °C, 20 °C, 37 °C et 55 °C grace a 'utilisation d’un
bain-marie ou d’un réfrigérateur

* Le volume : a été varié en fonction de la propriété étudiée, des volumes de 15 mL et 35
mL ont été utilisés pour la mesure du pouvoir moussant, tandis que 35 pL et 65 puL ont été
prélevés pour 1’évaluation de ’activité émulsifiante. Enfin, pour la détermination de la
solubilité, des volumes de 0,25 mL et 1 mL ont été considérées.
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3. Résultats et discussion
3.1 pH et teneur en protéines sériques

Le tableau II : regroupe les moyennes (n = 3) et les écarts-types relatifs a la teneur en protéines
sériques des échantillons bovin et camelin, ainsi que le pH de chaque échantillon.

Tableau II : Les valeurs du pH et la teneur en protéines sériques du lait bovin et camelin

Lait Lait de vache Lait de chamelle
pHa20°C 6.8 6.6
La teneur en protéines sériques (g/L) 8,10 +0.20 9.72+0.47

A une température de 20 °C, la valeur du pH du lait de vache trouvée est de 6,8 qui est proche
des résultats obtenus par Siboukeur (2012) (6,68), Debouz et al (2014) (6,62) et Sawaya et al
(1984) (6.7). Le lait de chamelle a une acidité plus marquée, avec un pH not¢ a 6,6 qui concorde
avec les valeurs rapportées par Siboukeur (2012) (6,65) et Rahli et al (2013) (6.6), et se
rapproche de celle trouvé par Debouz et al (2014) (6,51) ainsi que Sboui et al (2010) (6.41).

La variation des valeurs du pH sont du probablement au stade de lactation, au type
d’alimentation, a la disponibilit¢ d’eau et au taux de caseines (Gorban & Izzeldin, 1997,
Siboukeur, 2012) . La richesse du lait de chamelle en vitamine C pourrait expliquer son pH
légeérement plus acide que celui du lait de vache (Siboukeur, 2012).

Pour la teneur en protéines sériques, nos résultats montrent que le lait de chamelle contient
9,72 £ 0,47 g/L, une valeur plus élevée que celle du lait de vache a 8,10 + 0,20 g/L. Cette teneur
s’inscrit dans la plage rapportée pour le lait camelin par Farah et al (2011) soit entre 7 et 10
g/L. Elle est également proche des données de Lahouel ef a/ (2016) qui ont obtenu 10,8 + 1,45
g/L, et 1égerement supérieure a celles de Rafiq ef al (2015), soit 8 = 0,3 g/L. Concernant le lait
de vache, notre étude révele une concentration plus ¢élevée que celle observées par d'autres
chercheurs : 6 g/L (Albert et al., 2023) et 6,5 = 1,30 g/L (Lahouel et al., 2016).
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3.2 Comportement électrophorétique des protéines sériques en PAGE Native

La figure (10) montre le profil électrophorétique en PAGE native des protéines sériques des
laits étudiés.

Lactoferrine —

BSA —> s

Sens de migration

Figure 10 : Profil électrophorétique des protéines du lactosérum en PAGE native
(T=12% ; C=2,7%) (PSB : protéines sériques bovines, PSC : protéines sériques
camelines)

En analysant le profil électrophorétique obtenu en PAGE- native (figure 10), nous constatons
que les protéines sériques du lait bovin dans les conditions natives migrent en quatre bandes
distinctes selon ’ordre décroissant de leurs mobilités aux immunoglobulines, la sérum
albumine bovine, I’alpha-lactalbumine et en fin la migration de la béta-lactoglobuline. Un profil
similaire a été observé par (Girardet, 1992).

Pour les séroprotéines camelines, nous décelons également quatre bandes électrophorétiques,
une bande qui a un méme niveau de migration que les Igs bovines qui pourrait correspondre
a leurs homologues bovines, une qui correspond au lactoferrine, une qui migre au méme niveau
que la BSA qui pourrait correspondre a la CSA cameline et une autre qui se situe entre la BSA
et ’a-La bovine, et qui pourrait correspondre a I’a-La cameline, Ce résultat concorde avec ce
qui a rapporté El-Agamy et al (2009) et Si Ahmed et al (2013).

L’¢lectrophorégramme obtenu montre que la B-lactoglobuline est absente dans le lait de
chamelle, car aucune bande correspondant a celle de la B-lactoglobuline bovine n’a été
observée. Cette absence a déja été rapportée par plusieurs chercheurs (Farah, 2004 ; El-Agamy
et al., 2009 ; El-Hatmi, 2015).
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3.3 Désamidation non enzymatique du lactosérum camelin

La figure (11) montre le profil électrophorétique en PAGE native des protéines du lactosérum
de lait de chamelle, a I’état natif et apreés désamidation.

LcN LcD

LT

vl

CSA — M S—

A———— >

Sens de migration

Figure 11 : Profil électrophorétique des protéines du lactosérum en PAGE native
(T =12% ; C=2,7%) ; LcN : Lactosérum camelin natif. LcD : Lactosérum camelin
désamidé ; A : a-Lac désamidée.

L'analyse ¢lectrophorétique montre l'apparition d’une nouvelle bande (notée A) qui migre plus
loin que 1'a-lactalbumine native, suggérant la création d'un isoforme résultant de processus de
désamidation.

Des études similaires ont ét€ menées par Si Ahmed Zennia et al (2019), ou ils indiquent que
cette bandes correspond a I’isoforme (A2) de l'a-lactalbumine cameline, formées par la
désamidation apres une incubation dans un tampon phosphate de sodium a des pH 7,4 et 8,4 a
37 °C. Cette modification est favorisée par la présence des sites Asn45-Gly46 désamidés en A2
et A3 dans la séquence de la protéine.

Les sites sensibles a la désamidation ne réagissent pas avec la méme efficacité : le site Asn45—
Gly46 se désamide facilement a un pH proche du neutre (7,4), tandis que le site Asn16-Glyl7
nécessite un pH encore plus basiques (8,4) pour réagir pleinement, ce qui donne une
désamidation totale comme 1’a montré I’étude de Si Ahmed Zennia et a/ (2015). Dans notre
expérience, la désamidation n’a pas été totale malgré un pH de 8,4.
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Masson & Lushchekina, 2022 indiquent que la structure de la protéine peut cacher certains
résidus ou les rendre moins accessibles, limitant ainsi leur réactivité. Ce qui explique pourquoi,
dans notre cas, la désamidation reste incompléte malgré un pH de 8.,4.

Dans notre cas, il est possible que la désamidation compléte nécessite un temps d’incubation

plus long que les 72 heures appliquées, ce qui suggere que la durée choisie était peut-Etre
insuffisante pour atteindre une modification totale.

3.4. Effet de paramétres physico-chimiques sur les propriétés techno-fonctionnelles

3.4.1. Effet sur la solubilité

Les résultats de 1’effet des parametres physico-chimiques sur la solubilité des protéines
sériques bovines, camelines natives et camelines désamidées sont présentés dans la figure 12.

120 120
100 _ _ 100
X = - . -
-] o
5 60 -§ 60 ;
3 40 . : - = E 40 - a
20 20
0 0
ph2 ph4 ph 6,8 ph7 ph10 s 20 37 55
pH Température
120
100
X 30 -
\w =
= I
= 60 =
)
=]
© 40 = -
(7]
20
0
0,25ml 0,5ml Iml
Volume

Lactosérum bovin

Lactosérum camelin Lactosérum camelin désamidé

Figure 12 : Evolution de la solubilité des protéines sériques bovines, camelines
et camelines désamidées en fonction des parametres physico-chimiques
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La solubilité du lactosérum camelin natif est supérieure a celle du lactosérum bovin, et celle
du lactosérum camelin désamidé, quel que soit le parameétre considéré (pH, température ou
volume).

Selon Konuspayeva et al (2009), Cette meilleure solubilité pourrait s’expliquer par la teneur
plus ¢élevée du lait de chamelle en protéines sériques, connues pour leur bonne solubilité. En
effet, la fraction sérique représente environ 20 a 25 % des protéines totales du lait de chamelle,
contre seulement 12 a 15 % dans le lait bovin, et elle se caractérise par une richesse en acides
aminés polaires favorisant la dispersion des protéines dans le milieu aqueux et limitant les
interactions hydrophobes (Badr et al., 2017; Seifu, 2023).

Contrairement aux résultats rapportés par Yong et al (2004) qui ont fait leur étude sur la a-
zéine de mais, selon lesquels la désamidation améliore la solubilité des protéines en augmentant
leur charge nette négative et en limitant les interactions protéine-protéine, aucune amélioration
n’a €té observée dans notre cas. Au contraire, une solubilité plus faible a ét¢ mesurée dans
I’échantillon désamidé comparé a 1’échantillon natif. Cette absence d’effet bénéfique pourrait
résulter d’un degré de désamidation insuffisant pour induire une modification significative de
la charge globale des protéines.

Vetter et al (2020), ont montré que certaines conditions de désamidation peuvent provoquer
un déploiement partiel des structures protéiques, exposant des zones hydrophobes susceptibles
de favoriser des phénomenes d’agrégation, ce qui pourrait ¢galement contribuer a la baisse de
solubilité observée.

Ainsi, selon Alam et a/ (2019), une explication possible a ce résultat réside dans la formation
d’acide isoaspartique, principal produit de la désamidation de 1’asparagine. Il s’agit d’un acide
B-aminé, une structure rarement rencontrée dans les protéines natives. Sa présence peut induire
une instabilité locale de la structure tridimensionnelle des protéines, provoquant I’exposition de
résidus hydrophobes normalement enfouis. Cette exposition anormale favorise des interactions
hydrophobes intermoléculaires, ce qui limite la dispersion des protéines en solution et réduit
ainsi leur solubilité.

% Effet du pH

A pH 4, la solubilit¢ diminue pour les trois types de lactosérums, avec des valeurs de
67,63+ 0,15% pour le bovin, 83,24+0,36% pour le camelin, et 36,32+0,10% pour le désamidé.

A des valeurs de pH inférieures ou supérieures & la zone du point isoélectrique, la solubilité
des protéines augmente surtout a pH 6.8 avec des valeurs de 81,90+0,02% pour le bovin,
98,40+0,13% pour le camelin, et 42,77+0,65% pour le désamidé.

Ces résultats sont cohérents avec ceux rapportés par Laleye et a/ (2008), et Pelegrine & Gomes

(2012) ont ¢étudié les lactosérums de lait camelin et bovin. Ils ont observé que la solubilité des
protéines du lactosérum camelins et bovins €tait minimale a proximité du point isoélectrique,
généralement situé entre pH 4 et 5 pour les protéines sériques et en s’éloignant de cette zone la
solubilité augmente. Laleye et al. (2008) ont montré qu’une diminution du pH de 7 a 4 entrainait
une baisse de la solubilité¢ d’environ 16 % dans le lactosérum de chamelle et de 9 % dans celui
de vache.

35



Résultats et discussion

Dans la zone proche de pHi, les protéines n’ont plus de charge nette, ce qui réduit la répulsion
¢lectrostatique et favorise les interactions protéine-protéine, entrainant leur agrégation et leur
précipitation. Par contre a des valeurs supérieurs et inférieures a la zone de pHi, les protéines
portent une charge nette, soit positive (pH acide), soit négative (pH basique). Cette charge crée
une répulsion électrostatique entre les molécules, ce qui empéche leur agrégation et favorise
leur dispersion en solution (Laleye ef al., 2008 ; Pelegrine & Gomes, 2012).

% Effet de la température

Les résultats obtenus montrent que la solubilité de tous les échantillons a leur pH natif est
stable quelle que soit la température étudiée autour de 72% pour le bovin 92% camelin 48%.
Cette constance témoigne d’une bonne résistance thermique des protéines sériques notamment
la B-Lg et la a-la, dont la structure native reste globalement préservée en dessous de leur seuil
de dénaturation majeur, généralement supérieur a 65 °C (Dewit & Klarenbeek, 1984 ; Sava et
al., 2005; Lajnaf et al., 2018).

s Effet de volume

La solubilité montre une nette amélioration a 0,5 mL, pour le lactosérum camelin, atteignant
98,4+0,13%, ainsi que pour le lactosérum bovin (72,46 +0,02%) puis elle se diminue a 1 mL.

Ce comportement suggere qu'a faible volume (0,25mL), la concentration en protéines est
insuffisante pour établir un équilibre de solubilité optimal. A un volume modéré, la
concentration devient optimale, favorisant une bonne dispersion sans interactions excessives.
En revanche, a 1 mL, l'augmentation de la concentration semble induire des interactions
protéine-protéine, entrainant une agrégation partielle et une baisse de solubilité. Ces résultats
rejoignent ceux rapportés par Treuheit et al (2002), qui soulignent qu'a forte concentration, les
protéines tendent a s'associer et a former des structures moins solubles.

Une baisse de la solubilité est notée pour le lactosérum camelin désamidé a 0,5 (42,84+0,56%)
qui se stabilise apres a 1 mL. Cela pourrait étre 1i¢ a une modification partielle des résidus ou a
une altération de la structure initiale des protéines, les rendant plus sensibles a 1'agrégation
lorsque leur concentration augmente. Vetter ef a/ (2020), ont rapporté que la désamidation peut
favorisant I’agrégation.
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3.4.2. Effet sur les propriétés moussantes

Les résultats de I’effet des paramétres physico-chimiques sur le pouvoir moussant des
protéines sériques bovines, camelines natives et camelines désamidées sont présentés dans la

figure 13.
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Figure 13 : Evolution des propriétés moussantes des protéines sériques bovines,
camelines et camelines désamidées en fonction des parametres physico-chimiques
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De la méme manicre que pour la solubilité, les propriétés moussantes du lactosérum camelin
natif se révelent supérieures a celles du lactosérum bovin et du camelin désamidé, quel que soit
le paramétre étudié (pH, température ou volume). En outre, la désamidation n’a pas amélioré
ces propriétés, mais les a plutot diminuées, tout comme elle a réduit la solubilité.

+» Effet de pH

L’analyse de la figure révele que la capacité moussante des lactosérums bovin et camelin est
minimale a pH 4, avec des valeurs respectives de 41 +0,65% et 48 + 5,65%. En s’¢éloignant de
ce pH, cette capacité s’améliore. A pH 2, elle atteint 96 £ 5,65% pour le lactosérum bovin et
92 + 8,48% pour le camelin. Le maximum est observé a pH 10 pour le lactosérum camelin, avec
une capacité moussante de 114 + 8,48%.

Nos résultats montrent que la capacité moussante est positivement corrélée a la solubilité des
protéines, ce qui est en accord avec les travaux de Laleye et a/ (2008), portant sur les
lactosérums de lait camelin et bovin. Ces auteurs ont attribué¢ la diminution de la capacité
moussante a la proximité du pHi des principales protéines, avec une amélioration observée a
mesure que le pH s’en ¢loigne. De méme, Benelhadj et a/ (2016) ayant étudi¢ I’effet du pH sur
les propriétés technofonctionnelles des Isolat de protéines d'Arthrospira. 1ls ont rapporté une
capacité moussante minimale a pH 3, correspondant au pHi, et une valeur maximale a pH 10.

A la proximité du pHi, la faible charge électrique des protéines favorise leur agrégation,
limitant ainsi leur mobilité en solution et leur adsorption a I’interface air/eau, ce qui nuit a la
formation de mousse. En revanche, lorsque le pH s’¢loigne du pHi, les protéines acquiérent une
charge nette plus importante (positive ou négative selon le pH), ce qui induit une répulsion
¢lectrostatique entre les molécules, limitant leur agrégation. Elles deviennent alors plus
solubles, plus flexibles, et diffusent plus rapidement vers 1’interface. Cette meilleure mobilité
favorise leur adsorption rapide a I’interface air/eau et permet la formation d’un film interfacial
proteique cohesif, elastique et stable, et donc une amélioration significative de la capacité
moussante (Laleye et al., 2008; Gochev et al., 2020).

La capacité moussante du lactosérum camelin désamidé reste stable autour de 60 % quel que
soit le pH. Cela peut étre li¢, comme l'ont mentionné Alam et a/ (2019), aux effets structuraux
de I’acide isoaspartique formé lors de la désamidation. Ce résidu peut engendrer des défauts de
repliement, exposer des zones hydrophobes et altérer la flexibilit¢ conformationnelle des
protéines, ce qui ralentit leur adsorption a I’interface et compromet la formation d’un film
interfacial efficace, limitant ainsi la génération de mousse.

Le volume de mousse obtenu aprés 30 minutes était significativement plus élevé en conditions
natives (83,99 +0,67% pour le lactosérum bovin, 83,22 +2,68% pour le camelin natif, et
86,43 £ 1,51% pour le camelin désamidé) ainsi qu’en milieu basique (pH 10) (83,09 £2,40%
pour le bovin, 90,00 +3,49% pour le camelin natif, et 91,67 + 3,49% pour le désamid¢). A
I’inverse, en environnement acide (pH 4) une baisse notable a été observée, avec des valeurs
respectives de 60,91 +4,60% pour le bovin, 63,74+1,77% pour le camelin natif et
59,54+ 1,17% pour le camelin désamidé.

Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par Benelhadj et al (2016), qui ont étudié
I’influence du pH sur les propriétés techno-fonctionnelles des isolats protéiques d’Arthrospira,
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montrant une amélioration de la stabilit¢ de la mousse a pH 10 (56,5+0.7%) qu'a pH 3
(2,0+0.3%).

La charge nette plus élevée des protéines a pH 6.8, 7 et 10 augmenterait les forces
¢lectrostatiques répulsives entre les films protéiques entourant les mousses, conduisant a la
création d'une mousse plus stable, qu'a pH 3 ou les films auraient des charges électronégatives
réduites puisque les protéines sont proche de leur pl. En effet, la répulsion électrostatique
empéche les mousses de floculer, ce qui améliore la stabilité de ces mousses. Au contraire, a
des pH proches du pl de la protéine, 'amplitude de la charge électrique a la surface de mousse
diminuerait. Par conséquent, la charge négative des protéines de lactosérum est insuffisante
pour générer des forces électrostatiques répulsives entre les mousses, conduisant a leur
agrégation, formant de gros floculats (Benelhadj ef al., 2016; Lajnaf et al., 2018).

< Effet de température

A 5°C, une légére diminution de la capacité moussante a été observée pour les trois
¢chantillons (58,00 + 8,49 % pour le lactosérum bovin, 68,00 £ 5,66 % pour le camelin natif, et
62,00+ 2,83 % pour le camelin désamidé¢). Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par
Oetjen et al (2014), qui, dans une étude sur différents types de lait, ont montré que la mousse
¢tait moins efficace a basse température, notamment a 5 °C.

La formation de mousse est moins efficace a 5 °C en raison de plusieurs facteurs physico-
chimiques liés a la température. A basse température, la viscosité du liquide augmente, ce qui
ralentit la diffusion des protéines vers ’interface air/eau. Cette lenteur limite leur adsorption
rapide et efficace (Oetjen ef al., 2014).

Un chauffage modéré améliore la capacité moussante des trois types de lactosérum, avec un
maximum observé autour de 55 °C : 108 £ 5,66% pour le bovin, 100+ 1,25% pour le camelin
natif, et 85 £ 0,95% pour le camelin désamidé. Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés
par Kamath et a/ (2011) qui ont fait leur étude sur différentes fractions de lait, ont observé une
formation de mousse maximale aux alentours de 45 °C, ainsi qu’avec Shao ef al (2016) qui ont
montré que la capacit¢ moussante des isolats de protéines de soja augmentait avec la
température.

Selon Polverino delaureto et a/ (2002) cette amélioration résulte d’une dénaturation partielle
induite par la chaleur, exposant des régions hydrophobes auparavant enfouies. Le chauffage
entraine une transition vers un état de type molten globule, exposant davantage de zones
hydrophobes tout en maintenant la solubilité¢ des protéines, ce qui favorise leur adsorption
rapide a I’interface air/eau et de mieux stabiliser les bulles d’air.

La stabilité de mousse est significativement plus élevée a basse température, avec des valeurs
atteignant 87,41 £2,90% pour le lactosérum bovin, 89,36 +£4,69% pour le camelin natif, et
86,43 + 1,23% pour le camelin désamidé. En comparaison, a des températures plus élevées, la
stabilit¢ diminue nettement, atteignant respectivement 76,02 +£0,52%, 77,23 +1,23% et
72,29 +£2,29%. Ces observations sont cohérentes avec les travaux de Yu & Damodaran (1991),
qui ont montré que la stabilité des mousses stabilisées a la BSA (c'est-a-dire la demi-vie de la
mousse) a augmenté de 13 a 37 min lorsque la température a été réduite de 40 a 15 °C.

Cette amélioration de la stabilité¢ observée a basse température (5 °C) peut s’expliquer par
I’augmentation de la viscosité du liquide a des températures plus faibles. Un milieu plus
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visqueux ralentit le drainage du liquide situé entre les bulles, prolongeant ainsi la durée de vie
de la mousse. De plus, 1’épaisseur accrue de la phase continue limite les contacts directs entre
les bulles, réduisant ainsi les phénomenes de coalescence. En conséquence, les bulles restent
séparées plus longtemps et la structure mousseuse se maintient plus efficacement dans le temps.

Tandis qu’a des températures élevées, sous ’effet de la gravité, le liquide s’écoule plus
rapidement le long du film liquide du haut vers le bas, ce qui entraine un amincissement du film
dans sa partie supérieure jusqu’a sa rupture. La rupture du film liquide génére également un
choc mécanique, qui provoque a son tour la rupture des films liquides environnants, entrainant
ainsi une diminution de la stabilité de la mousse (Yu & Damodaran, 1991 ; Delahaije et al.,
2019).

«» Effet de volume

La capacité¢ moussante diminue pour 1I’ensemble des échantillons lorsque le volume est de
15 mL, atteignant des valeurs de 35 +4,71% pour le lactosérum bovin, 66,66 + 0,65% pour le
camelin natif et 59+ 0,02% pour le camelin désamidé. Elle augmente ensuite de maniere
significative a 35mL, avec des valeurs respectives de 83,88+4,63% pour le bovin,
96,01 £1,99% pour le camelin natif et 86,66 +4,71% pour le camelin désamidé. Cette
amélioration peut s’expliquer par 1I’augmentation de la concentration en protéines due a
I’augmentation du volume de 1’échantillon. Ces observations sont en accord avec les résultats
de Salvador et al (2010), qui ont montré, dans une étude sur les effets du pH et de la
concentration en protéines sur les propriétés techno-fonctionnelles des protéines sanguines
porcines, que la moussabilité augmente linéairement avec la concentration protéique, jusqu’a
atteindre un plateau. De méme, Delahaije ef al (2019), dans une étude portant sur I’ovalbumine,
a observé une augmentation significative de la formation de mousse avec 1’¢lévation de la
concentration protéique.

Lorsque la teneur en protéines est faible, la surface des bulles n’est pas entierement recouverte
pendant le temps de formation, ce qui entraine une coalescence prématurée et limite le
développement de la mousse. En revanche, a des concentrations plus élevées, les protéines sont
présentes en quantité suffisante pour s’adsorber rapidement a I’interface air-eau, ce qui permet
de générer un plus grand nombre de bulles et d’atteindre un volume de mousse plus important
(Delahaije et al., 2019).

Une amélioration de la stabilité¢ de la mousse est observée avec 1’augmentation du volume
d’échantillon, atteignant a 35 mL des valeurs de 90=+2,35% pour le lactosérum bovin,
98,87 £0,17% pour le camelin natif, et 88,6 + 6,47 % pour le camelin désamidé. Ils sont en
accord avec les travaux de Salvador ef al (2010) qui ont montré, dans une étude portant sur les
effets du pH et de la concentration en protéines sur les propriétés techno-fonctionnelles des
protéines sanguines porcines, que la stabilité de la mousse mesurée aprés 30 minutes augmente
proportionnellement a la concentration protéique.

L'augmentation de la concentration protéique entraine une réduction de la diffusion de I'air en
raison de la formation de films protéiques interfaciaux plus épais autour des bulles d'air, ce qui
affecte la tension superficielle et améliore la stabilité de la mousse en réduisant 1'écoulement du
liquide dans la région lamellaire (Kinsella, 1981; Salvador et al., 2010).
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3.4.3. Effet des paramétres physico-chimiques sur les propriétés émulsifiantes

Les résultats de I’effet des parameétres physico-chimiques sur le pouvoir émulsifiant des

protéines sériques bovines, camelines natives et camelines désamidées sont présentés dans la

figure 14.
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Figure 14 : Evolution des propriétés émulsifiantes des protéines sériques bovines,
camelines et camelines désamidées en fonction des parametres physico-chimiques

Comme pour la solubilité et les propriétés moussantes, le lactosérum camelin natif montre de
meilleures propriétés émulsifiantes que le lactosérum bovin et le camelin désamidé, quels que
soient le pH, la température ou le volume. De plus, la désamidation n’a pas amélioré ces
propriétés, mais les a diminuées, tout comme elle a réduit la solubilité.

41



Résultats et discussion

% Effet de pH

A un pH 4, la capacité émulsifiante diminue chez les trois échantillons, avec une valeur de
11,194+ 0,36m?*/g pour le lactosérum bovin, 12,18+ 1,4Ilm*g pour le camelin natif et
11,56 £0,26m?*/g pour le camelin désamidé. En s’¢loignant de cette zone, on observe une
augmentation progressive de cette capacité. A pH 2, elle s’améliore chez le lactosérum bovin
avec une valeur de 18,34 + 1,56m?/g. Une nette amélioration est également observée a pH 10
pour le lactosérum camelin, avec une valeur de 20,91 + 0,23m?/g.

Ces observations sont en accord avec les résultats de plusieurs études. Alashi et a/ (2018) qui
ont étudié¢ I’effet du pH et de la température de stockage sur les propriétés émulsifiantes des
protéines de canola et de leurs hydrolysats, ont montré qu’a pH 4 qui correspond au pHi la
capacité émulsifiante se diminue et en s’¢loignant de ce pH elle augmente. De méme, Benelhadj
et al (2016) dans leur étude sur les isolats de protéines d’Arthrospira, ont rapporté une capacité
émulsifiante minimale a pH 3, correspondant également au pHi.

Lorsque le pH est proche du pHi, la capacité émulsifiante des protéines diminue. En effet, leur
solubilité est réduite et elles ont tendance a s’agréger, ce qui limite leur capacité a s’adsorber a
I’interface huile-eau et a former un film stable. Cela favorise la coalescence des gouttelettes et
entraine une mauvaise stabilité de 1’émulsion. A 1’inverse, lorsque le pH s’éloigne du pl, les
protéines portent une charge nette plus élevée, deviennent plus solubles, ce qui facilite leur
diffusion et leur adsorption a I’interface, conduisant a une meilleure stabilité de 1’émulsion
(Alashi et al., 2018 ; Lingsam, 2020).

«» Effet de température

A 5°C, une baisse de la capacité émulsifiante est observée pour les trois échantillons. Elle est
de 10,76 £0,03m?/g pour le lactosérum bovin, 12,2+ 0,31m?*/g pour le camelin natif et
10,43 £0,91m?/g pour le camelin désamidé. Ces résultats confirment ceux de Kinsella &
Melachouris (1976), qui ont montré que, a basse température, les interactions hydrophobes sont
limitées, ce qui réduit la capacité¢ des protéines a recouvrir efficacement la surface des
gouttelettes.

Un léger chauffage améliore le pouvoir émulsifiant des trois lactosérums. A 55 °C, la capacité
atteint 16,31 +£0,57m?/g pour le lactosérum bovin, 21,46 + 1,05m?*/g pour le camelin natif et
13,83 £0,46m?/g pour le camelin désamidé.

Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par Dickinson (1992), qui a montré, dans ses
travaux sur différents laits, qu’un chauffage modéré provoque une dénaturation partielle des
protéines. Cette dénaturation expose davantage de régions hydrophobes tout en permettant aux
protéines de conserver leur solubilité. Cela favorise leur adsorption a I’interface huile-eau et
améliore leur capacité a recouvrir les gouttelettes de manicre efficace, renforgant ainsi la
stabilité de I’émulsion.
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«» Effet de volume

Le pouvoir émulsifiant diminue lorsque le volume est de 35 puL chez les trois échantillons,
avec des valeurs de 12,78+0,51m?*/g pour le lactosérum bovin, 13,46+1,09m?/g pour le camelin
natif et 10,24+3,81m?/g pour le camelin désamidé. Lorsqu’on augmente le volume a 65uL, on
observe une amélioration pour tous les échantillons. Le lactosérum bovin atteint
18,17 £0,83m?/g, le camelin natif 21,30+ 0,10m?/g et le camelin désamidé 15,80+0,90m?/g.
Cette amélioration peut s’expliquer par une augmentation de la concentration en protéines avec
le volume.

Ces résultats concordent avec ceux de Salvador et al (2010), qui ont montré que
I’augmentation de la concentration en protéines améliore les propriétés techno-fonctionnelles
des protéines sanguines porcines. De méme, Yamauchi et a/ (1980) dans leur étude sur les
propriétés émulsifiantes des protéines de lactosérum, ont rapporté qu’une concentration
protéique plus €levée renforce 1’activité émulsifiante.

La diminution du pouvoir émulsifiant a faible volume peut s’expliquer par une concentration
en protéines trop faible pour recouvrir efficacement les gouttelettes d’huile, ce qui limite la
formation d’un film stable a I’interface. En augmentant le volume, donc la quantité de protéines
disponibles, 1’activité émulsifiante s’améliore. Cette amélioration résulte d’une plus grande
disponibilité¢ des molécules protéiques pour s’adsorber a I’interface huile-eau, favorisant ainsi
la formation d’un film viscoélastique qui stabilise les gouttelettes et limite leur coalescence
(Yamauchi et al., 1980; Salvador et al., 2010).

43



Conclusion générale



Conclusion générale

Les propriétés techno-fonctionnelles des protéines, telles que la solubilité, la capacité
moussante et la capacit¢ émulsifiante, jouent un role essentiel dans les formulations
alimentaires. Elles dépendent fortement de la structure des protéines ainsi que des conditions
physico-chimiques du milieu, comme le pH, la température ou la concentration des protéines.

Parmi les modifications naturelles susceptibles d’influencer ces  propriétés
technofonctionnelles, la désamidation non enzymatique qui joue un role clé comme mécanisme
de régulation biologique, agissant comme une horloge moléculaire pour le catabolisme des
protéines ou comme signal de dégradation de certaines enzymes et hormones. Dans le tractus
gastro-intestinal, les conditions physiologiques favorisent son apparition spontanée, entrainant
des changements de structure qui peuvent altérer les propriétés bioactives et techno-
fonctionnelles des protéines. Cette sensibilité montre qu’il est essentiel de maitriser ce
phénomene pour préserver ’intégrité des protéines et maintenir leurs performances
technologiques.

Dans ce contexte, le lait de chamelle a son état natif se distingue par une composition originale
et des activités biologiques variées, étroitement liées a sa fraction protéique spécifique. Cette
richesse en protéines bioactives lui confére un profil unique, offrant des opportunités pour
diversifier les sources d’ingrédients fonctionnels et développer des formulations nécessitant une
bonne stabilité de mousse ou d’émulsion. Une meilleure compréhension de ces protéines, ainsi
qu’une maitrise adaptée des procédés de transformation, permettraient de valoriser ce potentiel
et de proposer des alternatives crédibles aux protéines laitiéres classiques, en phase avec les
exigences nutritionnelles et technologiques actuelles

Les résultats obtenus dans cette étude ouvrent ainsi de nouvelles perspectives. Pour prolonger
ce travail, il serait pertinent d’explorer d’autres propriétés techno-fonctionnelles, telles que la
gélification, la rétention d’eau ou encore la coagulation. La purification ciblée des protéines
sériques et 1’évaluation fine de leurs performances pourraient également permettre de mieux
valoriser leur potentiel technologique.
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Annexe 01 : Détermination de la teneur en protéines par la méthode de Biuret
1. Solutions :

e Solution meére de BSA :

e Le réactif de Gornall :

SUITALE @ CUIVIC ...veeeiiieciee ettt et e et e et e e e v e e enaaeeesaeeenseeeennes S5g.
Tartrate double anhydre N+, K. ...ooooiiiiiiiiiiiieeeeee e 8.70g.
S TSRS S¢g
INAOH ..ttt ettt e e st e et e e st e e streesanteesabeeenanes 24g

+ M¢élanger les deux premiers produits puis solubiliser sans chauffage.
+ Ajouter le KI puis solubilisé.
+ Ajouter le NaOH puis ajusté avec d’eau distillé jusqu’a 1000ml.

2. Gamme étalon :

A partir de la solution de BSA (10 g/1), des dilutions sont préparées suivant le tableau ci-
dessous

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mére | 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
de BSA (ml)

Eau distillée 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0
(ml)

Réactif 2 ml

3. Méthode :

+ 0.5ml d’échantillon contenant 100 pg de protéines maximum et 25 pug minimum.
£ Ajouter 2 ml du réactif Gornall.

+ Laisser 30 min I’obscurité.

+ Lire la DO a 540 nm.

4. Expression des résultats :

Une courbe étalon est tracée en reportant, sur 1’axe des abscisses, les concentrations en BSA
des dilutions préparées au préalable, et sur I’axe des ordonnées, les densités optiques (DO)
mesurées pour chacune de ces dilutions.
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Annexe 02 : Electrophoreése en conditions non dissociantes et non dénaturantes (PAGE
native)

1. Solutions :

e Solution d’acrylamide (A) :

ACTYIAMIAC ..ottt ettt e st et eabeen 36g.
Bis aCTylamide .......c.ooieiiiieiiii e aae e e lg.
Eau diStIIEE ..o 100ml.

e Tampon de gel (B) :

Eau diStIlIEe ....c..eiemiiiiiiiee e 100ml.
+ Ajuster a pH 8,9 avec HCI1 4N.

e Tampon d’électrode :

LTS ettt ettt ettt ettt ettt et e et e e bt e et e et eeab e e bt e e nb e e st e enbe e bt e enbeeteeenseenneeenne 0.12¢.
GLYCINEC. ettt e e e st e e st e e e s saee e sbeeessaeeessaeessneeesnsaeens 0,58g.
Eau diStIIEE ....c..eeeniieiiiieiieee et 200ml.

+ Ajuster a pH 8,3avecduTris

e Tampon d’échantillon :

Tampon du @EI(B)......eiieiiieee e 100pl.
Eau diSHILEE ....oeeevieeiiie ettt e 700ul.
GLYCETOIS0Y0 ettt ettt et e s e ebeeeabeenseens 200ul.
Bleu de bromophénol............cccvveiiiiiiiiieiieeeeeeeee e Une téte d’aiguille.

+ Dissoudrelmg de protéines lyophilisées dans 1ml de ce tampon.
2. Electrophorése :

Préparation du gel (T=12% et 2,7%)

SOTULION(A) ...ttt ettt et e ettt e e tte e e ab e e e aseeeetaeeestaeesasseeessaeesaneeenns 3,25ml.
N Yo LT 00 0T 2 ISR Sml.
BaU dIStIIEE.....cciiiiiiiieeeee e 1,68ml.
TEMED ..ottt ettt sttt b et st sb et eanes 35ul
Solution de persulfate d’ammoniuml0% .........ccceevieriierieiiiieieeieee e 75ul.

+ Couler et mettre le peigne immédiatement
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e Solution de fixation :

Eau diStIlIEE (QSP)-+veevveerrrrerrieeiieniieeiteeite et et e et et et e et ete et e s b e esaeenbeeseeenseeneas 100ml.

+ Solution de coloration

Bleu de Coomassie R250... ...ooooiiiiiiiieiieee et 0,5g.
T A ettt ettt et et b et e h ettt h bttt a et 4g

IMELhANOL. ...ttt et 100ml.
Eau diStIIEE ......eiiiiiiiiie e 100ml.

& Solution de décoloration

F & (6 (R o] o 1§ [ USSR 37,5ml.
Bau dIStIIIEE ..oeeviiiiieeeeeeee ettt e e s et e e e e e e s e 312,5ml.
IMETNANOL..........vviiiieiieieeeeee et e e e e e et e e e et e e e e etaeeeeeeaaeeeeenns 150ml.

+ Dépot d’échantillon : 10 a 20pl.

4 Mise sous tension : 20mA, 250V.

+ Fixation : 45mn dans la solution de fixation.

+ Coloration : 1heure dans la solution de coloration.
+ Décoloration : dans la solution de décoloration.

Annexe 03 : Le tampon de phosphate

1. Produits

NAHZPOA ...ttt ettt e e e e st ee s 234,8mg.
NAZHPOA ...ttt ettt et 155,6mg.
NN 3 ettt e e et e e e ettt e e et e e e et e e e e nta e e e e nbbeeeeanbaeeeennnees 10mg
2. Méthode

- Mélanger les 3 poudre, jaugé avec d'eau distillée jusqu’a S0ml.
- Ajusté le pH a 8,4 avec de NaOH.

- Filtration(0.45um).

- Dégazé sous-vide.

- Conserver a 4C°.
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Annexe 04 :

Photographie d’une Centrifugeuse réfrigérée, max 28000 x g (SIGMA)

Photographie d’une Centrifugeuse non réfrigérée, max 12.927 x g(SIGMA)
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Photographie d’un Spectrophotométre UV-Visible (HELIOS EPSILON)

Photographie d’une unité d’électrophorése (HOEFFER SE260)

A : cuve de migration ; B : générateur de courant

Photographie d’'une Balance de Photographie d’'une Balance
précision, max 610g (DENVER) analytique, max 220g (KERN)
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Photographie d’un Homogénéiseur a tige (ULTRA-TURRAX)

Photographie d’un Incubateur a convection naturelle (MEMMERT)
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Photographie d’un Agitateur orbital (Heidolph Duomax 1030)



