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Résumé

Dans la présente étude, les casénes ont été choisies comme matiere premiere pour
plusieurs raisons, d’'une part elles représentent la constituante majeure du lait, d’ autre part,
leur forme flexible et leur structure ouverte leur procure une plus grande susceptibilité aux
différentes protéases. Dans le but de rechercher des peptides bioactifs qui peuvent remplacer
les antioxydants synthétiques, nous avons mené une étude qui vise dans un premier temps a
déterminer la teneur protéique des quatre échantillons bovin, camelin, caprin et ovin, celle-ci
montre la richesse du lait de brebis en protéines totales et en caséines. Par la suite, nous
avons procédé a l’isolement et a la caractérisation éectrophorétique des caséines. Les profils
électrophorétiques résultants ont révélé la faible mobilité des casénes camelines
comparativement aleurs homologues dans le lait bovin. Dans un deuxieme temps, hous avons
testé la sensibilité des caséines des différentes espéces a la chymotrypsine. Les caséines du
lait de vache sont |es plus sensibles a cette enzyme comparé a celles du lait du dromadaire qui
sont plus résistantes. Enfin, une évaluation de I’ activité antioxydante des casénes ainsi que
leurs hydrolysats a été effectuée par le test de DPPH. Les résultats obtenus ont montré que
I’ activité antioxydante été plus importante apres hydrolyse pour les quatre especes et les
peptides issus des caséines du lait de brebis et de chamelle présentent les activités
antioxydantes les plus élevées.

Motsclés: Caséines/ Lait / Bovin/ Camelin/ Caprin/ Ovin / chymotrypsine /DPPH.



Abstract

In this study, caseins were chosen as raw material for various reasons, on the one hand
they represent the major constituent of milk, they are valued in the agri-food industries and
are considered to be a major cheese component. On the other hand, their flexible form and
open structure gives them greater susceptibility to different proteases. We conducted a study
that initially aims to determine the protein content of four samples (cattle, camel, goat and
sheep), it shows the richness of sheep's milk in total protein and casein. Subsequently, we
proceeded to the isolation and the electrophoretic characterization of the caseins. The
resulting electrophoretic profiles revealed the low mobility of camel caseins compared to their
counterparts in bovine milk. In a second step, we tested the casein sensitivity of different
species to chymotrypsin. Caseins from cow's milk is determined to be the most sensitive to
this enzyme compared to those of camel's milk which are more resistant. Finally, an
evauation of the antioxidant activity of the caseins as well as their hydrolysates was carried
out by the DPPH test. The results obtained showed that the antioxidant activity was greater
after hydrolysis for the four species and the peptides derived from caseins from ewe and

camel milk had the highest antioxidant activity.

Key words. Casein/ Milk / Cattle/ Camel / Goat / Ovine/ Chymotrypsin / DPPH.
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I ntroduction Générale

Le lait occupe une place importante dans la ration alimentaire de la population mondiale.
Ce produit est I’aliment de base de tout jeune mammifére au début de sa vie, est auss vital
pour les autres tranches d'&ge. Il doit contenir tous les éléments nutritifs nécessaires a la
croissance (protéines, peptides, lactose, matiére grasse) et les € éments minéraux, notamment
le calcium et les vitamines.

Les laits des différentes familles de mammiferes ont dans I'ensemble des compositions
semblables. Toutefois, les proportions des principaux constituants peuvent varier de fagon
notable d'une famille a l'autre, et au sein d'une méme famille dune espéce a l'autre. En
revanche, les variations sont moindres d'une race al'autre au sein d'une méme espéce.

Il est, comme la plupart des matieres premieres d'origine biologique, tres périssable, ce qui
a contraint I’homme a inventer des moyens de différer son altération. Ainsi plusieurs
procédés de transformation du lait en produits dérivés (fromages, laits fermentés, laits en
poudre) sont connus depuis des siécles. Ces procédés ancestraux sont encore de nos jours
utilisés dans la préparation des produits laitiers ayant des fonctionnalités nouvelles, fabriqués
dans les usines modernes.

La transformation des protéines du lait en particulier celles des caséines en fromage est
I’'une des plus importantes transformations technologiques dans le domaine des industries
agroadimentaires. En plus de leur rdle nutritionnel et fonctionnel, les caséines sont
actuellement recherchées pour les activités biologiques de leurs peptides constitutifs.

Ces peptides présentent différentes activités ; ils réduisent le risque de maladie cardiague,
de diabete, de cancer. lls sont surtout connus pour leurs activités antioxydantes élevées,
d ailleurs ils sont utilisés dans les industries alimentaires comme des aliments fonctionnels
réduisant ains le risque d’ oxydation des aliments. En raison de leur forte digestibilité, les
peptides caséniques sont également utilisés dans les industries pharmaceutiques comme
formules infantiles pour les enfants qui présentent des alergies vis-a-vis de certains
composants du lait en particulier celui de vache.

Afin de remplacer les antioxydants synthétiques utilisés dans les produits alimentaires
pour retarder |’ oxydation qui présente un risgue sur la santé, plusieurs éudes ont été menées
dans le but de rechercher des antioxydants naturels.
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Dans cette optique, I'objectif de cette éude est d'une part, la comparaison de la
sensibilité des caséines du lait des différentes especes (bovines, camelines, caprines, ovines) a
I’ action de la chymotrypsing, et d’ autre part d’ évaluer I’ activité antioxydante des hydrolysats
chymotrypsiques des especes étudi ées.

-
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Synthése Bibliographique

|.1. Présentation et caractérigtiques des différentslaits.
1.1.1. Présentation du lait

Le lait a éé défini, lors du Congres International de la répression des fraudes qui s'est tenu
a Paris en 1909, comme : "le produit intégral de la traite totale et ininterrompue d'une femelle
laitiére, bien portante, bien nourrie et non surmenée. |l doit étre recueilli proprement et ne pas
contenir de colostrum”. Cette définition a caractére général est applicable aux laits de vache,

de chamelle, de chévre, de brebis et bien qu'ancienne mais reste val able.

Le lait est un liquide sécrété par les glandes mammaires des femelles aprés la naissance du
jeune, obtenu par une ou plusieurs traites, sans aucune addition ni soustraction et n’ayant pas
été soumis a un traitement thermique. 11 sagit d'un fluide aqueux opague, blanc, plus ou moins
jaunétre selon lateneur en B-caroténe, de sa matiere grasse, d'une saveur douceétre et d'un pH
(6,6 a 6,8) légerement acide, proche de la neutralité (ALAIS, 1984 cité in OULD ELEYA,
1996 ; J.O, 1993).

La dénomination «ait» sans indication de |'espéce animale de provenance, est réservée au
lait de vache. Tout lait provenant d'une femelle laitiére, autre que la vache, doit étre désigner
par la dénomination «lait», suivie de l'indication de I'espece animale dont il provient (J. O,
1993).

Le lait est composé principalement d'eau, de matiére grasse, de protéines, de lactose et de
sels minéraux. D'un point de vue physico-chimique, il peut étre considéré comme une
suspension colloidale polydisperse, dans laguelle les particules de matiere grasse (globules
gras) et de caséines (micelles de caséine) sont en suspension. Le lactose, la plupart des
minéraux et une faible partie des protéines sont solubilisés dans la phase agueuse non

micellaire du lait : le lactosérum.

|.1.2. Elevage et production laitiere

Selon la FAO (2018), I'devage de bovins peut s effectuer dans un large éventall
d'environnements, quant aux autres espéces laitieres qui permettent de produire du lait dans
des environnements marginaux caracterises par la rareté des paturages et des conditions
climatiques défavorables. Les brebis permettent de produire du lait dans les régions semi-
arides du pourtour méditerranéen, les chevres dans les régions d'Afrique avec des sols
pauvres. Les chamelles qui résistent aux conditions désertiques et de sécheresse, sévissent
dans lesrégions arides et semi arides (CHEHMA, 2003).
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1.1.2.1. Production laitiére mondiale

Le lait est I'une des matieres premiéres agricoles les plus produites dans le monde et I'une
des plus précieuses. Il est produit et consommé dans pratiquement tous les pays du monde et
se classe parmi les cing matiéres les plus importantes, tant en quantité qu'en valeur, dans la
plupart d'entre eux (FAO, 2013). Sa production totale a atteint en 2016 les 826 milliards de
litres (CNIEL, 2018).

Selon des statistiques publiées par la FAO en 2015, la production mondiale de lait est
dominée par 5 especes animales : les vaches laitieres, les bufflonnes, les chevres, les brebis et

les chamelles (figure 01).

mvwache

W buffalo

M chawre
brebis

M chamelle

Figure 01 : La production laitiere mondiale des différents types de laits (FAO, 2015).

Par espéece, il est a noter aussi que I'essentiel de la croissance de la production laitiére
mondiale repose sur celle de lait de vache qui progresse pourtant toujours moins vite (+ 25 %
depuis 2000) que celles des autres ruminants (+ 40 %). En outre, la structure de la répartition
de la production totale de lait au niveau mondial entre les différents ruminants n’a pas connu
des changements significatifs durant toute cette derniere décennie. Cette structure est restée
pratiquement stable et invariable comme | e fait ressortir e tableau | pour I’ année 2012.
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Tableau | : Evolution de la production laitiere totale dans e monde selon les especes

animalieres (Unité: %).

2008 2009 2010 2011 2012

L ait de vache 83,8 83,5 83,2 83,4 83,2
Lait dechévre 2,23 2,2 2,3 2,2 2,24
Lait debrebis 13 14 1,4 1,3 1,58
Lait dechamelle 0,26 0,25 0.3 0,3 0,4
Total 100 100 100 100 100

Source : CNIEL, 2013.

1.1.2.2.Production laitiere en Algérie

Considérée comme étant une source de protéine animale importante et ayant un réle vital
dans l'dimentation humaine, le lait revét en Algérie un caractére hautement stratégique
(GHOZLANE et al., 2003).

En amont de la filiére, I’essentiel de la production nationale est assurée par le cheptel
bovin laitier a hauteur de 80% (KACIMI EL HASSANI, 2013), le reste par le lait de brebis et
le lait de chevre, aors que la production laitiere cameline est marginale (DRISS, 2017).

Un accroissement notable de la production a é&é remarqué ces derniéres années, dont la
production est passée de 1,5 milliards de litres en 2000 & 2,9 milliards de litres en 2011, avec
un taux annuel de (+6%) par an depuis 2000 pour atteindre les 3,08 milliards de litres en 2012
et 3.5 milliards en 2014 (Tableau 1) dont 73 % de lait de vache, 16 % de lait de brebis, 9 %
delait de chevre et 2 % de lait de chamelle (ZAIDA, 2016).

La moyenne de la consommation algérienne en lait est estimée de 110 a 120L/habitant/an
(KADI et al., 2007 ; ZAIDA, 2016). Les besoins des algériens en lait sont trés importants et
sont estimés a 7 milliards de litres en 2015 (ZAIDA, 2016), en particulier relativement aux
pays voisins du Maghreb (KACIMI EL HASSANI, 2013 ; MANSOUR, 2015).

)
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La production nationale Algérienne du lait en contrepartie couvre environ 40% de la
demande et demeure insuffisante pour couvrir les besoins des consommateurs (KACIMI EL
HASSANI, 2013 ; DAOUDI et al., 2017) car I'accroissement du cheptel arrive a peine a
suivre |’évolution de la population, le reste des besoins est alors comblé et couvert par des

importations.

Malgré les efforts fournis par le pouvoir public a travers divers programmes visant la
garantie de la disponibilité du lait, les importations algériennes en lait occupe la deuxieme

place des importations alimentaires (ZAIDA, 2016).

Tableau I : Evolution de la production laitiere totale en Algérie

(Unité: millions de litres).

Années Quantités produites
1997 @ 1,05
20002 1,58
20042 1,63
20062 1,75
2010° 1,96
2012° 3,08
2014° 35

Source: (a) (MADR 2007 in ZAIDA (2016) ; (b) Déclaration de la Direction Générale de
I office interprofessionnel du lait)

1.1.3. Caractéristiques des différentslaits
1.1.3.1. Caractéristiques organoleptiques et physico-chimiques

Sur le plan organoleptique, le lait est un liquide blanc opaque, blanc mat, plus ou moins
jaunétre selon sa teneur en B caroténe. Il a une odeur marquée mais caractéristique. Son got
est variable selon les especes animales (KUZDZAL-SAVOIE et KUZDZAL, 1959).

Selon YABRIR et al. (2016), les proportions en matiéres grasses et en acides gras
influencent les propriétés organol eptiques des laits et des produits laitiers, le type de fourrage
et la disponibilité en eau causent également des changements de golt (KHAN et IQBAL,

2001).
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Le lait de chevre ne contient pas de p-carotene aors que ce pigment liposoluble est au
contraire toujours présent dans le lait de vache (KUZDZAL-SAVOIE et KUZDZAL, 1959).

En raison de |’ absence de p-carotene, le lait de chévre est plus blanc que le lait de vache
qui est jaunétre (CHILLIARD, 1997).

Le lait de brebis est de couleur blanc nacré, plus visgueux comparé aux laits des autres
espéeces, il présente une odeur, dite de suint, discrete quand il est récolté dans de bonnes
conditions (YABRIR et al., 2014).

Le lait de dromadaire quant a lui est d’une couleur blanc mat en raison notamment de la
structure et de la composition de sa matiere grasse, pauvre en p-caroténe (SAWAYA et al.,
1984), a un godt assez doux, |égérement dpre et parfois sal€, acide ou encore amer (RAMET,
2003).

L es caractéristiques physico-chimiques sont liées en particulier ala composition de chague

espece laitiere (tableau I11).

Tableau |11 : Caractéristiques physicochimiques des différents laits.
Propriétés Viscosité Acidité Densité pH
(% alac)
LV 1,0231-1,0398*  0,15-0,18° 1,032° 6,65-6,71°
LCH 321° 0,13¢ 1,026-1,038" 6,57-6,97"
LC 1,029-1,039° 0,14-0.23° 1,0299¢ 6,50-6,80°
LB 1,0347-1,0384° 0,22-0,25° 1,036' 6,51-6,85°

@PARK et al. (2007) ;® KAMOUN (1995) ; © SBOUI et al. (2009) ;: @ SAWAYA et al.
(1984) : @ VEINOGLU et al. (1982) ; ® ASSENAT(1985)

Le lait de brebis possede une plus grande viscosité, acidité et densité comparé aux laits de
chevre et de vache (PARK et al., 2007). Le lait de dromadaire est moins acide et moins dense
que le lait de vache (KAMOUN, 1995 ; SBOUI et al., 2009 ; AL HAJ OMAR et al., 2010),
son pH est similaire a celui du lait de brebis (YAGIL et al., 1994) mais il est |égerement
inférieur acelui du lait de vache (SAWAYA et al., 1984).
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1.1.3.2. Propriétés nutritionnelles

Comme pour le lait de vache, les teneurs en nutriments des différents laits sont
susceptibles de variations, liées par exemple ala durée de lalactation ou al'aimentation (type
de fourrage utilise). Les variations sont beaucoup plus marquées chez les camélidés (FAO,
1998).

= Energie

L'apport en énergie d'un litre de lait différencie les espéces animales. Selon FAO (1995),
de larges variations existent a l'intérieur d'une méme espéce (cela éant, bien entendu, lié a la

teneur en lipides du lait).

L'apport énergétique est en moyenne de 1 1 00 kcal/litre pour le lait de brebis, plus faible
pour le lait de chamelle avec 759 +4,51 (SHAMSIA, 2009) et une valeur de 630 qui est
encore plus faible pour le lait de vache et celui de chéevre (RAZAFINDRAKOTO et al.,
1993).

= |L’eau
L’ eau est un facteur important qui affecte lacomposition du lait. Sateneur varie entre 86 et

88%, cette variation est due a son apport dans |’ alimentation (KHAN et IQBAL, 2001).

L’ établissement d’un comparatif de la teneur en eau entre le lait de chamelle, de chevre et
de vache montre peu de différence, seul le lait de brebis présente une teneur |égerement

inférieure (tableau 1V).

Tableau IV : Teneur en eau dans e lait des différentes especes (HAILU et al., 2016).

Espéce laitiére Eau (%)
YVache 873
Chamelle g88.1
Chévre 87,7
Brebis 20,7
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En cas de déshydratation, la teneur en eau du lait de chamelle augmente (passant de 86 a
91 %), ce qui constitue une adaptation naturelle au milieu afin d’ assurer en priorité les besoins
desjeunes chamelons (YAGIL et ETZION, 1980).

= Minéraux

La teneur totale en minéraux est généralement exprimée en cendres totales. Bien que les
sel's représentent dans la plupart du temps moins de 1% du lait, ils influent sur I'état physique
et la stabilité des protéines du lait, en particulier le complexe phospho-caséinates
(BLOOMFIELD et MEAD, 1974). Les variations de la teneur en minéraux ont été attribuées
alarace, I'aimentation, les procédures analytiques (AL HAJ OMAR et al., 2010), |'apport en
eau (SAWAYA et al.,1984 ; HADDADIN et al., 2008 ; AL HAJ OMAR et al., 2010), I'éat
sanitaire del’animal et le stade de lalactation (PARK et al., 2007).

Une vue d’ ensemble de la composition minérale du lait de vache, chamelle, chévre et
brebis est donnée dans le tableau V.

Tableau V : Teneurs en éléments minéraux majeurs des laits de vache, chamelle, chevre et
brebis (mg/100g).

Eléments minéraux

Laits Ca P Mg K Na Cl Références
Vache 107-133  63-102 09-16 = 144-178 @ 40-58  90-106
Chévre  106-192  92-148 1021 135235 3450 100-198 ZAMBERLIN

et al. (2012)

Brebis 136-200 95-145 08-19 174-190 29-31 71-92

Chamelle 116 67 11 99 33 280 FAMET (2001)

Les laits de vache, de chevre et de brebis sont plus riches en minéraux que le lait de
dromadaire. La concentration moyenne des éléments minéraux majeurs des laits de chevre et
de brebis est plus élevée que celle du lait de vache al’ exception du sodium (ZAMBERLIN et
al., 2012). Le lait de brebis précisément est deux fois plus minéralisé que celui de vache

(DELACROIX-BUCHET et al., 1994).
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D’apres SAWAYA et al. (1984), les teneurs en Ca, P et Mg du lait de chamelle sont
proches de celles du lait de vache. Ces derniers ont également rapporté la richesse du lait de
chamelle en chlorure et en fer, dont lateneur en fer est six fois plus éevée que celle du lait de

vache.

= Vitamines

Lateneur totale en vitamines du lait est trés variable et dépend du régime alimentaire de la
femelle laitiere (le niveau de vitamines hydrosolubles étant plus influencé par I'alimentation
gue le niveau de vitamines liposolubles) (CLAEY Set al., 2014).

Le taux de vitamine C est relativement élevé dans e lait de chamelle, celui-ci peut contenir
trois fois plus de vitamine C que le lait bovin (FARAH et al., 1991 ; CLAEYS et al.,2014).
Lateneur en niacine (B3) est également élevée au niveau du lait de chamelle (HADDADIN et
al., 2008). En revanche, la teneur en vitamine A et en riboflavine (B2) y est plus faible que
danslelait bovin (FARAH et al., 1991).

De plus, il est a noter que le lait de brebis et de chévre ont une teneur en vitamine A
supérieure a celle du lait de vache en raison de leur capacité a convertir la § caroténe (PARK
et al., 2007 ; ABD EL-SALAM et EL-SHIBINY, 2011).

= Lipides
La matiere grasse du lait est considérée comme une source d'énergie. Elle agit comme un

solvant pour les vitamines liposolubles et fournit des acides gras essentiels. Les pourcentages

lipidiques du lait des différentes especes sont représentés dans le tableau V1.

Tableau VI : Pourcentages lipidiques dans | e lait des différentes espéces.

Laits Taux lipidiques en (%) Références
Vache 28-48 HUEBNER (2012)
Chamelle 3,15 ELAMINE et WILCOX (1992)
Chévre 4.5 HAILU et al. (2016)

KUCHTIK et al. (2008)
Brebis 4,96 -9.60 SIMOS et al. (1996)
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Le lait de brebis est réputé pour sa richesse en matiere grasse et y contient globalement 2
fois plus que les laits de vache ou de chévre (DELACROIX-BUCHET et al., 1994).

Lamatiere grasse bovine, ovine et caprine est constituée de 97 a 98 % de triglycérides, peu
de phospholipides (0.5 a 1.5 %) et d acides gras libres (0.7 a 1.5 %) (JENSENS et al., 1990 ;
PARK et al., 2007). Une proportion de triglycérides estimée a 96 % des lipides totaux a
également été rapportée par KARRAY et al. (2006) pour le lait camelin.

Les taux en acides gras a chaine courte et moyenne sont significativement plus élevés chez
la brebis et |la chévre que chez la vache dont (2,9%, 2,4%, 1,6%) dans le cas |’ acide caproique
(C6: 0), (2,6%, 2,7%, 1,3%) pour I'acide caprylique (C8: 0). Des taux plus importants sont
observeés pour I'acide caprique (C10: 0) avec (7,8%, 10,0%, 3,0%) et laurique (C12: 0) avec
(4,4%, 5,0%, 3,1%) (PARK et al., 2007). Comparée au lait de vache, la matiére grasse du lait
de chamelle contient moins d'acides gras a chaine courte (ABU-LEHIA, 1989 ; KARRAY et
al., 2005) mais contient des concentrations plus élevées d'acides gras a longues chaines
(KARRAY et al., 2005 ; KARRAY et al., 2006 ; KONUSPAYEVA et al., 2008).

* Glucides

Le sucre du lait, le lactose, est le principal carbohydrate du lait de chévre, de brebis, de
vache et de chamelle. Le lactose se trouve a des concentrations variables dans le lait de tous
les mammiféeres. Sateneur dans le lait de chévre est inférieure d'environ 0,2-0,5% a celle du
lait de vache (HAENLEIN et CACCESE, 2006). Le lactose dans le lait de brebis comme chez
les autres ruminants est plus faible au début de la lactation (le colostrum) et vers sa fin,
contrairement au comportement des graisses et des protéines. Dans le lait de brebis, le lactose
est a peu pres au méme niveau gque celui du lait de vache (PARK et al., 2007). En ce qui
concerne le lait de chamelle, sa quantité varie de 2,91 g a4,12 g pour 100 g (KHASKHEL et
al., 2005), ce qui est supérieur alateneur contenue dans le lait de vache (FARAH, 1993).

De grandes différences de cette teneur peuvent étre conditionnées par la nutrition animale,
c'est-a-dire dépendant des types de plantes avec lesquelles les animaux sont nourris
(KHASKHELLI et al., 2005).

= Protéines

Les protéines du lait sont des constituants essentiels et vitaux et font une partie intégrante
de la nourriture en tant que source d'énergie et d'acides aminés exogenes nécessaires a la
croissance d'un organisme (SZWAJKOWSKA et al., 2011).
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La quantité totale de protéines camelines varie de 2,15 a4 4,90% (KONUSPAYEVA et al.,
2009 ; BREZOVECKI et al., 2015), celle-ci est |égerement inférieure a celle du lait de vache
qui est denviron 3,5 % (KABIL et al., 2015). La composition en acides aminés de ces
protéines est aussi trés similaire a celle rapportée dans le lait de référence (SAWAYA et al.,
1984). Lateneur en protéines caprine (2.9%) est également inférieure a celle obtenue pour le
lait de vache (ROUDJ et al., 2005 ; HAILU et al., 2016) comparée au lait de brebis qui
présente des teneurs protéiques beaucoup plus importantes que celles des laits des autres
espéces (OULD ELEYA, 1996) avec une gamme protéique comprise entre 5,32 et 7,74%
(KANWAL et al., 2004), ce dernier présente presgue deux fois plus de matiére azotée totale
gue lelait de vache (DELACROIX-BUCHET et al., 1994).

Selon son organisation tridimensionnelle, la fraction protéique du lait peut étre scindée en
deux grands groupes. Le premier, represente environ 80% des protéines totales, est de type
micellaire, peu organis€ et qui a la particularité de précipiter entierement a son pH
isoélectrique. Cette fraction est constituée de 4 protéines différentes : (asl, as2, B et k). Le
second d environ 20% a 25 % restant, comprend des protéines relativement organisees, pour
la plupart de type globulaires a savoir les protéines du lactosérum. Ces protéines sont
essentiellement représentées par |’ a-Lactalbumine (a-La), la B-Lactoglobuline (B-Lg), les
immunoglobulines (Ig), la sérum abumine (SA), les protéose-peptones (PP) et d autres
protéines mineures tels la lactoferrine (Lf), la plasmine, la lactoperoxydase (Lp)...€tc.

Le lait contient également un certain nombre de proténes présentant des propriétés

biologiques variées (enzymes, facteurs de croissances, immunoglobulines ...éetc).

Les proportions protéiques des différents types de laits étudiées sont données dans le

tableau ci-dessous.
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Tableau V11 : Concentrations protéiques des différents types de laits.

Laits Protéinestotales (g/l) Caséines (%) Protéines sériques (%)
Vache 33,5° 80,59° 19,407
Chamelle 31° 73-83° 18,5-27°
Chévre 28,18 71,3° 20,09°
Brebis 58° 76-83° 17-222

@ PARK et al. (2007) ; ® HAILU et al. (2016) ; ©MEHAIA et al.(1995) ; SOOD et SIDHU
(1979) ; D GRAPPIN et al. (1980) ; © JENNESS (1980)

Le lait de chevre contient moins de caséines que les autres types de laits ce qui est
responsable du faible rendement et |a fragilité de la texture des produits laitiers tandis que le
lait de brebis possede une treés bonne aptitude a la coagulation vu sa richesse en ce constituant
(PARK et al., 2007).

1.1.4. Aptitudes a la transformation
La transformation en beurre ou en fromage constitue un moyen classique de conservation
du lait. Cette forme de stockage permet de reporter dans I'espace et dans le temps la

consommation du lait.

Le lait de chevre a un comportement technologique différent de celui du lait de vache en
raison de sa forte variabilité protéique (REMEUF et al., 1989). Selon ces derniers, le
comportement du lait de chevre vis-g-vis la présure differe de celui du lait de vache méme
avec des teneurs protéiques similaires. La grande taille des micelles des caséines caprines
expligue lafaible fermenté de ce gel (OULD ELEYA et al., 1998).

Comparé au lait de vache, le lait de dromadaire présente un ensemble de particularités qui
limitent sa transformation, a savoir les facteurs antimicrobiens contenus en grandes quantités
ce qui rend difficile son acidification méme apres thermisation(KAMOUN, 1995 ; ATTIA et
al., 2000), la faible teneur en extrait sec (KAMOUN et RAMET, 1989; KAMOUN, 1995),
particulierement en caséines (K-CN), la grande taille des micelles de caséines (ATTIA et al.,
2001), la teneur réduite en calcium ainsi que la matiere grasse du lait de dromadaire qui est

difficile a séparer par écrémage a cause de la faible taille des globules gras (FARAH et
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RUEGG, 1989 ; KAMOUN, 1995) et a leur composition particuliére en acide gras
(KAMOUN, 1995).

Le lait de brebis quant a lui est destiné essentiellement a la production fromagere et se
distingue du lait de vache et celui de chévre par sa richesse en composants fromagers
principalement les casénes. En coagulation par la présure, celui-ci a un temps de gélification
court, le gel sorganise vite et devient tres ferme (STORRY et al., 1983).

|.2.Présentation du systéme caséinique des différentslaits
[.2.1. Caséines

Les micelles de caséines sont des particules colloidales, dont |la matiére séche est
constituée de 93% de protéines (caséines) et de 7% de minéraux (essentiellement du
phosphate de calcium colloidal). Elles se divisent en quatre grands groupes : les casénes aS1,
aS2, B et k. Ces caséines ont tendance & s associer en particules sphériques ou micelles, de
tailles variables, fortement hydratées et minéralisées. L’assemblage et la cohésion de cette
structure micellaire sont assurés par des liens phosphocal ciques.

A la différence des proténes solubles qui ont une structure globulaire compacte et
résistante al’ attaque protéol ytique, les caséines présentent une structure lache et peu ordonnée
qui les rend accessibles aux enzymes protéol ytiques (SCHMIDT, 1980).

Les caséines des différentes especes laitieres présentent un grand intérét biologique et

technologique (tableau VII1).

Tableau VIII: Principales fonctions des caséines du lait (KAPPELER et al., 2003).

Protéine Fonction principale
aS1 Caséne Nutritive (acides aminés, Ca, P)
aS2 Caséne Nutritive (acides aminés, Ca, P)
p-Caséine Nutritive (acides aminés, Ca, P)
k-Caséine Stabilisation et coagulation de lamicelle de
caséine.



Syntheése Bibliographique

Les caséines sont hétérogenes et comprennent chacune entre deux et huit variantes
génétiques (OTTER, 2003), elles se distinguent les unes des autres par leurs tailles, leurs
compositions en acides aminés, le niveau de phosphorylation et e nombre de glycosylation de
la x caséine (PARK et al., 2007).

Les caséines des différents ruminants présentent des micelles d'une méme forme qui est
sphérique mais de dimensions variables. PARK et al. (2007) ont enregistré une dimension de
193 nm pour le lait ovin contre 260 nm pour le lait caprin ce qui a été également confirmeé par
les travaux de POTOCNIK et al., 2011 (210 contre 260 nm). Ainsi les micelles du lait de
brebis sont de dimensions Iégérement réduites par rapport a celles du lait de chevre mais
supérieures a celle du lait de vache (193 contre 180 nm) (PARK et al., 2007) et (210 contre
182 nm) (POTOCNIK et al., 2011). Les dimensions des caséines camelines (260 a 300 nm)
sont également supérieures a celles du lait de référence (FARAH et RUEUGG, 1989). Une
représentation schématique des micelles des caséines bovines est illustrée dans la figure ci-
dessous.
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Figure 02 : Représentation de la micelle de caséines bovines selon le modéle de SCHMIDT
(1980).
1.2.1.1. Caséines aS
Les structures primaires des caséines 0S1 et aS2 pour les trois espéces bovine, cameline et
ovine sont représentées en annexes (V, VI, IX, X, XIII, XIV). Ces caséines sont des chaines
polypeptidiques phosphorylées. La localisation des charges et des chaines latérales
hydrophobes est trés irréguliére au niveau de la caséine aS1, ce qui confére ala molécule un
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comportement dipolaire avec un pble plutét hydrophobe et un pdle chargé, comparée a la
caséine oS2 qui a |I'hydrophobie moyenne la plus faible en raison de sa richesse en
groupements phosphoryles et en résidus glutamyls.

La caséine aS2 cameline présente des délétions au niveau de sa structure primaire, cette
délétion entraine la perte de trois sérines phosphorylées successives présentes dans la caséine
aS2 bovine. Ce qui n'est pas sans conséquence dans |I'assemblage de la micelle, dans sa
stabilité et dans ses propriétés nutritionnelles (FERRANTI et al., 1995). Le tableau IX porte

sur les principales caractéristiques des caséines du lait bovin, camelin, caprin et ovin.

La caséine aS1 est la protéine la plus abondante du lait bovin (FARREL, 1973). Les
caséines caprines et ovines, comparativement aux caséines bovines, contiennent moins de
caséine aS1 et une proportion semblable de caséine aS2 (OULD ELEYA, 1996). Les caséines
aS1l et aS2 de ces deux derniéres espéces présentent 99% de similarité entre elles mais
comportent des différences considérables par rapport a celles de vache (BALTHAZAR et al.,
2017).
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Tableau | X : Les principales caractéristiques physicochimiques des casénes oS des différentes espéeces.
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10-13°

gd

9-11f

13"

@ BALTHAZAR et al. (2017) ; ® FARREL et al. (2004) ; © ADOUI(2014) ; @ KAPPELER et al. (1998) ; ©®NASALEAN et al. (2017)
O MARLETTA et al. (2007) ; @ TRUJILLO et al. (2000) ; W PARK et al. (2007)
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1.2.1.2. Caséines

La caséine B est la plus hydrophobe de toutes les caséines bien qu’elle ait un caractere
amphipolaire assez marqué (BALTHAZAR et al., 2017). En effet, les charges négatives de la
caséine B sont essentiellement présentes dans la partie N-terminale, contenant les résidus
phosphorylés ce qui rend cette partie fortement hydrophile. Alors que la partie C-terminale est
trés riche en groupements apolaires. Cette protéine est dépourvue de résidus glucidiques et de
cystéine, les principales caractéristiques relatives a la f-CN sont représentées dans le tableau
X.

Les structures primaires de la caséine § pour les trois espéces bovine, cameline et ovine

sont représentées en annexes VI, X1, XV.

L'action de la plasmine sur cette fraction génere les fragments y1, y2 et y3 qui sont
insolublesapH 4,6 (FARREL et al., 2004).

Tableau X : Les principales caractéristiques physico chimiques de la caséine  des

différentes espéces.

(%) PM (kDa) pHi Nombred’'aa  Phosphorylations
LV 32,7 23,983° 4,49° 209° 5P
LCH 65 24,9 4,66 217¢ 49
LC 54,8° 23¢ - 207" 3-6
LB 61,6° 23,7509 - 209" 5-6"

@ BALTHAZAR et al. (2017) ; ® FARREL et al. (2004) ;©9ADOUI (2014) ; @ KAPPELER
et al. 1998 ; ©® NASALEAN et al. (2017) ; ® MARLETTA et al. (2007) ; @ TRUJILLO et al.
(2000) ; ™ PARK et al. (2007)

La proportion en 3 caséine du lait bovin est similaire a celle de la aS1. Le nombre d acides
aminés de la séguence primaire de la caséine B est similaire pour le lait de brebis et celui de

vache.

@
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Les caséines camelines, caprines et ovines contiennent plus de p caséine que de oS et de
caséine (WANG et al., 2017). Selon BALTHAZAR et al. (2017) ¢ BREZOVECKI et al.
(2015), la concentration élevée en 3 caséine peut étre la raison de la bonne digestibilité de ces
laits et la diminution des allergies infantiles car la B-CN est plus sensible a I’hydrolyse
peptidique que les caséines aS (EL AGAMY et al., 2009).

[.2.1.3. Caséinek

La répartition des résidus chargés et hydrophobes de la chaine peptidique de la caséine
est comparable acelledelacaséine B (PAYENS, 1982). Toute fois, elle est caractérisée par la
présence d'une portion glycomacropeptide, du cété C-terminal contenant des résidus
glucidiques a caractere tres hydrophile, par contre le reste de la chaine protéique est de nature
tres hydrophobe, cela confére a cette protéine un caractere amphipolaire (HILL et WAKE,
1969). C'est la caséine la plus éudiée en raison de son importance dans la stabilité de la
micelle et de son intérét en transformation laitiére. L’ hydrolyse de la liaison Phe 97-lle 98
pour le lait camelin et en Phe 105-Met 106 pour le lait bovin par la chymosine entraine la
libération du casénomacropeptide tres hydrophile et la formation de la paracaséine «,
hydrophobe et insoluble (BREZOVECKI et al., 2015). Les principales caractéristiques des
caséines k de différentes especes sont représentées dans | e tableau suivant.

Seulement 3,47 % de la caséine totale correspond a la caséine k dans le lait de chamelle
(KAPPLER et al., 2003) comparé aux autres laits ou des concentrations plus élevées sont

signal ées.

La x caséine est stable en présence d'ions de calcium, les micelles de caséines dans le lait
de brebis sont plus riche en calcium que celles du lait de vache ou de chévre et ne nécessite
pas |'addition de CaCl; lors de la production des fromages ce qui constitue un avantage
technologique pour lelait de brebis (BALTHAZAR et al., 2017).

Les annexes VIII, XI1 et XV représentent les structures primaires de la caséine k des trois

espéces bovine, cameline et ovine.
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Tableau X1 : Les principales caractéristiques physicochimiques de la caséine k des diff érentes espéces.

(%) PM (kDa) pHi Nombre d’aa Phosphorylation Glycosylation
LV 11,6° 19,037° 3,97° 169° 1° +
LCH 3,5¢ 22,2949 4,101 1624 2 5
LC 20,48 20¢ - 171 2-3 +
LB 8,9° 19,373¢ - 172" 3" 3"

@ BALTHAZAR et al. (2017) ;® FARREL et al. (2004) ; © ADOUI (2014) ; @ KAPPELER et al. (1998) ; ©® NASALEAN et al. (2017) ;

OMARLETTA et al. (2007) ; (g) TRUJILLO et al. (2000) ; (h) PARK et al. (2007)

@
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Les chaines hydrophiles et hydrophobes des différentes caséines bovines citées

précédemment sont représentées dans la figure 03.

T AR 5 e

lg ©N 0 CN g C Ny

' Région hydrophobe. Nt C - Parties N et C termnale dz Ja caséine
? Region hydrophle.

Figure 03 : Représentation des parties hydrophobes et hydrophiles ainsi que les modéles de
liaisons des caséines aS, B et k (PHOEBE, 2007 ; CHANOKPHAT, 2005).

|.3. Hydrolyse enzymatique

Les protéases catalysent la rupture des liens peptidiques des protéines conduisant a une
modification de leur conformation, a une diminution du poids moléculaire des chaines
peptidiques et a une augmentation du nombre de groupements polaires (NH3*, COO).

Par rapport a d'autres méthodes physiques ou chimiques utilisées pour modifier les
protéines, I'nydrolyse enzymatique conserve aux hydrolysats produits toute leur valeur
nutritionnelle. De plus, la réaction est relativement spécifique a certains liens peptidiques ;
I’enzyme est active a basse concentration dans des conditions douces et par conséquent la
production de sous-produits indésirables est minimale (POULIN, 1995).

Durant ces derniéres décennies, plusieurs études ont montré la possibilité que les peptides
bioactifs contenues dans les protéines sous forme de séquences inactives peuvent étre libérés
in vivo par des protéases digestives (CHABANCE et al., 1998 ; FERRANTI et al., 2004) ou
in vitro par hydrolyse enzymatique par des protéases digestives, microbiennes, végétales ou
par fermentation en utilisant différentes cultures (figure 04) (PESCUMA et al., 2011 ;
ASSEM et al., 2018).

In vivo, les protéines ingérées sont d'abord hydrolysées par des protéases comme la
pepsing, la trypsine et la chymotrypsine dans le tractus gastro-intestinal pour produire des

peptides de différentes tailles. Ces peptides sont ensuite digérés par des peptidases ala surface

B



des cellules épithéliaes intestinales pour produire des acides aminés. Cependant, certains
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oligopeptides restent intacts (PHELAN et al., 2009).

Caséines du lait

Hydrolyse — .
Fermentation par les enzymatique Ladigestion in vitro
bactéries _
Invitro
Y
| | | | [ | |
Peptides bioactifs cryptés

Figure 04 : Les différents mécanismes pour la libération des peptides bioactifs a partir des

caséines (MOHANTY et al., 2015).

1.3.1. Lesenzymes digestives

Les enzymes protéolytiques sont habituellement synthétisees sous forme de précurseurs

inactifs appelés zymogenes (proenzymes). Elles sont produites dans I'appareil digestif par les

différents organes et glandes qui |e composent.

Il existe un grand nombre d'enzymes digestives, les plus éudiées et utilisées pour

I hydrolyse des caséines in vitro sont : la pepsine qui est une enzyme gastrique, la trypsine et

la chymotrypsine qui sont des enzymes pancreéatiques.

1.3.1.1. La chymotrypsine

=  Structure

La chymotrypsine est synthétisée dans le pancréas et sécrétée dans l'intestin gréle sous

forme d'un zymogene, le chymotrypsinogéne (KIEL et al., 1963). L'activation est amorcée par

latrypsine qui scinde laliaison entre les acides aminés 15 et 16. La chymotrypsine s autolyse
ensuite pour exciser deux dipeptides : Ser14-Argl5 et Theld7-Asn148 (FREY et al., 1994).

@
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La chymotrypsine dont la structure primaire et celle en 3D sont représentées en annexe
XVII et en figure 05 respectivement. Cette enzyme est composée de 241 aa avec un poids
moléculaire de 25,230 kDa. Elle présente une structure globulaire compacte de trois chaines
reliées par deux ponts disulfures, inter chaines, Cysl-Cys122, Cys136-Cys201 et repliées en 2
domaines de 120 acides aminés, chacun étant constitué essentiellement d'un tonneau 3, formé
de 6 brins B antiparalléles. Il y a une certaine similarité de sequences entre les deux domaines.
Elle posséde également trois ponts disulfures intra chaine Cys42-Cys58, Cys168-Cysl182 et
Cys191-Cys220 (BROWN et HARTLEY, 1966).

hélices a feuillets p

Figure 05 : Structure 3 D de lachymotrypsine (BRIK TOFT et BLOW, 1977).

= Mécanismed’action

La chymotrypsine comme les protéases a sérine dont elle fait partie, possede une triade
catal ytique caractéristique comprenant une sérine, une histidine et un acide aspartique. Cette
derniére ainsi que son mode d’ action sont représentés dans la figure 06. Les ééments de la
triade sont fixés sur les deux domaines, qui participent ains tous les deux au méme acte
catalytique : I'histidine et I’ acide aspartique sur le domaine 1, tandis que la sérine est sur le
domaine 2. La chymotrypsine et la trypsine possedent une structure tertiaire semblable, les
positions des résidus clés, telles que celles de la triade, sont identiques dans les deux
protéases. Toutefois, elles présentent une similitude de structure primaire de 50 % et elles
difféerent dans la spécificité du substrat (WALSH et NEURARATH, 1964). La trypsine agit
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sur les résidus de lysine et d'arginine, alors que la chymotrypsine agit sur de grands résidus

hydrophobes tels que le tryptophane, latyrosine et la phénylaanine.

Le site actif de la chymotrypsine consiste en une région ressemblant a une crevasse bordée
d'acides aminés hydrophobiques, accueille la chaine latérale volumineuse de résidus d'acides
aminés comme Phe, Trp, Tyr et Met. La chymotrypsine attague en priorité en C termina des
acides aminés aromatiques ; Phe, Trp et Tyr.

C Complexe acylée
‘IN .’ N - - . - T
H tétraédrique

lon alkoxyde

¥ i I H
1 i fo\ ' enzyme __H:0
C.o.H y o y o I' .
R 11 oo el o %
O-C 'r 1 1 c
: o @ /i,
cO HN N HO CO Mg N ¢ HNN”°.
: II \/ \d.
) Complexe
tétraédrique Enzyme acylée

Figure 06 : Triade catalytique et mécanisme d’ action de la chymotrypsine (BRUICE, 1961).

|.3.2. Peptides bioactifs

Les peptides bioactifs peuvent ére définis comme des fragments de protéines qui sont
inactifs au sein de leur protéine d’ origine ayant des impacts positifs sur les fonctions ou les
conditions du corps, ce qui peut finalement influencer lasanté (KITTS et WEILER, 2003). Ils
sont aussi appel és peptides fonctionnels. Ces peptides sont habituellement classes en fonction
de leurs activités biologiques (HAQUE et al., 2009). Les peptides dérivants des protéines du
lait exercent diverses fonctions telles que les activités antioxydantes, les activités
anticancéreuses, la réduction de latension artérielle, les activités opioides, la stimulation de la
croissance et les activités antimicrobiennes (CLARE et SWAISGOOD, 2000), ils agissent
aussi comme des antithrombotiques et immunomodulateurs (ATANASOVA et IVANOVA,
2014). Par conséquent, les peptides issus des caséines présentent aussi des activités
biologiques, ils réduisent le risque de maladie cardiague, de diabete et de cancer (RIVAL et

B
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al., 2001). Les peptides dérivés de la caséine ont été également éudiés pour leur activité
antioxydante (JUNG et al., 1995). Généralement, chaque peptide bioactif présente une seule
fonction, mais plusieurs peptides ont des activités multifonctionnelles (ASSEM et al., 2018).

Certains exemples de peptides bioactifs sont représentés dans le tableau XI1.
1.3.3. Commercialisation des peptides bioactifs

Actuellement, les composes bioactifs du lait offrent de nombreux débouchés
commerciaux. Aing, |’ activité antimicrobienne de la lactoferrine rend celle-ci idéale dans les
préparations pour nourrissons, les tablettes nutritives et les produits pour sportifs et de
performance. Le systéme lactoperoxydase est utilisé pour la préparation de produits contre
I’acné, de shampoings, de dentifrices, de creme glacée molle et de creme pétissiére. Les
hydrolysats protéiques de lactoserum entrent de leur coté dans la préparation de boissons pour
sportifs et d’aiments nutritifs. Les caséinophosphopeptides sont aussi utilisés et sont gjoutés
comme ingrédients ou fortifiants a certains aliments (gommes a méacher), boissons,
dentifrices, gels ou gargarismes (PATTERSON, 2008). Quelques exemples de peptides
bioactifs commercialiseés issus des casénes sont illustrés dans le tableau XII1.
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Tableau X1 : Quelques exemples de peptides bioactifs issus des casénes.

Laits CN Fragments Séquences Activités biologiques Références
peptidiques
LV oSl 1-23 RPKHPIKHQGLPQEVLNENLLRF Activité antimicrobienne LAHOV et REGELSON (1996)
23-24 FF Activité anti-hypertensive ~ MARUYAMA et SUSUK| (1982)
144-149 YFYPQL Activité antioxydante SUETSUNA et al. (2000)
o S2 164-179 LKKISQRY QKFALPQY Activité antimicrobienne RECIO et VISSER (1999)
B 193-209 Y QEPVLGPVRGPFPIIV Activité antimicrobienne SANDRE et al. (2001)
74-76 IPP Activité anti-hypertensive  NAKAMURA et al. (1995)
98-105 VKQAMAPK Activité antioxydante RIVAL et al. (2001b)
LC oSl 1-23 - Activité antimicrobienne HILL et al. (1974).
o S2 203-208 - Multifonctions LOPEZ-EXPOSITO et al. (2007)
LB B 25-29 RINKK Multifonctions LOPEZ-EXPOSITO et al. (2007)
k 18-24 FSDKIAK Multifonctions LOPEZ-EXPOSITO et al. (2007)
LCH K - IPP Activité hypertensive TAGLIAZUCCHI et al. (2016)

@
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Tableau X111 : Certains exemples de peptides bioactifs commercialisés issus des caséines (CARRASCO-CASTILLA et al., 2012).

Nom dela marque

Typede produit

Peptides bioactifs

Santé/ allégations
fonctionnelles

Fabricants

PeptoPro ® Ingrédient / hydrolysat Peptide dérivé de la Améliorelaperformance | DSM Food Specialties, The
caséine athlétique et 1a Netherlands
récupération musculaire
MI paste ™/MI paste plus ™ dentifrice Casei nophosphopeptides Anticariogéne GC America, USA
Kotsu Kotsu calcium Boisson non-alcoolisée | Caseinophosphopeptides | Aide al'absorption des Asahi Soft Drinks Co. Ltd.,
minéraux Japan
Mousse dentaire GC Crémeabasedeau | Caseinophosphopeptides Anticariogene GC EuropeN. V., Belgium
Glycomacropeptide (GMP) Petit lait Casein k (106-169) Anticariogene, Davisco Foods International
antimicrobien, Inc., USA
antithrombotique
Tri dent xtracare ™ Chewing-gum Caseinophosphopeptides Anticariogéne Cadbury Adams, USA

@
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[I. Matériel et méthodes
Cette étude a éé menée au niveau du laboratoire pédagogique de Biochimie de
I’Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.

1.1 Matériel
I1.1.1. Matiére biologique

Les échantillons de lait utilisés dans le cadre de cette étude proviennent de quatre
espéces différentes (bovine, cameline, caprine et ovine). Ces échantillons sont collectés au

cours du mois de mars de I’ année 2018 (tableau X1V).

Tableau X1V : Echantillons de lait collectés.

Laits Abréviation donnée a Région d’origine
I’ ééchantillon
Lait devache LV Larbas-Nath-lrathen
Lait dedromadaire LCH Hassi-Messaoud
Lait dechévre LC Larbdd-Nath-lrathen
Lait debrebis LB Larbds-Nath-Irathen

- Sérum albumine bovine (BSA), chymotrypsine.

- Kit pour éalonnage des gels d électrophorese en PAGE- SDS, il comprend 4 protéines de
PM connu : I’ a-Lactalbumine (14 kDa), la B-lactoglobuline (18 kDa), I’ ovalbumine (47 kDa)
et I’ albumine sérique bovine (67 kDa).

[1.1.2. Produits chimiques

- Colorants et réactifs spécifiques: acrylamide, bleu de bromophenol, bleu de coomassie
R250, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), dodecyl sulfate de sodium (SDS), glycine, B-
mercaptoéthanol, N, N, N’, N’ tetra methyl éthylene diamine (TEMED), N, N-méthyléne-

bisacrylamide, persulfate ammonium, réactif de folin-ciocalteu.

- Sels et tampons : carbonate de sodium, hydroxyde de sodium, Persulfate d’ammonium,
phosphate de sodium, soude, sulfate de cuivre, tartrate double de sodium et de potassium, tris-

hydroxy — méthyl — aminométhane (TRIS), urée,

@
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- Solvants : acide acétique, acide chlorhydrique, acide trichloracétique, glycérol, éhanol,

méthanol .

11.1.4. Appareillage
- Unité d éectrophorése sur mini cuves verticaes (HOEFFER SE 200, USA) comprenant :
cuves d'éectrophorése, générateur de courant Consort ; Belge (max : 250V et 100 mA),

plague en verre et en hydroxyde d’ alumine (10 x 8 cm), espaceurs d' épai sseurs vari ées ;
- Spectrophotometre UV-visible (HELIOS HEPSILON, USA) ;

- pH métre (HANNA instruments) ;

- Centrifugeuse (max 15300 x g ; SIGMA, USA) ;

- Balance de précision 0.01 mg (OHAUS) et balances anaytiques a affichage digital (0,01-
610g) (Denver Instrument, USA) ;

- Lyophilisateur a plateau (BETA, Allemagne) ;
-Bains marie (Memmert, Allemagne) et (IKA-WERK) ;

- Agitateurs variés (de tubes, a plateau, a barreaux magnétiques chauffant et non chauffant.

I1.2. Méthodes
11.2.1. Collecte du lait
Les différents laits sont collectés a partir de femelles laitieres saines, acheminés au

laboratoire et congel és pour une utilisation ultérieure.

11.2.2. Méthodes d’analyse
11.2.2.1. Mesure du pH

Lamesure du pH est effectuée a une température du lait de + 20°C, la vaeur de pH est lue
directement sur le pH métre apres immersion de son électrode dans le lait. Cette opération est
répétée 3 fois, avec ringage de I’ électrode de I’ appareil entre chaque mesure avec de |’eau
distill€. Les mesures sont précédées d’ une étape d éaonnage qui consiste en un gustement

du cadre de lecture du pH al’ aide d’ une solution de pH connue.
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11.2.2.2. | solement des caséinestotales

= Ecrémage

L’ écrémage du lait est |a premiére étape du protocole d’isolement des protéines bovines,
camelines, caprines et ovines. Cette étape consiste en I’ élimination de la matiere grasse du lait
par centrifugation a 3500 x g pendant 20 minutes et a 4°C.

A la fin de la centrifugation, nous notons une séparation de phase avec la formation d’'une
couche en surface correspondant a la creme du lait, une fois celle-ci écartée a |’aide d'une
spatule, lelait écrémé est filtré.

=  Séparation des caséinestotales

L'isolement des caséines des différentes espéces a été réaisé par précipitation
différentielle a leurs pH isoélectriques, 4.6 pour le lait bovin, 4.3 pour celui de chamelle et
4.2 pour le lait caprin et ovin. Cette opération est effectuée par |'addition d’une solution
d’ acide chlorhydrique (HCI) 4N, suivie d’ une centrifugation a 3500 x g pendant 15 minutes a
20°C.

Il en résulte une différence de phase, ou les culots correspondant aux caséines sont
récupérés dans un minimum d’eau distillée.

= Dialyse

Les caséines ains isolées sont dialysées contre de |’ eau distillée, pendant 24 h a 4 °C et
sous agitation douce a travers une membrane semi-perméable (seuil d’ exclusion de 18000 Da)

qui permet de retenir les protéines.

= Congéation et lyophilisation
Les caséines ainsi obtenues sont congel ées en fines couches dans des cristallisoirs a -20°C
et lyophilisées. Les poudres de caséines ainsi obtenues sont fractionnées puis conservées sous

cette forme avant leur étude.

Toutes les étapes de I'isolement des caséines des différents laits sont illustrées dans la figure

suivante.
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Figure 07 : Etapes suivieslors de I’isolement des caséines issues du lait
bovin, camelin, caprin et ovin.
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11.2.2.3. Dosage des protéines

La détermination de la concentration en protéines des échantillons se fait par un dosage
colorimétrique selon la méthode de LOWRY et al. (1951) (annexe 1), en utilisant I’ albumine
serique bovine comme protéine de référence.

Cette méthode est basée sur I’obtention d’un composé chromogéne par une réaction
d’ oxydo réduction. Cette derniére résulte de deux réactions simultanées : une réaction de type
Biuret, par laquelle les molécules polypeptidiques qui contiennent au moins quatre
groupements (-CO-NH-) donnent en milieu acalin un complexe cuivrique coloré et une
réaction par laquelle les noyaux phénoliques de la tyrosine et du tryptophane et a un degré

moindre la cystéine et |” histidine, réduisent le réactif de Folin (tungsto-phospho-molybdique).

Cette réaction donne naissance a un complexe coloré : le bleu de molybdene (couleur bleue
foncée) dont I’intensité est mesurée a 750 nm. Ainsi les D.O obtenues a cette longueur d’ onde
permettent de déterminer les concentrations des échantillons analysés en se référant a une
courbe d’ éaonnage DO=f(C) (figure 08).

0,25 y = 2,0788x
R2=0,978
0,2
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B
~ 0,15
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Concentration en BSA mg/ml

Figure 08 : Courbe étalon pour le dosage des protéines par la méthode de
LOWRY et al. (1951) avec comme proténe étalon laBSA.

La concentration des protéines s&riques est estimée dans le surnageant de
I’isoél éctroprécipitation des caséines apres abaissement du pH du lait, aors que la teneur en

caséines est obtenue par différence entre les protéines totales et |es protéines du lactosérum.
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11.2.2.4. M éthodes électrophor étiques

= Définition et principe général

L’ éectrophorese est une méhode d analyse basée sur la migration différentielle de
particules chargées sous I’ effet d'un champ électrique. Les protéines du fait de leur caractéere
amphotére peuvent se comporter comme des anions ou des cations et se déplacer de ce fait
soit vers I'anode ou la cathode. Selon leurs caractéristiques physico-chimiques, elles
apparaissent sur |’ éectrophorégramme sous forme de bandes de migration plus ou moins
distinctes.

Les protéines majeures du lait sont solubilisées dans un tampon de pH supérieur aleur pHi
(pH acalin). Il en résulte leurs acquisition d’une charge négative et migrent sous I’ effet du

champ éectrigue appliqué vers le pdle positif.

11.2.2.4.1. Electrophorése sur gel de polyacrylamide

L’ électrophorese sur gel de polyacrylamide est |a technique la plus utilisée en raison des
avantages qui sont offerts par les propriétés du gel qui sont la transparence, la reproductibilité
et labonne résolution liée a sa porosite.

Les gels de polyacrylamide sont constitués d'acrylamide (unité de base) (CH2=CH-CO-
NH2) et de bisacrylamide (agent pontant) (N, N méthylene-bis acrylamide), qui en présence
de TEMED et le persulfate d ammonium se polymeérisent. Les caractéristiques du gel sont en
fonction de la concentration, du degré de réticulation et de pontage des constituants du gel et
sont déterminés par lesindices T et C. La porosité de ces gels est gjustée en faisant varier les
concentrations relatives de a et b, lataille effective des pores d un gel est d autant plus petite

gue sa concentration en acrylamide est élevée.

T (%)=(a+bN)x100  C (%)= (b/a+b)x 100

Avec:
a: acrylamide (g)
b : méthylene-bis-acrylamide (g) et

v : volume de la solution (ml)
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11.2.2.4.2. Conduite del’ électrophorése

Le gel de polyacrylamide est préparé en méangeant les solutions d'acrylamide et de bis
acrylamide avec une solution tampon a pH précis, I’ ensemble est dégazé puis additionné a des
agentsinitiateurs (le persulfate d ammonium et le TEMED).

Le mélange ains obtenu, est coulé entre une plaque en verre et une autre en alumine
separées par des espaceurs. Un peigne est également introduit afin de permettre la formation
des puits apres polymérisation du gdl.

Les échantillons a analyser sont dissous a raison de 1 a 2 mg/ml dans un tampon approprié
contenant du bleu de bromophenol qui est un indicateur de la progression de la migration
électrophorétique et permet de repérer lafin del’ électrophorese.

Apres avoir monté sur I’ unité de I’ électrophorése les 2 plagues renfermant le gel et remplis
les cuves inferieures et supérieures de tampon d’ électrode, |’ unité est alors mise sous tension
(courant et voltage constants : 20 mA, 250V). Le dispositif décrit précédemment est

représenté en figure 09.

Fils Cuve
conducteurs Pinces supérieure

m Cathode

Direction
de migration

— Z_JO ~~ Cathode

Anode

Cuve
inférieure

Electrophorése verticale

Figure 09 : Unité d’ électrophorese sur mini-cuve SE280.
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= Electrophorese en conditions dissociantes et dénaturantes, en présence de SDS et

de B-Mer captoéthanol (PAGE-SDS).

Les échantillons protéiques sont chauffés a 100°C pendant 5 min, en présence d un
détergent anionique le dodécylsulfate de sodium ou laurylsulfate de sodium (SDS ; 10% p/v)
dont la structure est représentée en figure 10 et d un agent réducteur chargé de rompre les
liaisons disulfures, le 2-mercaptoéthanol. La plupart des polypeptides sont dans ce cas
dissociés, ce qui permet la fixation du SDS sur les zones hydrophobes des chaines
peptidiques, les polypeptides acquiérent alors une forte charge négative et ne seront séparés

gue suivant leurstailles dans un gel de porosité appropriée.

Figure 10 : Structure du dodécylsulfate de sodium (SDS).

La PAGE-SDS (annexe I1) utilise un systeme de tampons discontinus de LAEMMLI et
FAVRE (1973), comportant un gel de concentration (T = 4% et C = 2,7%), en tampon (TRIS
- HCI, pH 6,8) et un gel de séparation (T = 15% et un C = 2,7%), en tampon (TRIS - HCI, pH
8,8). Le gel de concentration faiblement réticulé permet de concentrer les protéines au
méme niveau, le deuxiéme exerce plutét un effet de tamisage moléculaire et sépare les
protéines selon leurs tailles. La migration a lieu en présence d' un tampon de migration ou
d’ éectrodes (pH=8,3) composé de 50 mM de Tris, de 384 mM de glycineet de 0,1% (m/v) de
SDS et les échantillons (sous forme lyophilisés) sont dissous araison de 1 a2 mg/ml dans du

tampon Tris-HCI.

La détermination du poids moléculaire des protéines d'intérét est effectuée en faisant
migrer en paralléle (dans les mémes conditions), des protéines étalons de poids moléculaire
connus, L’ albumine sérique bovine (67 kDa), I’ ovalbumine (45 kDa), la B-Lactoglobuline (18
kDa) et I'o-Lactalbumine (14 kDa) dont la courbe de calibration du gel est représentée ci-
dessous.
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Figure 11 : Courbe de calibration du gel de séparation en PAGE-SDS, en utilisant des
marqueurs de taille (I’ a-lactalbumine, la -lactoglobuline, I’ ovalbumine et |” albumine sérique

bovine).

= Electrophorese en présenced’uréeet de 2-Mer captoéthanol (PAGE -Ur ée).

La PAGE-urée est une méthode particulierement adaptée pour la séparation des casénes
qui sont difficilement séparables en conditions natives. L'urée a forte molarité élimine les
liaisons faibles, plus particuliérement les liaisons hydrogenes et hydrophobes.

L’ éectrophorese en présence d’ urée et de 2-mercaptoéthanol a été réalisée en préparant un
gel de concentration (T = 4% et C = 2,7 %) en tampon, (urée 9 M, TRIS 0,5 M a pH 6,8),
ainsi qu'un gel de séparation a (T = 13% et C = 2,7%) dans un tampon (urée 9 M, TRIS, 2M,
pH de 8,8). Les échantillons sont dissouts dans un tampon de méme composition que celui du
gel de concentration. Le tampon d'éectrode est identique a celui de I'éectrophorése en
PAGE- native et contient du TRIS a50 Mm et de la glycine a 0.384 M. Le protocole détaillé
de I’ électrophorese en PAGE-urée est représenté en annexe 1.

11.2.2.4.3. Révélation des bandes de migration électrophor étiques

A la fin de I’ électrophorése et apres démoulage du gel, les protéines sont tous d’abord
fixées dans une solution d' acide trichloracétique (TCA) de 12 % (P/V) pendant 45 min puis
colorées pendant 2 h par une solution de bleu de Coomassie R250, 0,1 % (P/V). La

décoloration du gel seffectue sous agitation douce dans des solutions renouvel ées plusieurs

fois contenant le mélange (eau, méthanol, acide acétique).
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[1.2.2.5. Hydrolyse chymotrypsique des caséines

Dans la présente étude, des caséines entiéres provenant du lait bovin, camelin, caprin et
ovin ont éé utilistes comme substrats pour une protéase pancréatique qui est la
chymotrypsine. Une hydrolyse a éé menée afin de déterminer |a sensibilité des caséines des
différentes espéces laitieres a cette enzyme et tester I'activité antioxydante des peptides
engendrés.

Suivant le protocole de SALAMI et al. (2008), les caséines des différentes espéces sont
dissoutes araison de 1% dans le tampon phosphate de sodium 0.066 M (pH=8), la préparation
de ce tampon est donnée en annexe IV, le rapport enzyme/substrat est également de 1%.

L’ hydrolyse a été réalisé a 37 °C dans un bain marie, des aliquotes pour chaque espéece ont
été prises a différents intervalles de temps 0 min, 15 min, 30 min, 1h, 2 h,3 h,4h,5h et 24 h,
des étapes d’ homogénéi sation ont été effectuées a plusieurs reprises durant I’ incubation. Pour
finir, 100 pl du tampon d échantillon SDS a été additionné pour chaque aliquote prélevee.
L’ arrét de | hydrolyse a été fait par chauffage des aliquotes prélevées a 100°C pendant 5 min
pour dénaturer I’enzyme. Ainsi les différentes fractions ont été analyseées par I’ électrophorese
SDS-PAGE.
11.2.2.6. Test de DPPH

Le DPPH (2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) c'est une poudre cristalline composee de
molécules de radical libres stables de couleur violette intense, sa structure ainsi que le
principe de sa stabilité sont représentés dans lafigure 12. Ce test est largement utilisé in vitro
pour I'évaluation de I’ activité des piégeurs des radicaux libres (antioxydants).

Ce radical libre est stabilisé par des dons d’hydrogenes ou d'éectrons libérés par des
peptides antioxydants, conduisant ains a un composé non réactif (2,2-diphényl-
picrylhydrazinede) qui ne peut pas déclencher des réactions d'oxydations. En particulier, la
détermination de I’activité antioxydante se fait en mesurant par spectrophotométrie UV-

Visible 2517 nm la diminution de la coloration qui tend verslejaune.



Matériel et méthodes

e e
OZNQNLN + A-H h—DzN‘C\%H—H + A"
-~ O Xe

IAUNE

VIOLET

Figure 12: Structure et principe de la stabilité du DPPH et saréduction par I’ antioxydant
(AH).

L’ activité antioxydante des échantillons caséiniques des différentes espéces ainsi que leurs
hydrolysats a été déterminée selon le protocole suivi par ESPEJO-CARPIO et al. (2016) en
mélangeant un volume de 1 ml de chaque échantillon (hydrolysé et non hydrolysé) ayant une
concentration de 10 mg/ml avec 2 ml de DPPH 0.1mM dans I’éhanol. Le mélange a été
homogénéisé et incubé pendant 24 heures a température ambiante dans |’ obscurité. Ensuite,
I'absorbance du mélange réactionnel a été mesurée par spectrophotométrie a 517 nm. Un
contréle contenant 2 ml de DPPH a été également préparé.

Les résultats sont exprimés en tant qu’ activité anti-radicalaire ou d’inhibition des radicaux
libres en pourcentages (1 %) en utilisant laformule suivante :
| %=[(As-AEy/(AB) x 100%

1% : pourcentage d’inhibition ; Ag : absorbance du blanc ; Ae: absorbance de |’ échantillon.
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I1l. Résultats et discussion

[11.1. Mesuredu pH
Les valeurs du pH obtenues lors de cette étude pour les quatre types de laits sont
récapitul ées dans e tableau ci-dessous.

Tableau XV : Vaeurs du pH mesurées pour les différentslaits.
Echantillons LV LCH LC LB

pH 6,26 + 0,15 6,71+ 0,02 6,65 + 0,02 6,38 + 0,01

La vaeur moyenne de pH du lait bovin mesurée lors cette analyse est estimée a 6,26+0,15,
celle-ci est inférieure a celles rapportées par plusieurs travaux, notamment celle rapportée par
IMRAN (2008) qui est de 6,76+0,51, cette acidité élevée peut résulter du développement
d’une charge microbienne SCHMIDT et al. (1996) mais aussi du facteur génétique (races) et
du stade de lactation CAULFIELD et RIDDELL (1935).

Une valeur de 6,71+0,02 est obtenue pour le lait camelin, cette derniére rentre dans les
gammes de (6,57-6,97) et (6,51+0,31) rapportées par KHASKHEL et al. (2005) et ALLOUI-
LOMBARKIA et al. (2007) respectivement mais supérieure a la vaeur obtenue par
SAWAVYA et al. (1984) et KAMOUN (1995).

Le pH moyen du lait de chevre présente une valeur de 6,65+0,02, celle-ci est en
concordance avec celle rapportée par un bon nombre d auteurs tel que DRACKOVA et al.
(2008) (6,63t0,01); IMRAN (2008) (6.59+0.59) ; MAYER et FIECHTER (2012)
(6,59+0,07). Cette valeur rentre aussi dans la gamme (6,45-6,90) obtenue par RAMEUF et al.
(1989).

Pour le lait de brebis, la valeur moyenne de pH (6,38+£0,01) est inférieure & celle rapportée
par FAVA et al. (2014) mais rentre dans I'intervalle (6,18-6,82) rapporté par DELACROIX
BUCHET et al. (1994) et celui rapporté par Y ABRIR (2014) a(6,25-6,68).

Toutefois, nous observons que le lait des trois espeéces (cameline, caprine et ovine)

présente un pH élevé comparé au lait de vache.
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[11.2. Teneur en protéines

Les teneurs moyennes des fractions protéiques contenues dans le lait des différentes

espéces (bovine, cameline, caprine, ovine) sont représentées dans le tableau suivant.

Tableau XVI : Teneurs des différentes fractions protéiques dans les échantillons de lait

étudiés.
Echantillons LV LCH LC LB
Protéines
totales(PT)(g/l) 32,87+5,73 25,65+3,20 31,91+4,1 49,23+4,34
Protéines 8,48 +0,24 6,92+0,67 5,58+0,2 3,18+0,35

riques(PS) (2631t 4,46 %) (27,52+6,34%) (17,72+2,72%)  (6,46+0,92%)
9/

Casdines(CN)  24,39+556 18,73+5,56 26.33+4.29 46,05+4,43
g/ (73,69+4,47%)  (72,28+6,1%)  (82.27 £2.72%)  (93,54+0,92%)

Le dosage de la fraction protéique du lait de vache donne une teneur moyenne en protéines
totales de 32,87+5,73 g/l, cette concentration rentre dans la gamme rapportée par KABIL et
al. (2015) dlant de 27 g/l au printemps jusqu’'a 39 g/l en hiver.

La teneur moyenne enregistrée pour le lait camelin (25,65+3,20 g/l) est comprise dans
I"intervalle (18-32 g/l) rapporté par KHASKHELI et al. (2005), proche de la moyenne (26,6
g/l) avancée par YOGANANDI et al. (2015) mais inférieure a celles obtenues par plusieurs
auteurs a savoir: 34,6 g/l rapportée par SHAMSIA (2009) et 29,42 g/l et 29,48 ¢/l
respectivement pour les échantillons de lait des régions sahariennes et steppiques d’' Algérie
(ALLOUI-LOMBARKIA et al., 2007).

Lateneur obtenue pour le lait de chevre (31,91+4,1 g/l) se situe dans|’intervalle (22,7-46,2
g/l) évoquée par MEYER et FIECHTER (2012) alors que ROUDJ (2005) a rapporté une
valeur tresinférieure (20,85 g/l).
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En ce qui concerne le lait de brebis, la valeur obtenue est de 49,23+4,34 g/l, celle-ci rentre
dans les deux gammes (38,6-67,7 g/l) et (45-70 g/l) rapportées par YABRIR (2014) et
CLAEY Set al. (2014) respectivement.

Ce dernier lait présente la teneur protéique totale la plus élevée et lui seul présente une

guantité protéique supérieure a celle du lait de vache.

La teneur en casénes de I’échantillon du lait bovin obtenue lors de cette analyse est
estimée a 24,39+5,56 g/l, cette valeur est similaire a celle évoquée par IMRAN et al. (2008) et
PARK et al. (2007).

Pour le lait camelin, la valeur enregistrée (18,73+5,56 g/l) est semblable a celles rapportées
par ALLOUI-LOMBARKIA et al. (2007) pour les échantillons provenant des régions
sahariennes (19,80+5,56 g/l) et steppiques, (21,30+£1,25 g/l), elle est également comprise dans
I’intervalle de KHASKHELY et al. (2005).

La teneur caséinique du lait caprin qui est de 26,33+4.29 g/l rentre dans les gammes
trouvées par MEYER et FIECHTER (2012) et celle de REMEUF et al. (1989).

Les caséines du lait de brebis présentent une concentration (46.05+4,43 g/l) qui rentre dans
la gamme évoguée par STORRY et al. (1982), elle est aussi similaire a la valeur maximale
avanceée par CLAEY Set al. (2014) mais supérieure a celle rapporté par PARK et al. (2007).

Lateneur en caséines dans lelait ovin est supérieure a celle du lait bovin ce qui correspond
aux résultats de DELACROIX BUCHET al. (1994). Celle-ci est suivie de celle de I’ espece
caprine. Le lait de chamelle quant a lui présente une concentration en caséine similaire acelle

du lait de vache.

Comme pour tous les composants chimiques du lait, la teneur en protéines est affectée par
plusieurs paramétres a savoir les facteurs environnementaux tels que I’ alimentation, le climat
(KHASKHELLI et al., 2005 ; KONUSPAYEVA et al., 2008) et lasaison (KABIL et al., 2015 ;
DELACROIX-BUCHET et al.,1994) mais aussi le stade de la lactation (DELACROIX-
BUCHET et al., 1994 ; KAMOUN, 1995), la variabilité génétique (IMRAN et al. 2008) et
I’ adaptation physiologique particuliére dans e cas du dromadaire (FARAH, 1993).
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111.3. Comportement électrophor étique des caséines des différentes espéces

= Electrophorese en milieu dissociant, en présence de SDS et de 2-M er captoéthanol
(PAGE-SDS)

Nous avons analyse les caséines du lait bovin, camelin, caprin et ovin en PAGE-SDS.
L’ objectif de cette technique est la détermination du poids moléculaire des protéines d’ intérét
en comparant leurs niveaux de migration a ceux des protéines de référence. Ces dernieres sont
la BSA, I'ovabumine, la béta-lactoglobuline et |’apha-lactalbumine avec des masses
moléculaires respectives de 67 000, 47000, 18000 et 14000.

Il est admis qu’en PAGE-SDS, les caséines du lait migrent en 4 bandes selon une mobilité
qui est de I’ ordre suivant : la caséine a-S2, la caséine a-S1, la béta caséine et la caséine kappa
(VAIRO CAVALLI et al., 2008). La migration des caséines des différentes especes est mise

en évidence dans la figure ci-dessous.

PM M LV LCH LC LB
(kDa)
67—
47—
h} o S-CN
«—— B-CN

18

14

-

Figure 13 : Electrophorégramme en PAGE-SDS (T=15% ; C=2,7% ; pH=8,8) des caséines du
lait des différentes espéces. LV : lait devache ; LCH : lait de chamelle ; LC : lait de chevre ;
LB : lait debrebis; M : Marqueur detaille.

Le profil électrophorétique obtenu révéle la présence de deux bandes bien focalisées et

d'intensités variables.

La béta caséine du lait de chamelle présente la migration la plus faible et se trouve a un
niveau de migration légerement inférieur & celui du lait de vache, chévre et de brebis qui
présentent des distances de migration similaires. En ce qui concerne la caséine aS, nous avons
constaté qu’ elle migre de fagon similaire pour les especes bovine et ovine et dans un moindre

degreé pour les espéces cameline et caprine. Il est a noter que la caséine oS bovine, caprine et
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ovine présentent le méme nombre d acides aminés ce qui explique leur apparition presque au

méme niveau.

Nous signalons la présence de bandes supplémenaires dans le lait de chamelle, ceci peut

étre d0 a son état de fraicheur.

Les poids moléculaires des deux bandes principales de caséines étudiées sont représentés

dans le tableau suivant :

Tableau XVII : Les poids moléculaires des caséines majeures du lait des différentes espéces

(unité kDa).
LV LCH LC LB
as-CN 31,61 32,08 30,80 29,90
B-CN 28,50 27,85 28,96 29,23

Le PM de la B-CN du lait de chamelle (27.85 kDa) est similaire a celui trouvé par
LARSSON-RAZNIKIAWIEZ e¢ MOHAMED (1986) (27 kDa) et a celui de MOHAMED
(1993) (28,6 kDa), la CN-aS présente un PM qui concorde aussi avec les résultats de
LARSSON-RAZNIKIAWIEZ et MOHAMED (1986).

EL AGMAY et al. (1997) ont avancé des PM de 32,2 et 32,6 kDa pour la CN-aS bovine et
caprine respectivement, ces derniers sont proches des PM obtenus lors de la présente éude
pour ces deux especes.

Néanmoins, les résultats obtenus pour le lait bovin, caprin et ovin sont supérieurs a ceux
rapportés par certains auteurs. Pour le lait caprin, PIERRE et al. (2001) ont rapporté des PM
allant de 23,44 a 25,60 kDa pour la CN-aS et de 23,66 a 23,85 kDa pour laB-CN. FARREL et
al. (2004) ont aussi rapporté des PM inférieurs a ceux obtenus pour le lait bovin. Les PM des
caséines ovines rapportés par TRUJILLO et al. (2000) sont de 23,41 kDa pour la CN-aS et de
23,75 kDa pour la -CN.

Cette différence entre les valeurs obtenues et celles citées dans la bibliographie peut étre
expliguée par deux phénomeénes, I'un étant la forte association des caséines ce qui leur
confére ainsi un poids moléculaire plus élevé que leur poids moléculaire réel, ce qui se traduit
par une faible migration en PAGE-SDS. L’ autre, est la faible fixation du SDS aux caséines,
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cette caractéristique est aussi remarquée pour les caséines de plusieurs espéces
(BOUMAHROU et al., 2009).

= Electrophorese sur gel de polyacrylamide en milieu dissociant en présence d’urée

et du 2-mer captoéthanol (PAGE urée)

La séparation éectrophorétique des caséines a été rendue possible par I’ utilisation d’ agents
comme |’ urée et le 2-mercaptoéthanol, ces deux agents agissent en dénaturant les molécules
protéiques par destruction de leurs structures tridimensionnelles natives en rompant les
interactions entre les différents composants, par rupture des liaisons hydrogenes et des ponts
disulfures. La figure 14 montre les résultats d' une analyse éectrophorétique des caséines du

lait des quatre especes en présence d’ urée.

LV LCH LC LB
de =S
cson_| -

Figure 14 : Electrophorégramme des casénes du lait des différentes especes en PAGE-urée
(T=13% ; C=2,7% ; pH=8,8).
LV : lait devache ; LCH : lait dechamelle ; LC : lait de chévre ; LB : lait de brebis.

La figure montre que les caséines des différentes espeéces migrent en deux bandes bien
separées et qui correspondent, en partant du dép6t, aux casénes et aS selon leur mobilité
électrophorétique croissante. La distance de migration des caséines camelines est inférieure a
celle de leurs homologues dans le lait bovin, ceci est en concordance avec les résultats de Sl
AHMED ZENNIA et al. (2013), notamment, la p caséine cameline qui présente une faible
mobilité éectrophorétique en PAGE-urée (LARSSON-RAZNIKIAWIEZ e¢ MOHAMED,
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1986 ; OCHIRKHUYAG et al., 1997). Cela peut dépendre du degré de phosphorylation
(MOHAMED et LARSSON-RAZNIKIEWCZ, 1991).

Les caséines du lait caprin et ovin se situent au méme niveau, ces dernieres migrent moins
gue celles du lait bovin. Ce phénomeéne est comparable aux résultats obtenus par plusieurs
auteurstels que CALAVIA et BURGOS, 1998 ; MOATSOU et al., 2004.

[11.4. La sensibilité des caséines des différentes espéces a la chymotrypsine

La sensibilité des casénes totales de différentes especes (bovine, cameline, caprine et
ovine) al’action de la chymotrypsine se traduit par des électrophorégrammes distincts les uns
des autres. En PAGE-SDS (figure 15), il y a disparition progressive des bandes

correspondantes aux caséines majeures et apparition de plusieurs fragments peptidiques.

kba M Cv 1 2 3 4 5 6 7 8 MCh8 1 2 3 4 5 6 7
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. a1
v
lcn-LcH +

+

CN-LC CN-LB *

Figure 15 : Electrophorégramme en PAGE-SDS des hydrolysats protéiques libérés apres
I’ action de la chymotrypsine sur les caséines totales de différentesespeces. 1;2;3;4;5;6;
7 et 8 : temps d’incubation correspondant respectivement al/4, 1/2, 1, 2, 3,4,5,24h; M :
marqueur detaille ; Cx : cas@nestotales ; CN : caséines; LV : lait devache ; LCH : lait de
chamelle ; LC : lait de chevre ; LB : lait de brebis.

La cinétigue de I'hydrolyse pour les caséines des quatre especes montre qu'il ya
disparition des bandes caractérisant les deux caséines 3 et o aprés 15 min.
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Selon les éectrophorégrammes obtenus, les casénes bovines sont les plus sensibles et les
plus hydrolysées par la chymotrypsine comparées aux trois autres especes étudiées. Les
caséines du lait de chamelle quant a elles sont les plus résistantes a cette enzyme. Nos
résultats correspondent a ceux obtenus par ASSEM et al. (2018) mais sont en désaccord a
ceux de SALAMI et al. (2008) qui ont signalé un degré d hydrolyse chymotrypsique plus
éleve pour les caséines du lait camelin que pour celles du bovin. KUMAR et al. (2016) ont
également signalé que la caséine du lait de chamelle éait plus sensible a I'hydrolyse par la

chymotrypsine que |'alcalase et la papaine.

Selon SALAMI et al. (2008), I'éendue de I'hydrolyse chymotrypsique des caséines
bovines et camelines est élevée par rapport a celle obtenue par | hydrolyse trypsique. Ces
mémes auteurs ont signalé que la caséine oS est la plus hydrolysée que la 3-CN au niveau des
guatre especes cela est d au nombre de sites cibles qui sont plus importants au niveau de la

a-CN que ceux dela B-CN.

Méme s la plupart des animaux présentent des protéines qui possedent des sequences
d'acides aminés similaires, leur comportement suite a une digestion peut étre assez différent
lorsque I'on utilise une seule enzyme (SOUSA et MALCATA, 2002). L'éendue de la
protéolyse des caséines du lait par différentes enzymes dépend du nombre de sites cibles
disponibles pour chaque enzyme, de I'accessibilité des sites cibles aux enzymes digestives qui
dépendent finalement de la structure finale des protéines du lait et du nombre de groupements
phosphate contenus dans ces caséines (TEZCUCANO et al., 2007 ; SALAMI et al., 2008).

[11.5. Activité antioxydante

Le test DPPH a été utilisé pour évaluer I'activité antioxydante des différentes caséines
totales ains que leurs hydrolysats chymotrypsiques. Les pourcentages d'inhibition du radical

DPPH sont présentés dans lafigure 16.
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Figure 16 : Pourcentages d’ inhibition du DPPH pour les caseines non hydrolysées (CN-NH)
et celles hydrolysées (CN-H) des quatres espéces. LV (lait de vache), LCH (lait de chamelle),
LC (lait de chévre), LB (lait de brebis).

L’ activité antioxydante des peptides issus de I’hydrolyse des caséines des différentes
espéces est plus importante que celle obtenue pour les casénes non hydrolysées, ceci
correspond aux résultats de KUMAR et al. (2016) qui ont observé I’ augmentation de I’ activité
antioxydante des caséines camelines aprés leurs hydrolyses par trois proteases (I'acalase, I’ a-

chymotrypsine et la papaine).

Il existe une relation éroite entre le degré dhydrolyse et I'activité antioxydante des
hydrolysats de caséines, ceci peut étre expliqué par la libération de peptides exposant plus de
fonctions intervenant dans la réaction antioxydante. Par conséquent, la mesure du degré

d'hydrolyse de la caséine permet la prédiction de I'activité antioxydante de ces hydrolysats.

Les mesures de I|’activité antioxydante obtenues pour |'hydrolyse des caséines des
différentes espéces par la chymotrypsine lors de cette étude sont de I’ordre suivant:
LB>LCH >LV> LC. ASSEM et al. (2018) ont signalé un méme ordre de I’activité

antioxydante pour les trois dernieres espéces (cameline, bovine, caprine).

Les hydrolysats chymotrypsiques du lait de vache et de chévre présentent des valeurs
d’activité antioxydante proches qui sont de 32,49 et 30.88 % respectivement. Ces résultats
sont comparables a ceux obtenues par ASSEM et al., 2018 qui ont enregistré des activités
antioxydantes de 28,08 et 27,78 %.
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L’ activité antioxydante des hydrolysats caséiniques est plus importante dans le lait de
brebis suivie de celle du lait de chamelle, leurs pourcentages d inhibitions sont de 50,74 et

37,22 respectivement.

La valeur obtenue pour le lait camelin concorde avec celle rapportée par KUMAR et al.
(2016) (37,65%) lors de I'hydrolyse des caséines camelines par la chymotrypsine.
MOSLEHISHAD et al. (2013) ont également signalé une activité antioxydante plus élevée

danslelait de chamelle fermenté que le lait de vache fermenté.

Nous devons également signaler la grande élévation de |’ activité antioxydante des caséines
du lait de brebis et celui de chamelle avant et apres I” hydrolyse qui sont de 29,99 a 50,74% et
de 9,87 jusgu’ a 37,22% respectivement. Cela peut étre di alarichesse du lait camelin et ovin
en B-caséine. Selon JRAD et al. (2014), cette composante peut étre la meilleure source de

peptides antioxydants.

Selon ASSEM et al. (2018), les hydrolysats des caséines du lait de chamelle présentent des
activités antioxydantes plus élevées que les hydrolysats d'autres especes ce qui peut
partiellement expliquer les résultats de EI-AGAMY et al. (2009) sur |'effet thérapeutique du
lait de chamelle. Ceci peut étre expliqué par |”hydrophobicité élevée par rapport au lait de
vache (KAPPELER, 1998). La 3-CN de chameau a montré une activité antioxydante élevée

aprés hydrolyse avec lachymotrypsine (SALAMI et al., 2011).

Les activités antioxydantes des peptides dépendent de leur composition, de lataille et de la
sequence d’ acides aminés. Des éudes ont montré que les acides aminés libres ont une activité
antioxydante plus faible que les hydrolysats de caséine, ce qui signifie que la structure
primaire de la caséine joue un réle important (SILK et al., 1973). Les peptides antioxydants
peuvent ainsi jouer un réle important dans le systeme antioxydant par leur action directe ou
synergique a des antioxydants non peptidiques tels que la vitamine C et la vitamine E.
Cependant, les caséines du lait de différentes especes sont caractérisées par des différences
qualitatives et quantitatives variables dans leurs structures primaires (ABD EL-SALAM et
EL-SHIBINY, 2013).

s
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Conclusion

Plusieurs travaux existant portent sur I’ éude du lait bovin, caprin et ovin. Actuellement, le
lait de chamelle préoccupe les chercheurs ce qui lui a permis de développer une réputation

comme aliment d’ une grande valeur thérapeutique.

Au cours de cette éude, les paramétres physicochimiques étudiés montrent que le lait des
trois espéces cameline, caprine et ovine présente un pH éevé comparativement au lait de
vache. En matiére de protéines, le lait de brebis est le plus riche tant en protéines totales
(49,23+4,34 g/l) qu’ en casaéines (46,05+4,43 g/l).

Le contrble électrophorétique des caséines des trois especes révele une faible mobilité

comparativement aleurs homologues dans lelait bovin.

Il existe une relation étroite entre le degré dhydrolyse et |’activité antioxydante.
Néanmoins, les résultats révélent que les caséines bovines sont plus sensibles a la
chymotrypsine mais c'est les peptides issus des caséines ovines et camelines qui présentent

une meilleure activité antioxydante.

Les mesures de |'activité antioxydante des caséines des quatre espéces sont de I’ordre
suivant: LB, LCH, LV et LC, notons que celles-ci sont plus importantes que celles des

caséines non hydrol ysées.

Ces résultats ont montre la génération de peptides antioxydants en particulier a partir du
lait de chamelle et de brebis. Des études supplémentaires sont nécessaires afin d'isoler les
différents peptides constituant les caséines de ces especes, tester leur activité antioxydante
apres une hydrolyse chymotrypsique par d autres méthodes (ABTS et FRAP) et vérifier
I’activité de ces hydrolysats sur des aliments, tester d’ autres activités biologiques telle que
I’activité antibactérienne et étudier également la sensibilité de ces caséines a d autres
protéases digestives comme latrypsine et la pepsine. Ces études doivent étre entreprises afin

d éargir leur domaine d’ application.
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Annexel : Protocole de détermination de lateneur en proténes par laméthode de LOWRY

et al. (1951).
1- Solutions

= Solution alcaineA :

= SOUAE 0,1 N Lottt et et e e e e e e e e
- Carbonate de sodium anhydre (Na2CO3)

= Solution cuivrique B

- Sulfate de cuivre hydraté CuSO4, 5H20 (0,32g/ 100 ml)

- Tartrate double de Sodium et de Potassium (1g/ 100 ml)
= SolutionC

= SOIULTON AL e e e e

S SOIULION B

= Solution mere de BSA

SBAUAISHIIEE ...

= Gamme étalon

A partir de la solution méere de BSA, des dilutions sont préparées suivant le tableau

ci-dessous:
Concentration en 0.01|/002 [003 |004 |005 |0.06 |007 |0.08 [009 |01
BSA (mg/ml)
BSA (mg) 01 |02 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1
Eau distillé (ml) 09 |08 0,7 0,6 0,5 0,4 0,3 0,2 0,1 0
2- Méthode

- Prendre 1 ml del’ échantillon a doser ;

- gjouter 5 ml de solution C et mélanger ;

- laisser 10 mn atempérature ambiante ;

- gjouter 0,5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu ;

- laisser 30 mn al’ obscurité;

-lirelaDO a750 nm;
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3- Expression desrésultats
Une courbe étalon est tracée en portant sur |’ axe des abscisses, les concentrations en

BSA des dilutions (gamme étalon) préalablement préparées et sur | axe des ordonnées, les DO

mesurées respectivement pour chaque dilution.

La concentration en protéines inconnue X, est déterminée a partir de cette courbe par

projection sur |’ axe des abscisses.

Annexell : Protocole d’ électrophorese en conditions dissociantes et dénaturantes en présence
du SDS et de 2-mercaptoéthanol (PAGE-SDS)

Solutions

= Solution d acrylamide (A)
S ACTY MR ... e e e 369
-Bisacrylamide. ... ..o e 2210

SEAUIStIGE. .. e 100 ml

= Tampon de gel de séparation (S)

Ajuster apH 8,8 avec HCI 4N

= Tampon de gel de concentration (C)

Ajuster apH 6,8 avec du HCI 4N
= Tampon d éectrode

11 = P 5769



Annexes

DS 0,29
SBaUdIStIEE. ..o 200 pl
Ajuster apH 8,3 avec du Tris
= Tampon d échantillon
= SOIULTON (C) enit it e e e e e 500 pl
SBaU ISR, ..ot 250 pl
S SDS (L0%) .. ..o e e, 250 pl
- 2-mercaptoéthanol...........ccoo i e DO

Dissoudre 1 mg de protéines lyophilisées dans 1 ml de ce tampon chauffage & 100°C pendant

5 mn puisrefroidir dans un bain d eau froide.
= Solution de fixation

ST A e 129
= Solution de coloration

- Bleu de coomassie R250.........ccccvviiiiiiiiiie i i i e ieieneae 0,0 0

FTCA e G

= Solution de décoloration
-ACIE ACRIIQUE ... cev et . 30D M
SBAUISIIER. ..ot 3125ml
-MEhanol ..o e e 2. 150 M
= Solution de persulfate d ammonium
- Persulfate dammonium.............coceiii i eenn20,1 0

== 0 (1 L= oY (o o ) PPN I 1 ¢
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Electrophorese

» Préparation du gel de séparation T = 17% et 2,7%

= SOIULTON (A ettt et e e e e e e e e e 4,6 ml
e 1U11 o o T (5 ) T 2,51 ml
e == 1 0 11 = 2,73 ml

Dégazer |e mélange pendant 2 mn maximum

R D IS N L0 ) TR 100 pl
STEMED . .. 13 pl
- Persulfate dammonium 1090.........c.ooeeiirnienieneeee e 75 ul

Couler aenviron 1,5 cm du sommet de la plaque

= Préparation du gel de concentration: T =4,8% et C =2,7%
= SOIULTON (A ettt e e e e e e e e 1,3ml
= SOIULION (C) e e e e e e 2,D M
SBaUdIStIGe. .. 58ml

Dégazer |le mélange quel ques secondes

s B ST 0 O SPRR 100 pl
STEMED . ..o 20 pl
- Persulfate d ammonium @ 10%0.........ccoeveereeieeeee e seesie e eee e 10pl

Couler immédiatement sur le gel de séparation puis introduire le peigne
-Dépot d' échantillon : 10 pl

-Mise sous tension : 20 mA, 250 V

-Fixation : 45 mn dans la solution de fixation

-Coloration : 1 heure dans la solution de coloration

-Décoloration : dans la solution de décoloration
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Annexelll :Protocole d’ électrophorese en condition dissociantes et en présence d’ urée et de
2-mercaptoéthanol (PAGE-urée)

Solution :

= Tampon de gel de séparation (S) :

Ajuster apH 8,8 avec du HCI 4N

= Tampon de gel de concentration (C) :

Ajuster apH 6,8 avec du HCI 4N

= Tampon d éectrode

L 15T 1129
e 1 = 0,589
S BAU ISR, ... e 200 ml

Ajuster apH 8,3 avec du Tris
= Tampon d' échantillon

1011 o o T (5 e 10 O N ¥ |

- 2-mercaptoéthanol..........cccov i 2. 200
1= 0] 0 200 pl
- Bleudebromophénol............ccooi i une téte d'aiguille
Dissoudre 1 mg de protéines lyophilisées dans 1ml de ce tampon

Electrophorése
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= Préparation du gel de séparation T = 13% et 2,7%

SACTYIAMIAE. .. e 1,26 0

- BiSaCrylamide. ......cooovii i 0,049
S U B, e 2449
= SOIULTON (S) e e e 10ml

Dégazer le mélange 2 mn

- Solution de persulfate d ammonium 10%0..........ccccveeereeresieeneese e 75 ul
Couler aenviron 1,5 cm du sommet de la plague

= Préparation du gel de concentration: T =4% et C=2,7%
S ACTY MR ... 0,389

-Bisacrylamide.........o.cooii 20,01 G

= SOIULTON (C) e e e 20 M

Dégazer |le mélange pendant 2 mn

- Solution de persulfate d’ammonium 10%0.........cccovvereeeeneere e 150 pl
-Dépdt d’ échantillon : 10 pl

-Mise soustension : 20 mA, 250 V

-Fixation : 45 mn dans la solution de fixation

-Coloration : 1 heure dans |a solution de coloration

-Décoloration : dans la solution de décoloration
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Annexe |V : Préparation du tampon phosphate 60 mM

-Phosphate monopotassique (KH2PO4) .......c.ooviiiiii i, 163,308 g/l

-Phosphate dissodique (NaoHPOA).......covi i e 170,352 g/l

AnnexeV : Structure primaire de la caséine aS1 bovine (MERCIER €t al., 1971)

[i-Arg-FPro-Lys-lHlis-Pro-Ile-Lys-Hi=-Gln-Gly-Leu-Pro-Gln-Glu-Val-Leu-Asn-Glu-Asn-Leu-

4 av -V

21 30 30

Leu-Arg-Phe-Fhe-Val-Ala-Pro-Phe-Pro-Glu-Val-Phe-Gly-Lys-Glu-Lys-Val-Asn-Glu-Leu-
41 50 60

Ser~Lys-Asp-Ile-Gly-SeP-Glu-SeP-Thr-Glu-Asp-Gln-Ala-Met-Glu-Asp-Ile-Lys-Gln-Met-
61 10 30

Glu-Ala-Glu-SeP-Ilo-SeP-SeP-SeP-Glu-Glu~Ile-Val-Fro~Asn-SeP-Val-Glu-Gln-Lys-lis-
a1 90 100
Ile-Gln-Lys-Glu-Asp-Val-Pro-Ser-Glu-Arg-Tyr-Leu-Gly-Tyr-Leu-Glu-Gln-Leu-Leu-Arg-
101 110 20
Leu-Lys-Llys-Tyr-Ly=-Val-Pro-Gln-Leu-Glu-Ile-Val-Fro-Asn-SeP-Ala-Glu-Glu-Arg-Leu-
121 130 140
His-Ser-Het-Lys-Glu-Gly-I1le-His-Ala-Gln-Gln-Lys-Glu-Pro-Met-Ile-Gly-Val-Asn-Gln-
141 1% 160
Glu-Leu-Ala-Tyr-Phe-Tyr-Pro-Glu-Leu-Phe-Arg-Gln-Phe-Tyr-Gln-Leu-Asp-Ala-Tyr-Pro-
161 170 180
Ser-Gly-Ala-Trp-Tyr-Tyr-Val-Pro-Leu-Gly-Thr-Gln-Tyr-Thr-Asp-Ala-Pro-Ser-Phe-Ser-
181 190 195
Asp-1le-Pro-Asn-Pro-Ile-Gly-Ser-Glu-Asn-Ser-Glu-Ly=-Thr-Thr-Met-Fro-Leu-Trp-OH

Annexe VI : Structure primaire complete de la caséine aS2 bovine (BRIGNON et al., 1977)

] 1o 20
M-Lyn-Ann=Thr-Maot-Cilu=1 lis=-Val-Sel-SNel =Sl Cillu-Cillu-Scor-lle-lle=-NSe M- Giln-Cillu-Ther=-Tyr-

21 A0 40
Laas-Cilln-Cilu-Lys-Asn-Mat-Ala-lHe-Asn-Pro-Scer-Lys-Glu-Asn-Leu-Cyn-Scr-Thr-Phe - Cyn-

A S0 =
Lays-Cillu-Val-Val-Arg-Asn-Ala-Asn-Gilu-Glu-Gul - Ty r=Ser-lle-Cily - Ne I Ne I Ne 1 Gilla-Cillis-

L 70 RO
SelAln-Glu-Val-Ala<Thr-Clu-CGlu-Val-Lys< o< Thr-Val- AspeAspe Ly s bin Ty reCilone Ly ne

Hi M) (R )
AlasLevw=Ansn-Cilu-lHe-Asn-Ciln=-1"he-"Tyr=Ciln-La s=Phe-1"ro-CGlo=-Tsr-Leu-Cilln-Tys r-Lou-Tsr=-

1o 1o 120
Ciln-Gilv-Pro-lle-Val-Lew-Asn-Pro-Trp-Asp-GiIn-Val-Lys-Arg-Asn-Ala-Val-Pro-lle-Thr-

121 130 140
Pro=Thr-Loeu-Asn-Arg-Cilu-Giln-Leu-Se/%~Thr-SelCGlu-CGlu-Asn-Scr-Lys-Las-Thr-Val-Asp-

14 150 160
Mat-Gilu=-Sef~ Thr-Glun-Val-Phe-Thr-lLys-Lays-Thr-Lays-Leu-Thr-Glu-Glu-CGilu-Lys-Asn-Arg-

1ol 170 I RO
Leuw-Asn-Pho-Lou-Las-Lays-He-Ser-CGln-Arg-Tyr-Glin-Lys-PPhe-Ala-Lou-Pro-Gln-Ty r-Lou-

X0 190 20
Lys-Thr-Val-Tyr-Gln-His-Glin-Lys-Ala-Maet-Lys-Pro-Trp-lHle-Gln-I'ro-Lays-Thr-Lys-Val-

200 207
He-Pro-Tyr-Val-Arg-Tyr-Leu-Q1
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Annexe VII : Structure primaire compléte de la caséine B bovine (RIBADEAU-DUMAS et
al., 1972)

- iv <0

H-Arg-Glu-Leu-Glu-Glu-leu-Asn-Val-Pro-Gly-Glu-Ile-Val -Glu-SeP-Leu-SeP-SeP-SeP-Glu-
21 30 40
Glu-Ser-1le-Thr-Arg-Ile-A=n-Lly=-Ly=-Ile-Glu-Ly=s-Phe-Gln-SeP-Glu-Glu-Gln-Gln-Gln-
41 50 60
Thr-Glu-Asp-Glu-leu-Gln-Asp-Lly=-1le-Hiz-Fro-Fhe-Ala-Gln-Thr-Gln-Ser-Leu-Val-Tyr-
61 70 g0
Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-1le-Pro-A=n-Ser-Leu-Pro-Gln-Asn-Ile-Pro-Pro-Leu-Thr-Gln-Thr-
8l S0 10<
Pro-Val-Val-Val-Pro-Pro-Fhe-leu-Gln-Pro-Glu-Val -Met-Gly-Val-Ser-Lys-Val-Lys-Glu-
101 ' 110 120
Ala-Met-Ala-Pro-Llys-His-Lys-Glu-Met-Pro-Fhe-Pro-Lys-Tyr-Pro-Val-Glu-Pro-FPhe-Thr-
121 130 14¢
Glu-Ser-Gln-Ser-leu-Thr-leu-Thr-Asp-Yal-Glu-Asn-Leu-His-Leu-Pro-Leu-Pro-Leu-Leu-
141 150 164
Gln-Ser-Trp-Met-Hi=-Gln-Pro-Hi=-Gln-Pro-Lleu-Pro-Fro-Thr-Val-Met-Phe-Pro-Pro-Gln-
161 170 180
Ser-Val-leu-Ser-leu-Ser-Gln-Ser-Lys-Val-Leu-Pro-Val-Pro-Gln-Ly=-Ala-Val-Pro-Tyr-
181 190 200
Pro-Gln-Arg-Asp-Met-Pro-Ile-Gln-Ala-FPhe-Leu-Leu-Tyr-Gln-Glu-Pro-Val-Leu-Gly-Pro-
201 209
Val-Arg-Gly-FPro-Fhe-Pro-1le-1le-Val -CH

Annexe VIII : Structure primaire compléte de la caséine x bovine (MERCIER €t al., 1973)

1 10 20
PyroGlu-Glu-Gln-Asa-Gln-Glu.Glo. Pro - Ie-Arg-Cys-Glu-Lys-Asp-Glu- Arg -Phe-Phe-Ser-Asp-

30 10
Lys-Ile -Ala.Lys-Tyr- Ilo -Pro. Ile -Gln-Tyr.Val-Leu-Ser-Arg-Tyr. Pro -Ser-Tyr-Gly-Leu.
50 60
Asn-Tyr-Tyr-Gla-Gln-Lys-Pro- Val -Ala-Lou- llo-Asn-Asn.Gln.Phe- Leu -Pro.Tyr-Pro-Tyr.
70 80
Tyr-Ala-Lys-Pro-Ala-Ala.Val. Arg -Ser-Pro-Ala-Gln- llo-Lou-Gln- Trp -Gln-Val-Leu-Ser-
LU 100
Asp-Thr.Val.Pro-Ala-Lys.Scr. Cys .Gln-Ala-Gln-Pro - Thr.Thr-Met- Ala .Arg.His-Pro.His-
, 110 120
Pro-His-Lou-Ser-Pho-Met-Ala- Ilo -Pro-Pro-Lys-Lys-Asn-Gln-Asp- Lys -Thr-Glu- lle -Pro-
130 136 140
The- llo -Asn.The- 1o -Ala See+ Gly -Glu-Pro-Thr-Ser-Thr-Pro-Thr-| Ilo [-Glu-Ala-Val.Clu-
Thr| (variant A)
8 150 160
Ser -Thr-Val.Ala-Thr-Leu.Glu-| Ala | -Ser-Pro-Glu-Val- lle .Glu-Ser+ Pro -Pro.Glu- lle -Asn.
Asp P (variant A)

160
Thr.Val-Gln-Val.Thr. Ser-Thr-Ala-Val.OH
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Annexe IX: Séquence primaire du variant génétique B de la caséine aS1 cameline
(KAPPELER et al., 1998)

10 20 30 40 50 60
RPKYPLRYPE VFQN EPDSIE EVLNKRKILE LAVVSPIQFR QENIDELKDT RNEPTEDHIM

70 80 %0 100 110 120
EDTERKESGS SSSEEVVSST TEQKDILKED MPSQRYLEEL HRLNKYKLLQ LEAIRDQKLI

130 140 150 160 170 180
PRVKLSSHPY LEQLYRINED NHPQLGEPVK VVTQEQAYFH LEPFPQFFQL GASPYVAWYY

190 200 210
PPQVMQYIAH PSSYDTPEGI ASEDGGKTDV MPQWW

Annexe X : Séguence primaire de la caséine aS2 cameline (KAPPELER et al., 1998)

10 2 30 40 30 60
KHEMDQGSSS EESINVSQQK FKQVKKVAIH PSKEDICSTF CEEAVRNIKE VESAEVPTEN

70 80 90 100 110 120
KISQFYQKWK FLQYLQALHQ GQIVMNPWDQ GKTRAYPFIP TVNTEQLSIS EESTEVPTEE

130 140 150 160 170
STEVFTKKTE LTEEEKDHQK FINKIYQYYQ TFLWPEYLKT VYQYQKTMTP WNHIKRYF

Annexe X1 : Séquence primaire de la caséine B cameline (KAPPELER et al., 1998)

10 20 30 40 50 60
REKEEFKTAG EALESISSSE ESITHINKQK IEKFKIEEQQ QTEDEQQDK!I YTFPQPQSLV

70 80 90 100 110 120
YSHTEPIPYP ILPQNFLPPL QPAVMVPFLQ PKVMDVPKTK ETIIPKRKEM PLLQSPVVPF

130 140 150 160 170 180
TESQSLTLTD LENLHLPLPL LQSLMYQIPQ PVPQTPMIPP QSLLSLSQFK VLPVPQQMVP

190 200 210
YPQRAMPVQA VLPFQEPVPD PVRGLHPVPQ PLVPVIA
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Annexe X1 : Séquence primaire de la caséine k cameline (KAPPELER et al., 1998)

Gl - Val - Gla - Asn - Gla - Giu ~ Gla = Pro = Thr = Cys*' = Phe - Glu - Lys - Val - Glu - Arg — Leu - Leu — Asa -Gha™
Lys — Thr — Val - Lys — Tyr — Phe — Pro —[le — Glo —Phe™ —Val-Gla—Ser — Arg— Tyr —Pro— Ser— Tyr—Giy— I1®
Asa-Tyr-Tir-Gln-His— Asn-Leu - Ala- Val - Pro’ - Ile - Asn - Amn - Gln —Phe~Ile—Pro- Tar —Pro-Am ®

Tyr— Ala—Lys—Pro-Val - Ala—Ile— Asg — Leu— His* — Ala — Gla—Leu — Pro— Gla - Cys— Gln — Ala— Leu - Pro”™

Asa -Tle - Asp—Pro—Pro—Thr— Val - Glu— Arg — Arg”’ —Pro — Arg — Pro— Arg — Pro— Ser - Phe’’ — 1™ - Ala - Ie*™

Pro -Pro —Lys—Lys — Thr —Gla — Asp— Lys — Thr — VaI'™ — Asn — Pro — Ala—[le — Asa — Thr— Val - Ala— Thr - Val™™*

Gl ~Pso - Pro— Val = Ile - Pro - The — Ala ~ Gls — Pro™ — Ala ~ Val - Asn — Thr — Val - Val - Tle - Ala— Gis - Al

Ser —P - Ser— Glu -~ Phe —Ile = Thr — Thr - Ses = Thr = Pro- = Glu = The = Thr = Thr = Val - Gin — Ile = Thr — Ser - The'®

Gla -[1'#

Annexe X111 : Séquence primaire de la caséne aS1 ovine (YEBRIR, 2014)

10 20 30 40 50 60
MRLLILTCLYV AVALARPRHP IRKHQGLSSEV LNENLLRFVV APFPEVFRRE INELSRDIG
70 80 90 100 110 120
SESIEDQAME DARQMKAGSS SSSEEIVENS AEQRYIQRED VPSERYLGYL QLLRLREYN
130 140 150 160 170 180
VPQLEIVPKS AEEQLHSMRE GNPAHQRQPM IAVNQELAYF YPQLFRQFYQ DAYPSGANY
190 200 210
YLPLGTQYTD APSFSDIPNP IGSENSGRIT MPLW

Annexe X1V : Séguence primaire de la caséine aS2 ovine (YEBRIR, 2014)

10 20 30 40 50 &0
MRFFIFTCLL AVALARHKME HVSSSEEPINISOEIYKQEKNMATHPRKEKCTTSCEEVV

70 80 90 100 110 120
RNADEEEYSITRSSSEESAEVAPEEVKITVD DKHYQKALNEINOFYOKFPQLQYLYQGPI

130 140 150 160 170 180
VLNPWDQVKRNAGPFTPTVNREQLSTSEENSKKT IDMESTEVFTRKTKLT EEKNRLNFL
190 200 210 220

RKISQYYQKFAWPQYLKTVDQHQKAMKPWTQPKTNAIPYV RYL
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Annexe XV : Séquence primaire de la caséine B ovine (YEBRIR, 2014)

10 20 30 40 50 60
MKVLILACLV ALALAREQEE LNVVGETVES LSSSEESITH INKKIEKFQS EEQQQTEDEL
70 80 90 100 110 120
QDKTHPFAQA QSLVYPFTGP IPNSLPONIL PLTQTPVVVP PFLOPEIMGV PKVKETMVPK
130 140 150 160 170 180
HKEMPFPKYP VEPFTESQSL TLTDVEKLHL PLPLVQSWMH QPPQPLPPTV MFPPQSVLSL
190 200 210 220

SQPKVLPVPQ KAVPQRDMPIQAFLLYQEPVLGPVRGPFPILV

Annexe XVI : Séquence primaire de lacaséne k (YEBRIR, 2014)

10 20 30 40 50 60
MMKSFFLWT ILALTLPFLG AQEQNQEQRI CCEKDERFFD DKIAKYIPIQ YVLSRYPSYG
10 80 90 100 110 120

LNYYQQRPVA LINNQFLPYP YYAKPVAVRS PAQTLQWQVL PNAVPAKSCQ DQPTAMARHP
130 140 150 160 170 180
HPHLSFMAIP PKKDQDKTEI PAINTIASAE PTVHSTPTTEAVVNAVDNPEASSESIASAP
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Annexe XVI1I : Structure primaire de la chymotrypsine (BROWN et HARTLEY, 1966)

I
1 8 8 & 6 6 T & 9 10 11 18 19 14 18 18 17 18 10 3o # ¥ B 24 13 e
CyB.Qly-Yal.Pro-Ala-lle-Oln.Pro.Val.Lou.-Ber.Qly:Lou-Ser-Arg-Tle-Val. Asn- Gly-Glu-Glu-Ala-Val- Pro.Gly - Ser.

wessnssnsnssn] Alosscnncnnnnds

11
BT B8 N0 B0 ML B8R B2 B4 B0 B BT BA BP0 4L 4R 0 W LT A B 0 L M
Trp¥ro.Trp.GIn.Val.Ror:-Lau. (Qln: Asp: Lys. Thr.Gly.The.His-Phe.Cy8.Qly.Oly.Rer-Lou-Tla- Asn-Olu-Asn-Trp-Val

.- 1ni -

L1} il..l.“'l'.lﬂioll M A0 8 A A4 AT M M TO TL TR TE T TR TE T M
ValThr:Ala:Ala:JnCyN.Qly . Val TheThr-Ber-Aep.-Val. Val. Val. Ala-Qly . Qlu.he. Asp-Qln.Qly -Ber-Hor-Her-Glu.

Wessnnnsnnan Il" ssssssseals

TO M AL A0 A AL AE B4 AT AR R0 B0 DL M1 P9 84 94 M BT BA 90 100 101 107 108 104
Lyslla.(ln:Lyn:Lou:Lys:lle:Ala:Lys: Val:.Phe:Lys:Asn-Ser.Lys-Tyr-Asn: Sor. Lou.Thr:Ile-Asn-Asn-Asn-le-The«

v
108 106 107 108 100 110 111 118 NI 104 D18 116 107 114 119 120 1M1 l‘n 113 154 128 134 127 13 1D 1M
Lau.Leu.Lys:.Low.Hor. Thr-Aln:Aln.Hor.I'ha.Bor.Qln. Thre. Val.Her. Ala. Val.Cy 8. Lou. Pro.See. Ala.Ser. Asp. Asp . Pha.
- 1A3 -

whssssnsanssnsnsssnss] AQesssssssnsnnnssnssssh

\d
101 158 108 184 185 104 157 188 189 140 140 DR D43 144 240 18 14T 148 14D 150 151 18R 153 184 183
Ala-AlaQly.The.Thr.Oy 8Val. The. Thr.Qly.Trp.Qly.Leuw.The.Arg- Tyr. Thr-Asn.Ala-Asn. The. Pro.Asp. Arg - Leu.

- 103 -

wpesssnnssnnnnannnsnnsnnnsnnnss [[(4lessncssnsnsnnsnnnnssnnsnnnnsie

166 157 188 150 100 161 162 163 144 185 108 167 l‘;l- 180 170 171 17R AT 174 178 178 177 17W 179 180
QIn.Qln-Ala-Bor.Lou-Pro-Leu. Leu.Bor.Asa . Thr. Asn.CyN.Lys. Lys Tyr. Trp.Oly Thr. Lys-lle. Lys.- Asp-Ala. Mat.

Sosaqe sssssssssasssnssceccs | N2

*--..-.--..-.-o--c--...o-o.o..ooou-.-.‘bl Tessssans -s -

[ 1

1x
101 1om JAR 184 183 188 147 188 109 100 vl'l'll 192 108 14 I 1% 09T 1M 1 200 21 308 P03 204 08
1io.Cy8 . Aln.Gly: Ala.Ser.Gly-Val-Ser-Ser-Cy8-Met-Gly-Asp-Ser-Gly -Gly- Pro-Leu-Val-CyS-Lys-Lys-Asa-Gly-

JI)Gesnssnsduunnssnndmeonnnnnsnnnnnnnsd ofs . 101
< 1D3 - '

ESCEETTTT § o ¥ CEEETTEE

~+===1 DG4

200 20T 208 200 R10 B11 21 NI X4 216 IO NIT 1A X190 K0 ¥IL 293 23 IN4 LI U0 TIT A28 2I0 120
AlaTrpThr.Leu.Val.Qly:1le:. Val.orTrp-Gly -Hor-Sor. The.Cy 8. Ser. Thr Ser. Thr Fro.Oly . Val. Tyr-Ala-Arg-
10 sovrnnein Mpossssssssssasnssssssnsass|0F rescnss -

251 E02 220 E04 200 204 23T X34 EI0 240 X4l BT 4D S44 545
Yal-Thr-Ala:-Leu-Val:AenTrp. Val.Gln.Qln-The-Leu-Ala-Ala- Asny
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