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Résumé

Dans la présente étude, les caséines ont été choisies comme matière première 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 à

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 à l’isolement et à la caractérisation électrophorétique des caséines. Les profils

électrophorétiques résultants ont révélé la faible mobilité des caséines camelines

comparativement à leurs homologues dans le lait bovin. Dans un deuxième temps, nous avons

testé la sensibilité des caséines des différentes espèces à la chymotrypsine. Les caséines du

lait de vache sont les plus sensibles à cette enzyme comparé à celles du lait du dromadaire qui

sont plus résistantes. Enfin, une évaluation de l’activité antioxydante des caséines ainsi que

leurs hydrolysats a été effectuée par le test de DPPH. Les résultats obtenus ont montré que

l’activité antioxydante été plus importante après hydrolyse pour les quatre espèces et les

peptides issus des caséines du lait de brebis et de chamelle présentent les activités

antioxydantes les plus élevées.

Mots clés : 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

evaluation 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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Le lait occupe une place importante dans la ration alimentaire de la population mondiale.

Ce produit est l’aliment de base de tout jeune mammifère au début de sa vie, est aussi vital

pour les autres tranches d’âge. Il doit contenir tous les éléments nutritifs nécessaires à la

croissance (protéines, peptides, lactose, matière grasse) et les éléments minéraux, notamment

le calcium et les vitamines.

Les laits des différentes familles de mammifères ont dans l'ensemble des compositions

semblables. Toutefois, les proportions des principaux constituants peuvent varier de façon

notable d'une famille à l'autre, et au sein d'une même famille d'une espèce à l'autre. En

revanche, les variations sont moindres d'une race à l'autre au sein d'une même espèce.

Il est, comme la plupart des matières premières d'origine biologique, très périssable, ce qui

a contraint l’homme à 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 siècles. 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

l’une des plus importantes transformations technologiques dans le domaine des industries

agroalimentaires. En plus de leur rôle 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 cardiaque,

de diabète, de cancer. Ils sont surtout connus pour leurs activités antioxydantes élevées,

d’ailleurs ils sont utilisés dans les industries alimentaires comme des aliments fonctionnels

réduisant ainsi le risque d’oxydation des aliments. En raison de leur forte digestibilité, les

peptides caséiniques sont également utilisés dans les industries pharmaceutiques comme

formules infantiles pour les enfants qui présentent des allergies vis-à-vis de certains

composants du lait en particulier celui de vache.

Afin de remplacer les antioxydants synthétiques utilisés dans les produits alimentaires

pour retarder l’oxydation qui présente un risque sur la santé, plusieurs études ont été menées

dans le but de rechercher des antioxydants naturels.
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Dans cette optique, l’objectif de cette étude est d’une part, la comparaison de la

sensibilité des caséines du lait des différentes espèces (bovines, camelines, caprines, ovines) à

l’action de la chymotrypsine, et d’autre part d’évaluer l’activité antioxydante des hydrolysats

chymotrypsiques des espèces étudiées.
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I.1. Présentation et caractériqtiques des différents laits.

I.1.1. Présentation du lait

Le lait a été défini, lors du Congrès International de la répression des fraudes qui s'est tenu

à Paris en 1909, comme : "le produit intégral de la traite totale et ininterrompue d'une femelle

laitière, bien portante, bien nourrie et non surmenée. Il doit être recueilli proprement et ne pas

contenir de colostrum". Cette définition à caractère général est applicable aux laits de vache,

de chamelle, de chèvre, de brebis et bien qu'ancienne mais reste valable.

Le lait est un liquide sécrété par les glandes mammaires des femelles après la naissance du

jeune, obtenu par une ou plusieurs traites, sans aucune addition ni soustraction et n’ayant pas

été soumis à un traitement thermique. Il s'agit d'un fluide aqueux opaque, blanc, plus ou moins

jaunâtre selon la teneur en β-carotène, de sa matière grasse, d'une saveur douceâtre et d'un pH

(6,6 à 6,8) légèrement acide, proche de la neutralité (ALAIS, 1984 cité in OULD ELEYA,

1996 ; J.O, 1993).

La dénomination «lait» sans indication de l'espèce animale de provenance, est réservée au

lait de vache. Tout lait provenant d'une femelle laitière, autre que la vache, doit être désigner

par la dénomination «lait», suivie de l'indication de l'espèce animale dont il provient (J. O,

1993).

Le lait est composé principalement d'eau, de matière grasse, de protéines, de lactose et de

sels minéraux. D'un point de vue physico-chimique, il peut être considéré comme une

suspension colloïdale polydisperse, dans laquelle les particules de matière 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 aqueuse non

micellaire du lait : le lactosérum.

I.1.2. Elevage et production laitière

Selon la FAO (2018), l’élevage de bovins peut s’effectuer dans un large éventail

d'environnements, quant aux autres espèces laitières qui permettent de produire du lait dans

des environnements marginaux caractérisés par la rareté des pâturages et des conditions

climatiques défavorables. Les brebis permettent de produire du lait dans les régions semi-

arides du pourtour méditerranéen, les chèvres dans les régions d'Afrique avec des sols

pauvres. Les chamelles qui résistent aux conditions désertiques et de sécheresse, sévissent

dans les régions arides et semi arides (CHEHMA, 2003).
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I.1.2.1. Production laitière mondiale

Le lait est l'une des matières premières agricoles les plus produites dans le monde et l'une

des plus précieuses. Il est produit et consommé dans pratiquement tous les pays du monde et

se classe parmi les cinq matières 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 espèces animales : les vaches laitières, les bufflonnes, les chèvres, les brebis et

les chamelles (figure 01).

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

Par espèce, il est à noter aussi que l’essentiel de la croissance de la production laitière

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 dernière décennie. Cette structure est restée

pratiquement stable et invariable comme le fait ressortir le tableau I pour l’année 2012.
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Tableau I : Evolution de la production laitière totale dans le monde selon les espèces

animalières (Unité : %).

Source : CNIEL, 2013.

I.1.2.2.Production laitière en Algérie

Considérée comme étant une source de protéine animale importante et ayant un rôle vital

dans l'alimentation humaine, le lait revêt en Algérie un caractère hautement stratégique

(GHOZLANE et al., 2003).

En amont de la filière, l’essentiel de la production nationale est assurée par le cheptel

bovin laitier à hauteur de 80% (KACIMI EL HASSANI, 2013), le reste par le lait de brebis et

le lait de chèvre, alors que la production laitière cameline est marginale (DRISS, 2017).

Un accroissement notable de la production a été remarqué ces dernières années, dont la

production est passée de 1,5 milliards de litres en 2000 à 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 II) dont 73 % de lait de vache, 16 % de lait de brebis, 9 %

de lait de chèvre et 2 % de lait de chamelle (ZAIDA, 2016).

La moyenne de la consommation algérienne en lait est estimée de 110 à 120L/habitant/an

(KADI et al., 2007 ; ZAIDA, 2016). Les besoins des algériens en lait sont très importants et

sont estimés à 7 milliards de litres en 2015 (ZAIDA, 2016), en particulier relativement aux

pays voisins du Maghreb (KACIMI EL HASSANI, 2013 ; MANSOUR, 2015).

2008 2009 2010 2011 2012

Lait de vache 83,8 83,5 83,2 83,4 83,2

Lait de chèvre 2,23 2,2 2,3 2,2 2,24

Lait de brebis 1,3 1,4 1,4 1,3 1,58

Lait de chamelle 0,26 0,25 0.3 0,3 0,4

Total 100 100 100 100 100
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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 l’accroissement du cheptel arrive à peine à

suivre l’évolution de la population, le reste des besoins est alors comblé et couvert par des

importations.

Malgré les efforts fournis par le pouvoir public à travers divers programmes visant la

garantie de la disponibilité du lait, les importations algériennes en lait occupe la deuxième

place des importations alimentaires (ZAIDA, 2016).

Tableau II : Evolution de la production laitière totale en Algérie

(Unité : millions de litres).

Années Quantités produites

1997 a 1,05

2000a 1,58

2004a 1,63

2006a 1,75

2010b 1,96

2012b 3,08

2014b 3,5

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

I.1.3. Caractéristiques des différents laits

I.1.3.1. Caractéristiques organoleptiques et physico-chimiques

Sur le plan organoleptique, le lait est un liquide blanc opaque, blanc mat, plus ou moins

jaunâtre selon sa teneur en β carotène. Il a une odeur marquée mais caractéristique. Son goût

est variable selon les espèces animales (KUZDZAL-SAVOIE et KUZDZAL, 1959).

Selon YABRIR et al. (2016), les proportions en matières grasses et en acides gras

influencent les propriétés organoleptiques des laits et des produits laitiers, le type de fourrage

et la disponibilité en eau causent également des changements de goût (KHAN et IQBAL,

2001).
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Le lait de chèvre ne contient pas de β-carotène alors que ce pigment liposoluble est au

contraire toujours présent dans le lait de vache (KUZDZAL-SAVOIE et KUZDZAL, 1959).

En raison de l’absence de β-carotène, le lait de chèvre est plus blanc que le lait de vache

qui est jaunâtre (CHILLIARD, 1997).

Le lait de brebis est de couleur blanc nacré, plus visqueux comparé aux laits des autres

espèces, il présente une odeur, dite de suint, discrète quand il est récolté dans de bonnes

conditions (YABRIR et al., 2014).

Le lait de dromadaire quant à lui est d’une couleur blanc mat en raison notamment de la

structure et de la composition de sa matière grasse, pauvre en β-carotène (SAWAYA et al.,

1984), a un goût assez doux, légèrement âpre et parfois salé, acide ou encore amer (RAMET,

2003).

Les caractéristiques physico-chimiques sont liées en particulier à la composition de chaque

espèce laitière (tableau III).

Tableau III : Caractéristiques physicochimiques des différents laits.

Propriétés Viscosité Acidité

(% a lac)

Densité pH

LV 1,0231-1,0398a 0,15-0,18a 1,032b 6,65-6,71a

LCH 3,21c 0,13d 1,026-1,038b 6,57-6,97b

LC 1,029-1,039a 0,14-0.23a 1,0299e 6,50-6,80a

LB 1,0347-1,0384a 0,22-0,25a 1,036f 6,51-6,85a

(a)PARK et al. (2007) ;(b) KAMOUN (1995) ; (c) SBOUI et al. (2009) ; (d) SAWAYA et al.
(1984) ; (e) VEINOGLU et al. (1982) ; (f) ASSENAT(1985)

Le lait de brebis possède une plus grande viscosité, acidité et densité comparé aux laits de

chèvre 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 à celui du lait de brebis (YAGIL et al., 1994) mais il est légèrement

inférieur à celui du lait de vache (SAWAYA et al., 1984).
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I.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 à la durée de la lactation ou à l'alimentation (type

de fourrage utilisé). Les variations sont beaucoup plus marquées chez les camélidés (FAO,

1998).

 Energie

L'apport en énergie d'un litre de lait différencie les espèces animales. Selon FAO (1995),

de larges variations existent à l'intérieur d'une même espèce (cela étant, bien entendu, lié à 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 chèvre (RAZAFINDRAKOTO et al.,

1993).

 L’eau

L’eau est un facteur important qui affecte la composition du lait. Sa teneur varie entre 86 et

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

L’établissement d’un comparatif de la teneur en eau entre le lait de chamelle, de chèvre et

de vache montre peu de différence, seul le lait de brebis présente une teneur légèrement

inférieure (tableau IV).

Tableau IV : Teneur en eau dans le lait des différentes espèces (HAILU et al., 2016).
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En cas de déshydratation, la teneur en eau du lait de chamelle augmente (passant de 86 à

91 %), ce qui constitue une adaptation naturelle au milieu afin d’assurer en priorité les besoins

des jeunes chamelons (YAGIL et ETZION, 1980).

 Minéraux

La teneur totale en minéraux est généralement exprimée en cendres totales. Bien que les

sels représentent dans la plupart du temps moins de 1% du lait, ils influent sur l'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

à la race, l'alimentation, les procédures analytiques (AL HAJ OMAR et al., 2010), l'apport en

eau (SAWAYA et al.,1984 ; HADDADIN et al., 2008 ; AL HAJ OMAR et al., 2010), l'état

sanitaire de l’animal et le stade de la lactation (PARK et al., 2007).

Une vue d’ensemble de la composition minérale du lait de vache, chamelle, chèvre et

brebis est donnée dans le tableau V.

Tableau V : Teneurs en éléments minéraux majeurs des laits de vache, chamelle, chèvre et

brebis (mg/100g).

Les laits de vache, de chèvre et de brebis sont plus riches en minéraux que le lait de

dromadaire. La concentration moyenne des éléments minéraux majeurs des laits de chèvre et

de brebis est plus élevée que celle du lait de vache à l’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’après 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 la teneur en fer est six fois plus élevée que celle du lait de

vache.

 Vitamines

La teneur totale en vitamines du lait est très variable et dépend du régime alimentaire de la

femelle laitière (le niveau de vitamines hydrosolubles étant plus influencé par l'alimentation

que le niveau de vitamines liposolubles) (CLAEYS et al., 2014).

Le taux de vitamine C est relativement élevé dans le 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).

La teneur 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

dans le lait bovin (FARAH et al., 1991).

De plus, il est à noter que le lait de brebis et de chèvre ont une teneur en vitamine A

supérieure à celle du lait de vache en raison de leur capacité à convertir la β carotène (PARK

et al., 2007 ; ABD EL-SALAM et EL-SHIBINY, 2011).

 Lipides

La matière 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 espèces sont représentés dans le tableau VI.

Tableau VI : Pourcentages lipidiques dans le lait des différentes espèces.
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Le lait de brebis est réputé pour sa richesse en matière grasse et y contient globalement 2

fois plus que les laits de vache ou de chèvre (DELACROIX-BUCHET et al., 1994).

La matière grasse bovine, ovine et caprine est constituée de 97 à 98 % de triglycérides, peu

de phospholipides (0.5 à 1.5 %) et d’acides gras libres (0.7 à 1.5 %) (JENSENS et al., 1990 ;

PARK et al., 2007). Une proportion de triglycérides estimée à 96 % des lipides totaux a

également été rapportée par KARRAY et al. (2006) pour le lait camelin.

Les taux en acides gras à chaîne courte et moyenne sont significativement plus élevés chez

la brebis et la chèvre que chez la vache dont (2,9%, 2,4%, 1,6%) dans le cas l’acide caproïque

(C6: 0), (2,6%, 2,7%, 1,3%) pour l’acide caprylique (C8: 0). Des taux plus importants sont

observés pour l’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 matière grasse du lait

de chamelle contient moins d'acides gras à chaîne courte (ABU-LEHIA, 1989 ; KARRAY et

al., 2005) mais contient des concentrations plus élevées d'acides gras à longues chaînes

(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 chèvre, de brebis, de

vache et de chamelle. Le lactose se trouve à des concentrations variables dans le lait de tous

les mammifères. Sa teneur dans le lait de chèvre est inférieure d'environ 0,2-0,5% à 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 à peu près au même niveau que celui du lait de vache (PARK et al., 2007). En ce qui

concerne le lait de chamelle, sa quantité varie de 2,91 g à 4,12 g pour 100 g (KHASKHELI et

al., 2005), ce qui est supérieur à la teneur contenue dans le lait de vache (FARAH, 1993).

De grandes différences de cette teneur peuvent être conditionnées par la nutrition animale,

c'est-à-dire dépendant des types de plantes avec lesquelles les animaux sont nourris

(KHASKHELI 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 exogènes nécessaires à la

croissance d'un organisme (SZWAJKOWSKA et al., 2011).
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La quantité totale de protéines camelines varie de 2,15 à 4,90% (KONUSPAYEVA et al.,

2009 ; BREZOVECKI et al., 2015), celle-ci est légèrement inférieure à celle du lait de vache

qui est d’environ 3,5 % (KABIL et al., 2015). La composition en acides aminés de ces

protéines est aussi très similaire à celle rapportée dans le lait de référence (SAWAYA et al.,

1984). La teneur en protéines caprine (2.9%) est également inférieure à 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

espèces (OULD ELEYA, 1996) avec une gamme protéique comprise entre 5,32 et 7,74%

(KANWAL et al., 2004), ce dernier présente presque deux fois plus de matière azotée totale

que le lait de vache (DELACROIX-BUCHET et al., 1994).

Selon son organisation tridimensionnelle, la fraction protéique du lait peut être scindée en

deux grands groupes. Le premier, représente environ 80% des protéines totales, est de type

micellaire, peu organisé et qui a la particularité de précipiter entièrement à son pH

isoélectrique. Cette fraction est constituée de 4 protéines différentes : (αs1, αs2, β et κ). Le

second d’environ 20% à 25 % restant, comprend des protéines relativement organisées, pour

la plupart de type globulaires à savoir les protéines du lactosérum. Ces protéines sont

essentiellement représentées par l’α-Lactalbumine (α-La), la β-Lactoglobuline (β-Lg), les

immunoglobulines (Ig), la sérum albumine (SA), les protéose-peptones (PP) et d’autres

protéines mineures tels la lactoferrine (Lf), la plasmine, la lactoperoxydase (Lp)…etc.

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

biologiques variées (enzymes, facteurs de croissances, immunoglobulines …etc).

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

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

Laits Protéines totales (g/l) Caséines (%) Protéines sériques (%)

Vache 33,5a 80,59a 19,40a

Chamelle 31b 73-83c 18,5-27c

Chèvre 28,18d 71,3e 20,09e

Brebis 58a 76-83a 17-22a

(a) PARK et al. (2007) ; (b) HAILU et al. (2016) ; (c)MEHAIA et al.(1995) ; SOOD et SIDHU

(1979) ; (d)GRAPPIN et al. (1980) ; (e) JENNESS (1980)

Le lait de chèvre contient moins de caséines que les autres types de laits ce qui est

responsable du faible rendement et la fragilité de la texture des produits laitiers tandis que le

lait de brebis possède une très bonne aptitude à la coagulation vu sa richesse en ce constituant

(PARK et al., 2007).

I.1.4. Aptitudes à 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 l’espace et dans le temps la

consommation du lait.

Le lait de chèvre 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 chèvre vis-à-vis la présure diffère de celui du lait de vache même

avec des teneurs protéiques similaires. La grande taille des micelles des caséines caprines

explique la faible 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, à savoir les facteurs antimicrobiens contenus en grandes quantités

ce qui rend difficile son acidification même après thermisation(KAMOUN, 1995 ; ATTIA et

al., 2000), la faible teneur en extrait sec (KAMOUN et RAMET, 1989; KAMOUN, 1995),

particulièrement en caséines (К-CN), la grande taille des micelles de caséines (ATTIA et al.,

2001), la teneur réduite en calcium ainsi que la matière grasse du lait de dromadaire qui est

difficile à séparer par écrémage à cause de la faible taille des globules gras (FARAH et
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RÜEGG, 1989 ; KAMOUN, 1995) et à leur composition particulière en acide gras

(KAMOUN, 1995).

Le lait de brebis quant à lui est destiné essentiellement à la production fromagère et se

distingue du lait de vache et celui de chèvre par sa richesse en composants fromagers

principalement les caséines. En coagulation par la présure, celui-ci a un temps de gélification

court, le gel s'organise vite et devient très ferme (STORRY et al., 1983).

I.2.Présentation du système caséinique des différents laits

I.2.1. Caséines

Les micelles de caséines sont des particules colloïdales, dont la matière sèche est

constituée de 93% de protéines (caséines) et de 7% de minéraux (essentiellement du

phosphate de calcium colloïdal). Elles se divisent en quatre grands groupes : les caséines αS1,

αS2, β et κ. Ces caséines ont tendance à 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 phosphocalciques.

A la différence des protéines solubles qui ont une structure globulaire compacte et

résistante à l’attaque protéolytique, les caséines présentent une structure lâche et peu ordonnée

qui les rend accessibles aux enzymes protéolytiques (SCHMIDT, 1980).

Les caséines des différentes espèces laitières présentent un grand intérêt biologique et

technologique (tableau VIII).

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

Protéine Fonction principale

αS1 Caséine Nutritive (acides aminés, Ca, P)

αS2 Caséine Nutritive (acides aminés, Ca, P)

β-Caséine Nutritive (acides aminés, Ca, P)

κ-Caséine Stabilisation et coagulation de la micelle de

caséine.
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Les caséines sont hétérogènes 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 le nombre de glycosylation de

la κ caséine (PARK et al., 2007).

Les caséines des différents ruminants présentent des micelles d’une même 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 confirmé par

les travaux de POTOCNIK et al., 2011 (210 contre 260 nm). Ainsi les micelles du lait de

brebis sont de dimensions légèrement réduites par rapport à celles du lait de chèvre mais

supérieures à 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 à 300 nm)

sont également supérieures à celles du lait de référence (FARAH et RUEUGG, 1989). Une

représentation schématique des micelles des caséines bovines est illustrée dans la figure ci-

dessous.

Figure 02 : Représentation de la micelle de caséines bovines selon le modèle de SCHMIDT

(1980).

I.2.1.1. Caséines αS

Les structures primaires des caséines αS1 et αS2 pour les trois espèces bovine, cameline et

ovine sont représentées en annexes (V, VI, IX, X, XIII, XIV). Ces caséines sont des chaînes

polypeptidiques phosphorylées. La localisation des charges et des chaines latérales

hydrophobes est très irrégulière au niveau de la caséine αS1, ce qui confère à la molécule un

caséine k

sous-micelle

pont phosphate de

calcium

caséines

hydrophobes
phosphate
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comportement dipolaire avec un pôle plutôt hydrophobe et un pôle chargé, comparée à la

caséine αS2 qui a l’hydrophobie moyenne la plus faible en raison de sa richesse en

groupements phosphoryles et en résidus glutamyls.

La caséine αS2 cameline présente des délétions au niveau de sa structure primaire, cette

délétion entraine la perte de trois sérines phosphorylées successives présentes dans la caséine

αS2 bovine. Ce qui n’est pas sans conséquence dans l’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 αS1 est la protéine la plus abondante du lait bovin (FARREL, 1973). Les

caséines caprines et ovines, comparativement aux caséines bovines, contiennent moins de

caséine αS1 et une proportion semblable de caséine αS2 (OULD ELEYA, 1996). Les caséines

αS1 et αS2 de ces deux dernières espèces présentent 99% de similarité entre elles mais

comportent des différences considérables par rapport à celles de vache (BALTHAZAR et al.,

2017).
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Tableau IX : Les principales caractéristiques physicochimiques des caséines αS des différentes espèces.

(a) BALTHAZAR et al. (2017) ; (b) FARREL et al. (2004) ; (c) ADOUI(2014) ; (d) KAPPELER et al. (1998) ; (e)NASALEAN et al. (2017)
(f) MARLETTA et al. (2007) ; (g) TRUJILLO et al. (2000) ; (h) PARK et al. (2007)

αS2αS1

PhosphorylationNombre

d’aa

pHiPM

(kDa)

(%)PhosphorylationNombre

d’aa

pHiPM

(kDa)

(%)

b13-10b207c4,78b25,226a10,3b08b199c4,26b23,615a39,7LV

d9d178d4,5d21,993d9,5d06d207d4,4d25,29d22LCH

f11–9f208-e25a19,2f09-07f199-e25a5,6LC

h13h208-g25,616a22,8h10h199

-

g23,41a6,7LB
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I.2.1.2. Caséines β

La caséine β est la plus hydrophobe de toutes les caséines bien qu’elle ait un caractère

amphipolaire assez marqué (BALTHAZAR et al., 2017). En effet, les charges négatives de la

caséine β 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

très riche en groupements apolaires. Cette protéine est dépourvue de résidus glucidiques et de

cystéine, les principales caractéristiques relatives à la β-CN sont représentées dans le tableau

X.

Les structures primaires de la caséine β pour les trois espèces bovine, cameline et ovine

sont représentées en annexes VII, XI, XV.

L’action de la plasmine sur cette fraction génère les fragments γ1, γ2 et γ3 qui sont

insolubles à pH 4,6 (FARREL et al., 2004).

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

différentes espèces.

(a) BALTHAZAR et al. (2017) ; (b) FARREL et al. (2004) ;(c)ADOUI (2014) ; (d) KAPPELER
et al. 1998 ; (e) NASALEAN et al. (2017) ; (f) MARLETTA et al. (2007) ; (g) TRUJILLO et al.
(2000) ; (h) PARK et al. (2007)

La proportion en β caséine du lait bovin est similaire à celle de la αS1. Le nombre d’acides

aminés de la séquence primaire de la caséine β est similaire pour le lait de brebis et celui de

vache.

(%) PM (kDa) pHi Nombre d’aa Phosphorylations

LV 32,7a 23,983b 4,49c 209b 5b

LCH 65d 24,9d 4,66d 217d 4d

LC 54,8a 23e - 207f 3 – 6f

LB 61,6a 23,750g - 209h 5 – 6h
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Les caséines camelines, caprines et ovines contiennent plus de β caséine que de αS et de κ 

caséine (WANG et al., 2017). Selon BALTHAZAR et al. (2017) et BREZOVECKI et al.

(2015), la concentration élevée en β caséine peut être la raison de la bonne digestibilité de ces

laits et la diminution des allergies infantiles car la β-CN est plus sensible à l’hydrolyse

peptidique que les caséines αS (EL AGAMY et al., 2009).

I.2.1.3. Caséine κ 

La répartition des résidus chargés et hydrophobes de la chaine peptidique de la caséine κ 

est comparable à celle de la caséine β (PAYENS, 1982). Toute fois, elle est caractérisée par la

présence d’une portion glycomacropeptide, du côté C-terminal contenant des résidus

glucidiques à caractère très hydrophile, par contre le reste de la chaine protéique est de nature

très hydrophobe, cela confère à cette protéine un caractère amphipolaire (HILL et WAKE,

1969). C’est la caséine la plus étudiée en raison de son importance dans la stabilité de la

micelle et de son intérêt en transformation laitière. L’hydrolyse de la liaison Phe 97-Ile 98

pour le lait camelin et en Phe 105-Met 106 pour le lait bovin par la chymosine entraîne la

libération du caséinomacropeptide très hydrophile et la formation de la paracaséine κ, 

hydrophobe et insoluble (BREZOVECKI et al., 2015). Les principales caractéristiques des

caséines κ de différentes espèces sont représentées dans le tableau suivant.

Seulement 3,47 % de la caséine totale correspond à la caséine κ dans le lait de chamelle 

(KAPPLER et al., 2003) comparé aux autres laits où des concentrations plus élevées sont

signalées.

La κ 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 chèvre et ne nécessite

pas l’addition de CaCl2 lors de la production des fromages ce qui constitue un avantage

technologique pour le lait de brebis (BALTHAZAR et al., 2017).

Les annexes VIII, XII et XVI représentent les structures primaires de la caséine κ des trois

espèces bovine, cameline et ovine.
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Tableau XI : Les principales caractéristiques physicochimiques de la caséine κ des différentes espèces.

(a) BALTHAZAR et al. (2017) ;(b) FARREL et al. (2004) ; (c) ADOUI (2014) ; (d) KAPPELER et al. (1998) ; (e) NASALEAN et al. (2017) ;

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

(%) PM (kDa) pHi Nombre d’aa Phosphorylation Glycosylation

LV 11,6a 19,037b 3,97c 169b 1b +

LCH 3,5d 22,294d 4,10d 162d 2d 5d

LC 20,4a 20e - 171f 2 – 3f +f

LB 8,9a 19,373g - 172h 3h 3h
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Les chaines hydrophiles et hydrophobes des différentes caséines bovines citées

précédemment sont représentées dans la figure 03.

Figure 03 : Représentation des parties hydrophobes et hydrophiles ainsi que les modèles de

liaisons des caséines αS, β et κ (PHOEBE, 2007 ; CHANOKPHAT, 2005).

I.3. Hydrolyse enzymatique

Les protéases catalysent la rupture des liens peptidiques des protéines conduisant à une

modification de leur conformation, à une diminution du poids moléculaire des chaînes

peptidiques et à une augmentation du nombre de groupements polaires (NH3+, COO-).

Par rapport à d'autres méthodes physiques ou chimiques utilisées pour modifier les

protéines, l'hydrolyse enzymatique conserve aux hydrolysats produits toute leur valeur

nutritionnelle. De plus, la réaction est relativement spécifique à certains liens peptidiques ;

l’enzyme est active à basse concentration dans des conditions douces et par conséquent la

production de sous-produits indésirables est minimale (POULIN, 1995).

Durant ces dernières décennies, plusieurs études ont montré la possibilité que les peptides

bioactifs contenues dans les protéines sous forme de séquences inactives peuvent être 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

pepsine, 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 à la surface



Synthèse Bibliographique

22

des cellules épithéliales intestinales pour produire des acides aminés. Cependant, certains

oligopeptides restent intacts (PHELAN et al., 2009).

Peptides bioactifs cryptés

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

caséines (MOHANTY et al., 2015).

I.3.1. Les enzymes digestives

Les enzymes protéolytiques sont habituellement synthétisées sous forme de précurseurs

inactifs appelés zymogènes (proenzymes). Elles sont produites dans l'appareil digestif par les

différents organes et glandes qui le composent.

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

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

la chymotrypsine qui sont des enzymes pancréatiques.

I.3.1.1. La chymotrypsine

 Structure

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

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

la trypsine qui scinde la liaison entre les acides aminés 15 et 16. La chymotrypsine s’autolyse

ensuite pour exciser deux dipeptides : Ser14-Arg15 et The147-Asn148 (FREY et al., 1994).

Caséines du lait

Fermentation par les
bactéries

Hydrolyse
enzymatique

In vitro

La digestion in vitro
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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 chaînes

reliées par deux ponts disulfures, inter chaînes, Cys1-Cys122, Cys136-Cys201 et repliées en 2

domaines de 120 acides aminés, chacun étant constitué essentiellement d'un tonneau β, formé

de 6 brins β antiparallèles. Il y a une certaine similarité de séquences entre les deux domaines.

Elle possède également trois ponts disulfures intra chaîne Cys42-Cys58, Cys168-Cys182 et

Cys191-Cys220 (BROWN et HARTLEY, 1966).

hélices α feuillets β

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

 Mécanisme d’action

La chymotrypsine comme les protéases à sérine dont elle fait partie, possède une triade

catalytique caractéristique comprenant une sérine, une histidine et un acide aspartique. Cette

dernière ainsi que son mode d’action sont représentés dans la figure 06. Les éléments de la

triade sont fixés sur les deux domaines, qui participent ainsi tous les deux au même acte

catalytique : l’histidine et l’acide aspartique sur le domaine 1, tandis que la sérine est sur le

domaine 2. La chymotrypsine et la trypsine possèdent 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

diffèrent 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, la tyrosine et la phénylalanine.

Le site actif de la chymotrypsine consiste en une région ressemblant à une crevasse bordée

d'acides aminés hydrophobiques, accueille la chaîne latérale volumineuse de résidus d'acides

aminés comme Phe, Trp, Tyr et Met. La chymotrypsine attaque en priorité en C terminal des

acides aminés aromatiques ; Phe, Trp et Tyr.

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

I.3.2. Peptides bioactifs

Les peptides bioactifs peuvent être 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 la santé (KITTS et WEILER, 2003). Ils

sont aussi appelés peptides fonctionnels. Ces peptides sont habituellement classés 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 la tension artérielle, les activités opioïdes, 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 cardiaque, de diabète et de cancer (RIVAL et

Enzyme

acylée
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al., 2001). Les peptides dérivés de la caséine ont été également étudiés 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 XII. .

I.3.3. Commercialisation des peptides bioactifs

Actuellement, les composés bioactifs du lait offrent de nombreux débouchés

commerciaux. Ainsi, l’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 système lactoperoxydase est utilisé pour la préparation de produits contre

l’acné, de shampoings, de dentifrices, de crème glacée molle et de crème pâtissière. Les

hydrolysats protéiques de lactosérum entrent de leur côté dans la préparation de boissons pour

sportifs et d’aliments nutritifs. Les caséinophosphopeptides sont aussi utilisés et sont ajoutés

comme ingrédients ou fortifiants à certains aliments (gommes à mâcher), boissons,

dentifrices, gels ou gargarismes (PATTERSON, 2008). Quelques exemples de peptides

bioactifs commercialisés issus des caséines sont illustrés dans le tableau XIII.



Synthèse Bibliographique

26

Tableau XII : Quelques exemples de peptides bioactifs issus des caséines.

Laits CN Fragments
peptidiques

Séquences Activités biologiques Références

LV α S1 1–23

23–24

144–149

RPKHPIKHQGLPQEVLNENLLRF

FF

YFYPQL

Activité antimicrobienne

Activité anti-hypertensive

Activité antioxydante

LAHOV et REGELSON (1996)

MARUYAMA et SUSUKI (1982)

SUETSUNA et al. (2000)

α S2 164–179 LKKISQRYQKFALPQY Activité antimicrobienne RECIO et VISSER (1999)

β 193–209

74–76

98-105

YQEPVLGPVRGPFPIIV

IPP

VKQAMAPK

Activité antimicrobienne

Activité anti-hypertensive

Activité antioxydante

SANDRE et al. (2001)

NAKAMURA et al. (1995)

RIVAL et al. (2001b)

LC α S1

α S2

1-23

203-208

-

-

Activité antimicrobienne

Multifonctions

HILL et al. (1974).

LOPEZ-EXPOSITO et al. (2007)

LB β 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 XIII : Certains exemples de peptides bioactifs commercialisés issus des caséines (CARRASCO-CASTILLA et al., 2012).

Nom de la marque Type de produit Peptides bioactifs Santé / allégations
fonctionnelles

Fabricants

PeptoPro Ingrédient / hydrolysat Peptide dérivé de la
caséine

Améliore la performance
athlétique et la

récupération musculaire

DSM Food Specialties, The
Netherlands

MI paste TM/MI paste plus TM dentifrice Caseinophosphopeptides Anticariogène GC America, USA

Kotsu Kotsu calcium Boisson non-alcoolisée Caseinophosphopeptides Aide à l'absorption des

minéraux

Asahi Soft Drinks Co. Ltd.,

Japan

Mousse dentaire GC Crème à base d'eau Caseinophosphopeptides Anticariogène GC Europe N. V., Belgium

Glycomacropeptide (GMP) Petit lait Casein κ (106–169) Anticariogène,

antimicrobien,

antithrombotique

Davisco Foods International

Inc., USA

Tri dent xtra care TM Chewing-gum Caseinophosphopeptides Anticariogène Cadbury Adams, USA
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II. Matériel et méthodes

Cette étude a été menée au niveau du laboratoire pédagogique de Biochimie de

l’Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.

II.1 Matériel

II.1.1. Matière biologique

Les échantillons de lait utilisés dans le cadre de cette étude proviennent de quatre

espèces différentes (bovine, cameline, caprine et ovine). Ces échantillons sont collectés au

cours du mois de mars de l’année 2018 (tableau XIV).

Tableau XIV : Echantillons de lait collectés.

Laits Abréviation donnée à

l’échantillon

Région d’origine

Lait de vache LV Larbââ-Nath-Irathen

Lait de dromadaire LCH Hassi-Messaoud

Lait de chèvre LC Larbââ-Nath-Irathen

Lait de brebis LB Larbââ-Nath-Irathen

- Sérum albumine bovine (BSA), chymotrypsine.

- Kit pour étalonnage des gels d’électrophorèse en PAGE- SDS, il comprend 4 protéines de

PM connu : l’α-Lactalbumine (14 kDa), la β-lactoglobuline (18 kDa), l’ovalbumine (47 kDa)

et l’albumine sérique bovine (67 kDa).

II.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, β-

mercaptoéthanol, N, N, N’, N’ tetra methyl éthylène diamine (TEMED), N, N-méthylène-

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, éthanol,

méthanol.

II.1.4. Appareillage

- Unité d’électrophorèse sur mini cuves verticales (HOEFFER SE 200, USA) comprenant :

cuves d’électrophorèse, générateur de courant Consort ; Belge (max : 250V et 100 mA),

plaque en verre et en hydroxyde d’alumine (10 x 8 cm), espaceurs d’épaisseurs variées ;

- Spectrophotomètre UV-visible (HELIOS HEPSILON, USA) ;

- pH mètre (HANNA instruments) ;

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

- Balance de précision 0.01 mg (OHAUS) et balances analytiques à affichage digital (0,01-

610g) (Denver Instrument, USA) ;

- Lyophilisateur à plateau (BETA, Allemagne) ;

-Bains marie (Memmert, Allemagne) et (IKA-WERK) ;

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

II.2. Méthodes

II.2.1. Collecte du lait

Les différents laits sont collectés à partir de femelles laitières saines, acheminés au

laboratoire et congelés pour une utilisation ultérieure.

II.2.2. Méthodes d’analyse

II.2.2.1. Mesure du pH

La mesure du pH est effectuée à une température du lait de + 20°C, la valeur de pH est lue

directement sur le pH mètre après immersion de son électrode dans le lait. Cette opération est

répétée 3 fois, avec rinçage de l’électrode de l’appareil entre chaque mesure avec de l’eau

distillé. Les mesures sont précédées d’une étape d’étalonnage qui consiste en un ajustement

du cadre de lecture du pH à l’aide d’une solution de pH connue.
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II.2.2.2. Isolement des caséines totales

 Ecrémage

L’écrémage du lait est la première étape du protocole d’isolement des protéines bovines,

camelines, caprines et ovines. Cette étape consiste en l’élimination de la matière grasse du lait

par centrifugation à 3500 x g pendant 20 minutes et à 4°C.

A la fin de la centrifugation, nous notons une séparation de phase avec la formation d’une

couche en surface correspondant à la crème du lait, une fois celle-ci écartée à l’aide d’une

spatule, le lait écrémé est filtré.

 Séparation des caséines totales

L’isolement des caséines des différentes espèces a été réalisé par précipitation

différentielle à 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 l’addition d’une solution

d’acide chlorhydrique (HCl) 4N, suivie d’une centrifugation à 3500 x g pendant 15 minutes à

20°C.

Il en résulte une différence de phase, où les culots correspondant aux caséines sont

récupérés dans un minimum d’eau distillée.

 Dialyse

Les caséines ainsi isolées sont dialysées contre de l’eau distillée, pendant 24 h à 4 °C et

sous agitation douce à travers une membrane semi-perméable (seuil d’exclusion de 18000 Da)

qui permet de retenir les protéines.

 Congélation et lyophilisation

Les caséines ainsi obtenues sont congelées en fines couches dans des cristallisoirs à -20°C

et lyophilisées. Les poudres de caséines ainsi obtenues sont fractionnées puis conservées sous

cette forme avant leur étude.

Toutes les étapes de l’isolement des caséines des différents laits sont illustrées dans la figure

suivante.
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PAGE-SDS PAGE-Urée

Caséines

Laits écrémés

Caséines
lyophilisées

Ecrémage par
centrifugation à
3500xg/20min/4ºC

Lactosérums
écartés

-Acidification (avec HCl, 4N)

-Centrifugation3500xg/20min/20ºC

-Dialyse 24h contre l’eau distillée

-Congélation

-Lyophilisation (48 h)

Sels et contaminants
écartés

Figure 07 : Etapes suivies lors de l’isolement des caséines issues du lait

bovin, camelin, caprin et ovin.

Laits
Crèmes écartées
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II.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 I), en utilisant l’albumine

sérique bovine comme protéine de référence.

Cette méthode est basée sur l’obtention d’un composé chromogène par une réaction

d’oxydo réduction. Cette dernière 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 alcalin un complexe cuivrique coloré et une

réaction par laquelle les noyaux phénoliques de la tyrosine et du tryptophane et à un degré

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

Cette réaction donne naissance à un complexe coloré : le bleu de molybdène (couleur bleue

foncée) dont l’intensité est mesurée à 750 nm. Ainsi les D.O obtenues à cette longueur d’onde

permettent de déterminer les concentrations des échantillons analysés en se référant à une

courbe d’étalonnage DO=f(C) (figure 08).

Figure 08 : Courbe étalon pour le dosage des protéines par la méthode de

LOWRY et al. (1951) avec comme protéine étalon la BSA.

La concentration des protéines sériques est estimée dans le surnageant de

l’isoéléctroprécipitation des caséines après abaissement du pH du lait, alors que la teneur en

caséines est obtenue par différence entre les protéines totales et les protéines du lactosérum.
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II.2.2.4. Méthodes électrophorétiques

 Définition et principe général

L’électrophorèse est une méthode d’analyse basée sur la migration différentielle de

particules chargées sous l’effet d’un champ électrique. Les protéines du fait de leur caractère

amphotère peuvent se comporter comme des anions ou des cations et se déplacer de ce fait

soit vers l’anode ou la cathode. Selon leurs caractéristiques physico-chimiques, elles

apparaissent sur l’électrophorègramme sous forme de bandes de migration plus ou moins

distinctes.

Les protéines majeures du lait sont solubilisées dans un tampon de pH supérieur à leur pHi

(pH alcalin). Il en résulte leurs acquisition d’une charge négative et migrent sous l’effet du

champ électrique appliqué vers le pôle positif.

II.2.2.4.1. Électrophorèse sur gel de polyacrylamide

L’électrophorèse sur gel de polyacrylamide est la technique la plus utilisée en raison des

avantages qui sont offerts par les propriétés du gel qui sont la transparence, la reproductibilité

et la bonne résolution liée à sa porosité.

Les gels de polyacrylamide sont constitués d'acrylamide (unité de base) (CH2=CH-CO-

NH2) et de bisacrylamide (agent pontant) (N, N méthylène-bis acrylamide), qui en présence

de TEMED et le persulfate d’ammonium se polymérisent. 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 les indices T et C. La porosité de ces gels est ajustée en faisant varier les

concentrations relatives de a et b, la taille effective des pores d’un gel est d’autant plus petite

que sa concentration en acrylamide est élevée.

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

Avec :

a : acrylamide (g)

b : méthylène-bis-acrylamide (g) et

v : volume de la solution (ml)
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II.2.2.4.2. Conduite de l’électrophorèse

Le gel de polyacrylamide est préparé en mélangeant les solutions d’acrylamide et de bis

acrylamide avec une solution tampon à pH précis, l’ensemble est dégazé puis additionné à des

agents initiateurs (le persulfate d’ammonium et le TEMED).

Le mélange ainsi obtenu, est coulé entre une plaque en verre et une autre en alumine

séparées par des espaceurs. Un peigne est également introduit afin de permettre la formation

des puits après polymérisation du gel.

Les échantillons à analyser sont dissous à raison de 1 à 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 la fin de l’électrophorèse.

Après avoir monté sur l’unité de l’électrophorèse les 2 plaques renfermant le gel et remplis

les cuves inferieures et supérieures de tampon d’électrode, l’unité est alors mise sous tension

(courant et voltage constants : 20 mA, 250V). Le dispositif décrit précédemment est

représenté en figure 09.

Figure 09 : Unité d’électrophorèse sur mini-cuve SE280.
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 Electrophorèse en conditions dissociantes et dénaturantes, en présence de SDS et

de β-Mercaptoéthanol (PAGE-SDS).

Les échantillons protéiques sont chauffés à 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 acquièrent alors une forte charge négative et ne seront séparés

que suivant leurs tailles dans un gel de porosité appropriée.

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

La PAGE-SDS (annexe II) utilise un système de tampons discontinus de LAEMMLI et

FAVRE (1973), comportant un gel de concentration (T = 4% et C = 2,7%), en tampon (TRIS

- HCl, pH 6,8) et un gel de séparation (T = 15% et un C = 2,7%), en tampon (TRIS - HCl, pH

8,8). Le gel de concentration faiblement réticulé permet de concentrer les protéines au

même niveau, le deuxième exerce plutôt 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’électrodes (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 à raison de 1 à 2 mg/ml dans du

tampon Tris-HCl.

La détermination du poids moléculaire des protéines d’intérêt est effectuée en faisant

migrer en parallèle (dans les mêmes conditions), des protéines étalons de poids moléculaire

connus, L’albumine sérique bovine (67 kDa), l’ovalbumine (45 kDa), la β-Lactoglobuline (18

kDa) et l’α-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 (l’α-lactalbumine, la β-lactoglobuline, l’ovalbumine et l’albumine sérique

bovine).

 Electrophorèse en présence d’urée et de 2-Mercaptoéthanol (PAGE -Urée).

La PAGE–urée est une méthode particulièrement adaptée pour la séparation des caséines

qui sont difficilement séparables en conditions natives. L'urée à forte molarité élimine les

liaisons faibles, plus particulièrement les liaisons hydrogènes et hydrophobes.

L’électrophorèse 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 à pH 6,8),

ainsi qu’un gel de séparation à (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 même composition que celui du

gel de concentration. Le tampon d'électrode est identique à celui de l'électrophorèse en

PAGE- native et contient du TRIS à 50 Mm et de la glycine à 0.384 M. Le protocole détaillé

de l’électrophorèse en PAGE-urée est représenté en annexe III.

II.2.2.4.3. Révélation des bandes de migration électrophorétiques

A la fin de l’électrophorèse et après 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 s'effectue sous agitation douce dans des solutions renouvelées plusieurs

fois contenant le mélange (eau, méthanol, acide acétique).
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II.2.2.5. Hydrolyse chymotrypsique des caséines

Dans la présente étude, des caséines entières provenant du lait bovin, camelin, caprin et

ovin ont été utilisées comme substrats pour une protéase pancréatique qui est la

chymotrypsine. Une hydrolyse a été menée afin de déterminer la sensibilité des caséines des

différentes espèces laitières à cette enzyme et tester l’activité antioxydante des peptides

engendrés.

Suivant le protocole de SALAMI et al. (2008), les caséines des différentes espèces sont

dissoutes à raison 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 à 37 °C dans un bain marie, des aliquotes pour chaque espèce ont

été prises à différents intervalles de temps 0 min, 15 min, 30 min, 1h, 2 h, 3 h, 4 h, 5 h et 24 h,

des étapes d’homogénéisation ont été effectuées à plusieurs reprises durant l’incubation. Pour

finir, 100 μl du tampon d’échantillon SDS a été additionné pour chaque aliquote prélevée.

L’arrêt de l’hydrolyse a été fait par chauffage des aliquotes prélevées à 100°C pendant 5 min

pour dénaturer l’enzyme. Ainsi les différentes fractions ont été analysées par l’électrophorèse

SDS-PAGE.

II.2.2.6. Test de DPPH

Le DPPH (2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) c’est une poudre cristalline composée de

molécules de radical libres stables de couleur violette intense, sa structure ainsi que le

principe de sa stabilité sont représentés dans la figure 12. Ce test est largement utilisé in vitro

pour l'évaluation de l’activité des piégeurs des radicaux libres (antioxydants).

Ce radical libre est stabilisé par des dons d'hydrogènes ou d'électrons libérés par des

peptides antioxydants, conduisant ainsi à un composé non réactif (2,2-diphényl-

picrylhydrazinede) qui ne peut pas déclencher des réactions d'oxydations. En particulier, la

détermination de l’activité antioxydante se fait en mesurant par spectrophotométrie UV-

Visible à 517 nm la diminution de la coloration qui tend vers le jaune.
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Figure 12: Structure et principe de la stabilité du DPPH et sa réduction par l’antioxydant

(AH).

L’activité antioxydante des échantillons caséiniques des différentes espèces 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 l’éthanol. Le mélange a été

homogénéisé et incubé pendant 24 heures à température ambiante dans l’obscurité. Ensuite,

l'absorbance du mélange réactionnel a été mesurée par spectrophotométrie à 517 nm. Un

contrôle 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 (I %) en utilisant la formule suivante :

I %=[(AB-AE)] / (AB) ₓ 100%

I% : pourcentage d’inhibition ; AB : absorbance du blanc ; AE : absorbance de l’échantillon.
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III. Résultats et discussion

III.1. Mesure du pH

Les valeurs du pH obtenues lors de cette étude pour les quatre types de laits sont

récapitulées dans le tableau ci-dessous.

Tableau XV : Valeurs du pH mesurées pour les différents laits.

Echantillons LV LCH LC LB

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

La valeur moyenne de pH du lait bovin mesurée lors cette analyse est estimée à 6,26±0,15,

celle-ci est inférieure à 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 dernière rentre dans les

gammes de (6,57-6,97) et (6,51±0,31) rapportées par KHASKHELI et al. (2005) et ALLOUI-

LOMBARKIA et al. (2007) respectivement mais supérieure à la valeur obtenue par

SAWAYA et al. (1984) et KAMOUN (1995).

Le pH moyen du lait de chèvre 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) (6,63±0,01) ; 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 à celle rapportée

par FAVA et al. (2014) mais rentre dans l’intervalle (6,18-6,82) rapporté par DELACROIX

BUCHET et al. (1994) et celui rapporté par YABRIR (2014) à (6,25-6,68).

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

présente un pH élevé comparé au lait de vache.
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III.2. Teneur en protéines

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

espèces (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

sériques(PS)

(g/l)

8,48 ±0,24

(26,31± 4,46 %)

6,92±0,67

(27,52±6,34%)

5,58±0,2

(17,72±2,72%)

3,18±0,35

(6,46±0,92%)

Caséines(CN)

(g/l)

24,39±5,56

(73,69±4,47%)

18,73±5,56

(72,28±6,1%)

26.33±4.29

(82.27 ±2.72%)

46,05±4,43

(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) allant de 27 g/l au printemps jusqu’à 39 g/l en hiver.

La teneur moyenne enregistrée pour le lait camelin (25,65±3,20 g/l) est comprise dans

l’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 à celles obtenues par plusieurs

auteurs à savoir : 34,6 g/l rapportée par SHAMSIA (2009) et 29,42 g/l et 29,48 g/l

respectivement pour les échantillons de lait des régions sahariennes et steppiques d’Algérie

(ALLOUI-LOMBARKIA et al., 2007).

La teneur obtenue pour le lait de chèvre (31,91±4,1 g/l) se situe dans l’intervalle (22,7-46,2

g/l) évoquée par MEYER et FIECHTER (2012) alors que ROUDJ (2005) a rapporté une

valeur très inférieure (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

CLAEYS et al. (2014) respectivement.

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

quantité protéique supérieure à celle du lait de vache.

La teneur en caséines de l’échantillon du lait bovin obtenue lors de cette analyse est

estimée à 24,39±5,56 g/l, cette valeur est similaire à 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 à 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

l’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 évoquée par STORRY et al. (1982), elle est aussi similaire à la valeur maximale

avancée par CLAEYS et al. (2014) mais supérieure à celle rapporté par PARK et al. (2007).

La teneur en caséines dans le lait ovin est supérieure à celle du lait bovin ce qui correspond

aux résultats de DELACROIX BUCHET al. (1994). Celle-ci est suivie de celle de l’espèce

caprine. Le lait de chamelle quant à lui présente une concentration en caséine similaire à celle

du lait de vache.

Comme pour tous les composants chimiques du lait, la teneur en protéines est affectée par

plusieurs paramètres à savoir les facteurs environnementaux tels que l’alimentation, le climat

(KHASKHELI et al., 2005 ; KONUSPAYEVA et al., 2008) et la saison (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

l’adaptation physiologique particulière dans le cas du dromadaire (FARAH, 1993).
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III.3. Comportement électrophorétique des caséines des différentes espèces

 Electrophorèse en milieu dissociant, en présence de SDS et de 2-Mercaptoéthanol
(PAGE-SDS)

Nous avons analysé 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’intérêt

en comparant leurs niveaux de migration à ceux des protéines de référence. Ces dernières sont

la BSA, l’ovalbumine, la bêta-lactoglobuline et l’alpha-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 l’ordre suivant : la caséine α-S2, la caséine α-S1, la bêta caséine et la caséine kappa

(VAIRO CAVALLI et al., 2008). La migration des caséines des différentes espèces est mise

en évidence dans la figure ci-dessous.

Figure 13 : Electrophorègramme en PAGE-SDS (T=15% ; C=2,7% ; pH=8,8) des caséines du
lait des différentes espèces. LV : lait de vache ; LCH : lait de chamelle ; LC : lait de chèvre ;

LB : lait de brebis ; M : Marqueur de taille.

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

d’intensités variables.

La bêta caséine du lait de chamelle présente la migration la plus faible et se trouve à un

niveau de migration légèrement inférieur à celui du lait de vache, chèvre et de brebis qui

présentent des distances de migration similaires. En ce qui concerne la caséine αS, nous avons

constaté qu’elle migre de façon similaire pour les espèces bovine et ovine et dans un moindre

degré pour les espèces cameline et caprine. Il est à noter que la caséine αS bovine, caprine et

α S-CN

β-CN
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ovine présentent le même nombre d’acides aminés ce qui explique leur apparition presque au

même niveau.

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

être dû à 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 espèces

(unité kDa).

LV LCH LC LB

αs-CN 31,61 32,08 30,80 29,90

β-CN 28,50 27,85 28,96 29,23

Le PM de la β-CN du lait de chamelle (27.85 kDa) est similaire à celui trouvé par

LARSSON-RAZNIKIAWIEZ et MOHAMED (1986) (27 kDa) et à celui de MOHAMED

(1993) (28,6 kDa), la CN-αS 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-αS bovine et

caprine respectivement, ces derniers sont proches des PM obtenus lors de la présente étude

pour ces deux espèces.

Néanmoins, les résultats obtenus pour le lait bovin, caprin et ovin sont supérieurs à ceux

rapportés par certains auteurs. Pour le lait caprin, PIERRE et al. (2001) ont rapporté des PM

allant de 23,44 à 25,60 kDa pour la CN-αS et de 23,66 à 23,85 kDa pour la β-CN. FARREL et

al. (2004) ont aussi rapporté des PM inférieurs à 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-αS et de

23,75 kDa pour la β-CN.

Cette différence entre les valeurs obtenues et celles citées dans la bibliographie peut être

expliquée par deux phénomènes, l’un étant la forte association des caséines ce qui leur

confère 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 espèces

(BOUMAHROU et al., 2009).

 Electrophorèse sur gel de polyacrylamide en milieu dissociant en présence d’urée

et du 2-mercaptoéthanol (PAGE urée)

La séparation électrophorétique des caséines a été rendue possible par l’utilisation d’agents

comme l’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 hydrogènes et des ponts

disulfures. La figure 14 montre les résultats d’une analyse électrophorétique des caséines du

lait des quatre espèces en présence d’urée.

Figure 14 : Electrophorègramme des caséines du lait des différentes espèces en PAGE-urée

(T=13% ; C=2,7% ; pH=8,8).

LV : lait de vache ; LCH : lait de chamelle ; LC : lait de chèvre ; LB : lait de brebis.

La figure montre que les caséines des différentes espèces migrent en deux bandes bien

séparées et qui correspondent, en partant du dépôt, aux caséines β et αS selon leur mobilité

électrophorétique croissante. La distance de migration des caséines camelines est inférieure à

celle de leurs homologues dans le lait bovin, ceci est en concordance avec les résultats de SI

AHMED ZENNIA et al. (2013), notamment, la β caséine cameline qui présente une faible

mobilité électrophorétique en PAGE-urée (LARSSON-RAZNIKIAWIEZ et MOHAMED,

β-CN

α S-CN

LV LCH LC LB
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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 même niveau, ces dernières migrent moins

que celles du lait bovin. Ce phénomène est comparable aux résultats obtenus par plusieurs

auteurs tels que CALAVIA et BURGOS, 1998 ; MOATSOU et al., 2004.

III.4. La sensibilité des caséines des différentes espéces à la chymotrypsine

La sensibilité des caséines totales de différentes espèces (bovine, cameline, caprine et

ovine) à l’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.

Figure 15 : Electrophorègramme en PAGE-SDS des hydrolysats protéiques libérés après
l’action de la chymotrypsine sur les caséines totales de différentes espèces. 1 ; 2 ; 3 ; 4 ; 5 ; 6 ;

7 et 8 : temps d’incubation correspondant respectivement à 1/4, 1/2, 1, 2, 3, 4, 5, 24 h ; M :
marqueur de taille ; Cx : caséines totales ; CN : caséines ; LV : lait de vache ; LCH : lait de

chamelle ; LC : lait de chèvre ; LB : lait de brebis.

La cinétique de l’hydrolyse pour les caséines des quatre espèces montre qu’il ya

disparition des bandes caractérisant les deux caséines β et α après 15 min.
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Selon les électrophorégrammes obtenus, les caséines bovines sont les plus sensibles et les

plus hydrolysées par la chymotrypsine comparées aux trois autres espèces étudiées. Les

caséines du lait de chamelle quant à elles sont les plus résistantes à cette enzyme. Nos

résultats correspondent à ceux obtenus par ASSEM et al. (2018) mais sont en désaccord à

ceux de SALAMI et al. (2008) qui ont signalé un degré d’hydrolyse chymotrypsique plus

élevé 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 était plus sensible à l'hydrolyse par la

chymotrypsine que l'alcalase et la papaïne.

Selon SALAMI et al. (2008), l’étendue de l’hydrolyse chymotrypsique des caséines

bovines et camelines est élevée par rapport à celle obtenue par l’hydrolyse trypsique. Ces

mêmes auteurs ont signalé que la caséine αS est la plus hydrolysée que la β-CN au niveau des

quatre espèces cela est dû au nombre de sites cibles qui sont plus importants au niveau de la

α-CN que ceux de la β-CN.

Même si la plupart des animaux présentent des protéines qui possèdent des séquences

d'acides aminés similaires, leur comportement suite à une digestion peut être assez différent

lorsque l'on utilise une seule enzyme (SOUSA et MALCATA, 2002). L'étendue de la

protéolyse des caséines du lait par différentes enzymes dépend du nombre de sites cibles

disponibles pour chaque enzyme, de l'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).

III.5. Activité antioxydante

Le test DPPH a été utilisé pour évaluer l’activité antioxydante des différentes caséines

totales ainsi que leurs hydrolysats chymotrypsiques. Les pourcentages d’inhibition du radical

DPPH sont présentés dans la figure 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 espèces. LV (lait de vache), LCH (lait de chamelle),

LC (lait de chèvre), LB (lait de brebis).

L’activité antioxydante des peptides issus de l’hydrolyse des caséines des différentes

espèces est plus importante que celle obtenue pour les caséines non hydrolysées, ceci

correspond aux résultats de KUMAR et al. (2016) qui ont observé l’augmentation de l’activité

antioxydante des caséines camelines après leurs hydrolyses par trois proteases (l’alcalase, l’α-

chymotrypsine et la papaine).

Il existe une relation étroite entre le degré d'hydrolyse et l'activité antioxydante des

hydrolysats de caséines, ceci peut être 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 l'activité antioxydante de ces hydrolysats.

Les mesures de l’activité antioxydante obtenues pour l’hydrolyse des caséines des

différentes espèces par la chymotrypsine lors de cette étude sont de l’ordre suivant :

LB >LCH >LV> LC. ASSEM et al. (2018) ont signalé un même ordre de l’activité

antioxydante pour les trois dernières espèces (cameline, bovine, caprine).

Les hydrolysats chymotrypsiques du lait de vache et de chèvre présentent des valeurs

d’activité antioxydante proches qui sont de 32,49 et 30.88 % respectivement. Ces résultats

sont comparables à 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 l’hydrolyse des caséines camelines par la chymotrypsine.

MOSLEHISHAD et al. (2013) ont également signalé une activité antioxydante plus élevée

dans le lait de chamelle fermenté que le lait de vache fermenté.

Nous devons également signaler la grande élévation de l’activité antioxydante des caséines

du lait de brebis et celui de chamelle avant et après l’hydrolyse qui sont de 29,99 à 50,74% et

de 9,87 jusqu’à 37,22% respectivement. Cela peut être dû à la richesse du lait camelin et ovin

en β-caséine. Selon JRAD et al. (2014), cette composante peut être 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 espèces ce qui peut

partiellement expliquer les résultats de El-AGAMY et al. (2009) sur l'effet thérapeutique du

lait de chamelle. Ceci peut être expliqué par l’hydrophobicité élevée par rapport au lait de

vache (KAPPELER, 1998). La β-CN de chameau a montré une activité antioxydante élevée

après hydrolyse avec la chymotrypsine (SALAMI et al., 2011).

Les activités antioxydantes des peptides dépendent de leur composition, de la taille et de la

séquence d’acides aminés. Des études 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 rôle important (SILK et al., 1973). Les peptides antioxydants

peuvent ainsi jouer un rôle important dans le système antioxydant par leur action directe ou

synergique à des antioxydants non peptidiques tels que la vitamine C et la vitamine E.

Cependant, les caséines du lait de différentes espèces sont caractérisées par des différences

qualitatives et quantitatives variables dans leurs structures primaires (ABD EL-SALAM et

EL-SHIBINY, 2013).



Conclusion



Conclusion

49

Conclusion

Plusieurs travaux existant portent sur l’étude 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 étude, les paramètres physicochimiques étudiés montrent que le lait des

trois espèces cameline, caprine et ovine présente un pH élevé comparativement au lait de

vache. En matière de protéines, le lait de brebis est le plus riche tant en protéines totales

(49,23±4,34 g/l) qu’en caséines (46,05±4,43 g/l).

Le contrôle électrophorétique des caséines des trois espèces révèle une faible mobilité

comparativement à leurs homologues dans le lait bovin.

Il existe une relation étroite entre le degré d’hydrolyse et l’activité antioxydante.

Néanmoins, les résultats révèlent que les caséines bovines sont plus sensibles à la

chymotrypsine mais c’est les peptides issus des caséines ovines et camelines qui présentent

une meilleure activité antioxydante.

Les mesures de l’activité antioxydante des caséines des quatre espèces sont de l’ordre

suivant : LB, LCH, LV et LC, notons que celles-ci sont plus importantes que celles des

caséines non hydrolysées.

Ces résultats ont montré la génération de peptides antioxydants en particulier à partir du

lait de chamelle et de brebis. Des études supplémentaires sont nécessaires afin d’isoler les

différents peptides constituant les caséines de ces espèces, tester leur activité antioxydante

après une hydrolyse chymotrypsique par d’autres méthodes (ABTS et FRAP) et vérifier

l’activité de ces hydrolysats sur des aliments, tester d’autres activités biologiques telle que

l’activité antibactérienne et étudier également la sensibilité de ces caséines à d’autres

protéases digestives comme la trypsine et la pepsine. Ces études doivent être entreprises afin

d’élargir leur domaine d’application.
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Annexe I : Protocole de détermination de la teneur en protéines par la méthode de LOWRY
et al. (1951).

1- Solutions

 Solution alcaline A :

- Soude 0,1 N …………………………………………………...……………500 ml

- Carbonate de sodium anhydre (Na2CO3)………………………………….…..10 g

 Solution cuivrique B

- Sulfate de cuivre hydraté CuSO4, 5H2O (0,32g / 100 ml)………………..….. 2 ml

- Tartrate double de Sodium et de Potassium (1g / 100 ml)………………..…...2 ml

 Solution C

- Solution A…………………………………………………………………....50 ml

- Solution B……………………………………………………………….…….1 ml

 Solution mère de BSA

- BSA...………………………………………………………………………..10 mg

- Eau distillée …….…………………………………………………………..100 ml

 Gamme étalon

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

ci-dessous:

Concentration en
BSA (mg/ml)

0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08 0.09 0.1

BSA (mg) 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1

Eau distillé (ml) 1 0,9 0,8 0,7 0,6 0,5 0,4 0,3 0,2 0,1 0

2- Méthode

- Prendre 1 ml de l’échantillon à doser ;

- ajouter 5 ml de solution C et mélanger ;

- laisser 10 mn à température ambiante ;

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

- laisser 30 mn à l’obscurité ;

- lire la DO à 750 nm ;
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3- Expression des résultats

Une courbe étalon est tracée en portant sur l’axe des abscisses, les concentrations en

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

mesurées respectivement pour chaque dilution.

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

projection sur l’axe des abscisses.

Annexe II : Protocole d’électrophorèse en conditions dissociantes et dénaturantes en présence

du SDS et de 2-mercaptoéthanol (PAGE-SDS)

Solutions

 Solution d’acrylamide (A)

- Acrylamide ……………………………………………………………………36 g

- Bisacrylamide……………………………………………………………...…….1g

- Eau distillée…………………………………………………………………100 ml

 Tampon de gel de séparation (S)

- Tris………………………………………………………………………....18,15 g

- Eau distillée………………………………………………………………...100 ml

Ajuster à pH 8,8 avec HCl 4N

 Tampon de gel de concentration (C)

- Tris………………………………………………………………………..….….6g

- Eau distillée………………………………………………………….……..100 ml

Ajuster à pH 6,8 avec du HCl 4N

 Tampon d’électrode

- Tris ……………………………………………………………………….......1,2 g

- Glycine………………………………………………………………...…….5,76 g
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- SDS……………………………………………………………………….…..0,2 g

- Eau distillée……………………………………………………………...….200 µl

Ajuster à pH 8,3 avec du Tris

 Tampon d’échantillon

- Solution (C) …………………………………………………………..…….500 µl

- Eau distillée……………………………………………………………...….250 µl

- SDS (10%)………………………………………………………………..…250 µl

- 2-mercaptoéthanol……………………………………………………………50 µl

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

5 mn puis refroidir dans un bain d’eau froide.

 Solution de fixation

- TCA………………………………………………………………………...…..12g

- Eau distillée ………..………………………………………………………..…100 ml

 Solution de coloration

- Bleu de coomassie R250…………………………………………..……..…...0,5 g

- TCA…………………………………………………………………………….4 g

- Méthanol………………………………………………………………..…..100 ml

- Eau distillée…………………………………………………………………100 ml

 Solution de décoloration

- Acide acétique ……………………………………………………..………37,5 ml

- Eau distillée……………………………………………………………….312,5 ml

- Méthanol……………………………………………………………………150 ml

 Solution de persulfate d’ammonium

- Persulfate d’ammonium…………………………………………………...….0,1 g

- Eau distillée (qsp)……………………………………………………………..1 ml
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Electrophorèse

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

- Solution (A)………………………………………………………………....4,6 ml

- Solution (S)………………………………………………………………...2,51 ml

- Eau distillée……………………………………………………………..….2,73 ml

Dégazer le mélange pendant 2 mn maximum

- SDS (10%)……………………………………………………………….….100 µl

- TEMED…………………………………………………………………….....13 µl

- Persulfate d’ammonium 10%...........................................................................75 µl

Couler à environ 1,5 cm du sommet de la plaque

 Préparation du gel de concentration : T = 4,8% et C = 2,7%

- Solution (A)……………………………………………………………..…..1,3 ml

- Solution (C)……………………………………………………………...…..2,5 ml

- Eau distillée……………………………………………………………….…5,8 ml

Dégazer le mélange quelques secondes

- SDS 10%.........................................................................................................100 µl

- TEMED……………………………………………………………………….20 µl

- Persulfate d’ammonium à 10%..........................................................................10µl

Couler immédiatement sur le gel de séparation puis introduire le peigne

-Dépôt d’échantillon : 10 µl

-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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Annexe III :Protocole d’électrophorèse en condition dissociantes et en présence d’urée et de

2-mercaptoéthanol (PAGE-urée)

Solution :

 Tampon de gel de séparation (S) :

- Tris……………………………………………………………………….....18,15g

- Eau distillée…………………………………………………………………100 ml

Ajuster à pH 8,8 avec du HCl 4N

 Tampon de gel de concentration (C) :

- Tris…………………………………………………………………………..…..6g

- Eau distillée…………………………………………………………………100 ml

Ajuster à pH 6,8 avec du HCl 4N

 Tampon d’électrode

- Tris……………………………………………………………………….….1,12 g

- Glycine……………………………………………………………………....0,58 g

- Eau distillée……………................................................................................200 ml

Ajuster à pH 8,3 avec du Tris

 Tampon d’échantillon

- Solution (C)…………………………………………………………………100 µl

- Urée………………………………………………………………………....700 µl

- 2-mercaptoéthanol…………………………………………………………..200 µl

- Glycérol 50%………………………………………………………………..200 µl

- Bleu de bromophénol………………………………………...…une tête d’aiguille

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

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

- Acrylamide………………………………………………………..…………1,26 g

- Bisacrylamide……………………………………………………………….0,04 g

- Urée…………………………………………………………………………...2,4 g

- Solution (S)…………………………………………………………………..10 ml

Dégazer le mélange 2 mn

- TEMED………………………………………………………………...…….30 µl

- Solution de persulfate d’ammonium 10%........................................................75 µl

Couler à environ 1,5 cm du sommet de la plaque

 Préparation du gel de concentration : T = 4% et C = 2,7%

- Acrylamide ………………………………………………………………….0,38 g

- Bisacrylamide………………………………………………………………..0,01 g

- Urée…………………………………………………………………………...0,5 g

- Solution (C)………………………………………………………………..…10 ml

Dégazer le mélange pendant 2 mn

- TEMED……………………………………………………………………….30 µl

- Solution de persulfate d’ammonium 10%......................................................150 µl

-Dépôt d’échantillon : 10 µl

-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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Annexe IV : Préparation du tampon phosphate 60 mM

-Phosphate monopotassique (KH2PO4) ……………………………………163,308 g/l

-Phosphate dissodique (Na2HPO4)……………………………………...…170,352 g/l

Annexe V : Structure primaire de la caséine αS1 bovine (MERCIER et al., 1971)

Annexe VI : Structure primaire complète de la caséine αS2 bovine (BRIGNON et al., 1977)
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Annexe VII : Structure primaire complète de la caséine β bovine (RIBADEAU-DUMAS et

al., 1972)

Annexe VIII : Structure primaire complète de la caséine κ bovine (MERCIER et al., 1973)
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Annexe IX : Séquence primaire du variant génétique B de la caséine αS1 cameline

(KAPPELER et al., 1998)

Annexe X : Séquence primaire de la caséine αS2 cameline (KAPPELER et al., 1998)

Annexe XI : Séquence primaire de la caséine β cameline (KAPPELER et al., 1998)
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Annexe XII : Séquence primaire de la caséine κ cameline (KAPPELER et al., 1998)

Annexe XIII : Séquence primaire de la caséine αS1 ovine (YEBRIR, 2014)

Annexe XIV : Séquence primaire de la caséine αS2 ovine (YEBRIR, 2014)
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Annexe XV : Séquence primaire de la caséine β ovine (YEBRIR, 2014)

Annexe XVI : Séquence primaire de la caséine κ (YEBRIR, 2014)
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Annexe XVII : Structure primaire de la chymotrypsine (BROWN et HARTLEY, 1966)
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