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|. Synthése des données bibliographiques
1. Introduction

Les protéines sont de valeur nutritiveiSpdnsable pour les humains et les animaux.
Sont présentes dans les produits d'origines vésgtahnimales et les organismes
unicellulaires. Elles présentent non seulementdtesstituants fondamentaux des organismes
vivants, mis aussi jouent un rble moteur dans Henctionnement et méme dans la
protection.

Les structures biochimiques et les commosten acides aminés des protéines different,
ce qui leur confére des propriétés fonctionneltasugritionnelles spécifiques. Cette diversité
de composition, de structure et de propriétés #&@msmc explique le large éventail
d’applications des sources protéiques. En outd&leloppement des techniques d’extraction
met a disposition des filieres alimentaires et ro&lds, un nombre croissant d’'ingrédients
protéiques d’'origine animale, végétale et microberCertaines protéines sont utilisées dans
la formulation des aliments, pourrait conduire a gdedifications qualitatives et quantitatives
tres intéressantes et d’autres sont utilisées codamenolécules thérapeutiques.

Cette importance, met en valeur la nécesianalyses quantitatives des protéines qui se
retrouvent soit dans des produits a I'état brutetransformé, dans le but de contréler la
gualité des matieres premieres et l'influence daisetments technologiques sur les propriétés
et la qualité nutritionnelle des protéines.

Les méthodes de dosage de ces composamésnembreuses et procedent a des
stratégies variables, présentent chacune destéastiques différentes. En vue de choisir la
meéthode la plus indiquée pour telle situation duyige d’échantillon et cibler ainsi I'objectif
de son utilisation, il est nécessaire de compausiperformance en considérant un certains
nombre de critéres d’évaluation : sensibilité, dapj simplicité, codt....etc.

Les techniques utilisant I'absorption dénérgie pour le control et I'analyse des
protéines alimentaires et autres ; nont cessélliév. Les comparateurs visuels de couleurs
ont été remplacés par des colorimetres photo&eetsi puis par des spectrométres toujours
plus performants. Les champs d’applications possilsont nombreux, aussi bien pour le
contréle de produits divers au niveau des indestaigro-alimentaires, pharmaceutiques sans
oublier le domaine de la recherche.

Le but principal de cette recherche bipiéphique, c’est de faire le point de
connaissances sur 'ensemble des méthodes lesifilsées, pour donner I'estimation la plus
proche possible de la teneur en protéines de dpreiduit biologiques, en paralléle discuter
les contraintes et les avantages de chaque nethod

v



2. Généralités sur les protéines

Les protéines sont des macromolécules desmpar succession d'une chaine de
plusieurs acides aminés reliés entre eux par desoffis peptidiques, qui peuvent se
représenter sous forme de plusieurs conformatians gdonner la forme appropriée pour
chaque type de protéine.

2.1. Structure des protéines

Il existe quatre types de structure poote, primaire, secondaire, tertiaire, et

guaternaire (YON, 1969) :
-la structure primaire est composée d’'un enchain¢uiiacides aminés liés les uns aux autres
par des liaisons covalentes et éventuellementgmpdnts disulfures (CHAKROUN, 2004).
-la structure secondaire d’'une protéine décrit iésence de régions repliées de la chaine
polypeptidique. Les deux types de structure sedomées plus communs son le feuillet plissé
B et I'hélicea (I'état hélicoidal) (BRANDEN et TOOZE, 1996).
-la structure tertiaire d’'une protéine représdigangement tridimensionnel de tous les
acides aminés situés dans la chaine polypeptidiGetie structure est maintenue par de
multiples liaisons non covalentes. (KOOLMAN et ROHM97).
-la structure quaternaire est le niveau le plusé&bforganisation des protéines (NAVIZET,
2004).C’est I'arrangement spatial des difféerentes sougesipolypeptidiques et la nature des
interactions existant entre elles (STRYER, 198&)yfe 01).

Hélice o
a'r"””"'“"' Feuillel B
Structure primaire Structure secondaire Structuretertiaire  Structure quatemaire

Figure 01 Structure des protéines (LAGACHERIE et RICARDEARQD05).

2.2. Les différents types de protéines
D’aprés LOUISOT (1983) en peut classar peotéines en deux groupes : protéines
simples et protéines conjuguées (tableau ).




Tableau | : Les deux groupes principaux de protéines (LOUISTIB3).

Holoprotéines (simples) Hétéroprotéines (conjuguéps
Protamines Phosphoprotéines
Histones Glycoprotéines
Albumines Chromoprotéines
Globulines Lipoprotéines
prolamines nucléoprotéines
Glutélines et les scléroprotéines

2.3. Propriétés des protéines
2.3.1. Propriétés physico-chimiques slprotéines
Les protéines sont solubles a faible cotraiion saline ou faible force ionique « salting
in». Par contre, elles sont en général, insoluthées ces mémes solutions salines concentrées
« salting out » (GRYSONt al., 2008). La température augmente la solubilit gletéines
en deca de la température de dénaturation. LeSipestpossedent des propriétés des chaines
latérales porteuses de groupements fonctionnelsmeorfe groupement phénol (Tyr) :
utilisation pour la caractérisation et le dosage ges réactions colorées, en plus de ces
propriétés. Les protéines possedent d’autres mdsriélectriqgues, physiques et chimiques
(tableau Il) (LOREINTet al., 1991).
Tableau Il : les principales propriétés des protéines (LORIENal., 1991)

Propriétés des protéines
Propriétés physiques Propriétés chimiques Autregrp@atés
Isomérie optique (isomére Action d’exopeptidase et Mobilité
Detl) d’endopeptidase électrophorétiques
sédimentation lonisation des acides Solubilité

aminés

viscosité Hydrolyse par des Amphotere et
enzymes amphipolaire

2.3.2. Propriétés techno-fonctionnel des protéines

Les protéines alimentaires possedent deprigtés techno-fonctionnelles de grande
valeur : solubilité, viscosité, hydratation, gdéldtion, propriétés moussantes, propriétés
émulsifiantes .etc. (LORIENT et al., 1991). A cet effet, beaucoup de protéines d’origine
animale et végétale sont exploités par les inthsstrgro-alimentaires, afin de répandre aux
besoins du consommateur qui est devenu de pluplen exigent. A titre d’exemple
d'utilisation des protéines d'origine animale : Ipsotéines laitieres dont les domaines
d’utilisation sont récapitulées dans le tabledu Il
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Tableau Il : Application fonctionnelle des protéines laite(ALAGE et al., 2007).

Protéines Caseéines Caseéinate Protéines
sériques
Produits céréaliers Cremes glacées eConfiseries e
Exemples Boulangerie dessert viennoiseries
d’applications | Farine Produits de Biscuit
Lacto-remplaceurs boulangerie Sauces
Industrie pizza Charcuterie Soupes

Les protéines végeétale alimentaires proviennenomtajrement des graines et sont
présentes en quantité importante dans les prodéiésaliers, les produits issus du soja et les
produits a base de légumineuses (BALA®Eal., 2007). La solubilité est la différence
majeure entre ces protéines. En fonction du tratendes sites hydrophobes ou hydrophiles
sur la protéine peuvent étre démasqués, d'ou dssilplités d’interactions avec l'eau, les
lipides, l'air, etc (tableau 1V).

Tableau IV: Propriétés fonctionnelles des protéines d'origiégétales
(BALAGE et al., 2007).

Interactions Propriétés Applications
Hydratation
gonflement

Protéine /eau Solubilité Boissons
viscosité
Pouvoir épaississant Sauces

Protéine /protéine | Pouvoir gélifiant

Aptitude a former une pate
Rétention des graisses
Propriétés émulsifiantes

Propriétés moussantes

Desserts gélifiés
Produits de cuisson
Produits carnés
Emulsions/sauces
Mousses/Desserts
/Péatisserie

Protéine /lipide
Eau/protéine/huile
Eau/protéine/air

2.4.Role vital des protéines

La dégradation des protéines alimentairedgsgenzymes digestives, fournie les acides
aminés indispensables, leur apport et leur métselisont liés a l'azote. Les protéines
constituent plus de la moitié en poids sec du cbrpsrain, elles participent a la constitution
plastique des cellules et des tissus de plus elipsésentent la majorité des molécules
possédant une activité biologique. Parmi celleles: enzymes, les éléments de défense de
'organisme et les hormones qui assurent la régulatu métabolisme. Comme les glucides ;
les protides se transforment en composés énergétigpar néoglucogenese aprés leur
hydrolyse.
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3. Les méthodes de dosage des protéines
De nombreuses techniques instrumentalksées pour déterminer la concentration de
plusieurs espéces organiques (acides aminés dlin@s) et inorganiques (métaux...) ; les
méthodes spectrophotométriqgues et plus particatiené pour le cas des protéines, la
spectrophotométrie d’absorption moléculaires.
3.1. La spectrophotométrie d’absorption moléulaire
Cette méthode est basées sur la mesufmtedasité d’absorption ou d’émission d’un
rayonnement électromagnétique (SKO@Gal., 1997) par les especes a doser (atomes,
molécules, ions) (LINDEN, 1991). Les rayonnemengs Iplus souvent utilisés sont
l'ultraviolet (UV), la lumiere visible et l'infraroge (IR) dont les longueurs d’ondes
suivantes (GRAVRILOVIEt al., 1996) :
I | | I

180nm VY 40chm VS gocnm R 100C nm

Le domaine le plus propice pour mesuedrsorption des protéines se situe au dessus
de 230 nm (STRONGt al., 1997). A cette longueur d’onde les acides amguigpossedent
des noyaux aromatiques (phénylalanine, tyrosirteyptophane) présentent une contribution
notable (PIERRE, 2003).

3.1.1. Principe

Lorsqu’un photon (son énergie est donnée = h v) passe au voisinage d’'une
particule élémentaire (atome, ion ou molécule)ecaérniere passe de son état dont le niveau
énergétique le plus bas est I'état fondamentalraétat d’énergie plus élevée dit ; un état
excité (figure 02).

Etat excité

Photon .
hy CE=hy
Etat fondamental |, | \ r ‘:b

_..._.
Figure 02: Schéma énergétique et d’excitation d’'une mokepalr un photon
(ROUESSAC, 1992).

L’absorption d’'un photon dans le domainé-Wsible peut souvent étre attribuée a des
électrons appartenant a de petits groupes d’atamesliés chromophores (C=C, C=0, C=N,
C=C, C=N...). Cette absorption se traduit par dessiteons d’électrons engagés dans les
orbitales moléculaires situées a la frontiere, eeéyss derniers niveaux occupés de ['état
fondamental et les premiers niveaux non occupéseétls excités, chaque transition est
caractérisée a la fois par sa longueur d'orideet par son coefficient d’absorption molaire
(e). Parmi les principales transitions électroniqoegrouve :

-les transitions™ o ont lieu pour des longueurs d'onde trés courtee @25 et 160 nm ;
-les transitions ® ¢~ ont lieu pour des longueurs d'onde entre 170 @26 ;

-les transitions ® n  etm -> =~ ont lieu pour des longueurs d'onde voisines seusitentre
165 et 700 nm.
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Par exemple dans le cas d’'un groupe catb@@=0) particulierement abondant dans la

structure des protéines, il existe trois typeshltates :c, n, n et leurs transitions possibles
(figure 03).

. /i ==
N\eFE g

* *

Figure 03 : Représentation schématique des transitignsn,c et =1 d’'un groupement
carbonyle (ROUESSAC, 1992).

3.1.2. Les parametres qui influent I'abgption

Les parametres qui peuvent agir sur lectsp d’absorption d'une substance
comprennent la nature du solvant (figure 04), lapérature, la concentration en électrolytes
et la présence des substances interférentes (letasges qui absorbent dans les méme
régions que la longueur d’'onde choisis) (STRO&@., 1997).

3.1.2.1. Effets du pH

Le pH modifie I'état d’ionisation des aeglaminés et notamment la charge globale de
la protéine, ce qui influe sur la solubilité es Ingueurs d’'onde de leurs d’absorption
(LARTUNDO, 2007). A pH du milieu égal au pH isoéiggue les protéines sont précipitées
dans la solution, donc elles ne sont pas accessildlabsorption.

.5
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0.25 \ o
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1\“‘\-,_ -r"/,/ X
0,15 — *\
0.1

0.95 ——
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Lengueur ¢'onde {nm)

Figure 04 : Longueurs d’ondes absorption de tryptophane esiye a pH=11
(LARTUNDO, 2007).
3.1.2.2 Effets du solvant
L’'augmentation de la polarité du solvasiaiccompagne, en général, d'un effet
bathochromique (déplacement vers des longueursdd®plus élevée) pour les transitions
n —p nn* et d'un effet hypsochromique (déplacement verisldagueurs d’ondes plus faibles)
pour les transitions n n* (Figure 05).




Les effets de ces parametres doiverdg @&nnus et les conditions de I'analyse choisies
pour que I'absorbance ne soit pas affectée paetiep variations incontrolée.

£.0
3.5+

3.0

absorbance

2.57

2.0

220 260 100 340 380

longueurs d'ondes

*
Figure 05 : Effets de la polarité du solvant ; bathochromiqaarges transitions/zn
*
et effet hypsochromique pour les transitions n/

Si le coefficient d’absorptianne dépend pas du solvant, on constate expérireaemgat
des variations dues aux modifications des force®rnmléculaires. De méme, des
concentrations importantes de sels incolores peuwvedifier les relations entre la densité
optique et la concentration en protéine (AUDIGdEal., 1995).

3.2. Appareillage

Le spectrophotométre est un appareil gesure I'absorbance d’'une solution a une
longueur d’onde donnée. Un dispositif monochronraggermet de générer a partir d’'une
source de lumiére visible ou ultraviolette une le@mi monochromatique
(KICHEWASSAMY, 1968). La longueur d’onde est cheigar I'utilisateur. Cette lumiere
traverse alors une solution colorée. Un photocaptenvertit I'intensité lumineuse transmise
en un signal électrique. Enfin un analyseur triatsignal électrique et affiche la valeur de
'absorbance (PRADYT, 2004).

Il existe également deux types de spebttgmetre : le Monofaisceau (figure 06) et le
double faisceau, le deuxieme est plus performaatlgpremier (CASTEXt al., 1967). La
lecture dans le cas du double faisceau représenggport de I'échantillon et le faisceau de
référence, ceci permet de gagner une meilleurdigéatu signal (BROKAERT, 2005).

Diaphragme . _ Cellule photaslectrique Afficheur

Source pol',rLl"nurnalique i -lu

{0,024 4

e hantilion “Amplific ateur

Monochromateur Cuve

Figure 06. Schéma représentatif d’'un spectrophotométre plei Byonofaisceau
(PRADYT, 2004).
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3.3. La spectrophotométrie d’absorption moléculaire appiquée pour l'analyse
guantitative
3.3.1. Dosage spectrophotométriqueisett
3.3.1.1. Loi de Beer Lambert

Le principe de l'utilisation de la speghmtométrie pour I'analyse quantitative directe
est basée sur le fait qu’'une Iumiére monochromatigaverse une solution absorbante de
concentration C contenue dans une cuve d’épaisseur Une partie de ce rayonnement sera
absorbée par I'échantillon et une partie sera strage, cela est déterminé par la relation
suivante : | =¢. 10%'° (figure 07).

Soit § lintensité de la lumiére incidente absorbée efintensité de la lumiere

transmise, le rapporty/l, proportion de lumiére incidente que laissespasine épaisseur |
du milieu est appelé transmittance T (AUDIGHEE al., 1995). Son inverse/l, est 'opacité
(O). L'absorbance A du milieu est donnée par latien suivante (:

A =logio(lo/l) = - logio(T) .. -vevevennnnnn.. (01)
L’absorbance donc est proportionnelle a la conaéiotr de la substance a dosée, qui est
donnée par la relation suivante :

A=l Coi (02)
A : désigne l'absorbance, parametre optique sansertBion, accessible au moyen du
spectrophotometre ;
L : est I'épaisseur (en cm) de la solution traversé
C : la concentration molaire ;
¢ . coefficient d’absorbance propre au composé agaly

Solution absorbante
Concentration C
A
Intensits [~ f/"

LUMIERE incidente g jj"/j | tansrs |
MONOCHROMATIQUE f;/f g

-

() FAISCEAU TRANSMIS

- —
Trajet optique (1)

Figure(07) : Absorption de la lumiére par un matériau homeg&UDIGIE et al., 1995).

3.3.1.2. Les conditions de vdti&de loi de Beer Lambert

La loi de Beer Lambert est une loi qui cencerne que la fraction de la lumiéere
absorbée, est vérifiée dans les conditions suigante
-la lumiere utilisée doit étre monochromatique ;
-les concentrations doivent étre faibles ;
-la solution ne doit étre ni fluorescente ni hégéne ;
-le soluté ne doit pas donner lieu a des transfoms photochimiques ;

Le soluté ne doit pas donné des assonmmtiariables avec le solvant.
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3.3.1.3.imites de validité de la loi de Beer Lamberi
Pour vérifier 1doi de Bee Lambert. il faut pas s’attendteujours que la densité optigt
soit propationnelle a la concentration, ce pour deux ordres de raison différe :

{a couleur des corps peut se modifier avec la aunaton par dissociation électytique,
polymérisation, changement de I'équilibre enformes moléculaires différenteex la
bilirubine.

-la relation D= | ¢ n’est valable que po une radiation monochromatiqLEn dehors de
ce cas, I'absorbant donne un effet de filtre etifit® la lumiére incideni; de sorte que
devient de plus en plus ilide lorsqui L ou C augmentent. &€ effet dépend de la couleur
de lintensité de la coloration cla substance qui absorbée la nature de la source, de
sélectivité du filtre coloré.

3.3.1.4. Loi diditivité des absorbance
Les absorbances ont la propriété d’étre additifigaré 08). Lorsqu’un faisceau traver:
une seul solution ou bien deux solutions succesww contenant deux substances
absorbent a lméme longueur d’onc I'absorbance eda somme des absorbances de ch:
composant du mélangm®ur cette longueur d’on (AUDIGIE et al., 1995.

SOUITe wibs Al souce —H—s s A

Figure 08: Lois d’additivité des absorbances (NICOLASal., 1999.
3.3.2. Dosagmpectrophotométrique: indirect
3.3.2.]Notion de la colorimétrie

Les mesures colorimétriques ont pour principe daparer, dans deconditions bien
déterminésla couleur d’une substar qui esten quantité inconnue a do, avec les mémes
couleurs dela méme substance en quantité col (MENDHAM et al., 2006). Avec un
spectrophotometre, il n'est pas crucia préparer toute une seérikétalon: ; le coefficient
d’absorption molaire peut étre calculé a partirné@'useule mesure d’absorbance ou
transmittance pour une solution étalon, et I'ontpeéduire directement la concentrat
inconnue a partir de la valeur mesuré de l'absame et de coificient molaire pal
I'équation(03) :

__logl/It

Cx T e (03)

3.3.2.2.a courbe étalor
Pour construire une cout étalon, il faut mesurer les spectres d’'un jeu draains trois
solutions d’analyte standardses concentrations de la solution standard doieecadrer |
gamme de concentration attendue des échantilloos |fnalyse. Dans lidéal, toutes |
valeurs standardmesurées devraient se trouver sur une ligne dioiaés dans la pratique |

2




valeurs sont toujours un peu éparpillées (OWENQ200a protéine étalon la plus utilisée au
cours des analyses quantitatives spectrophotorésriges protéines, est I'alboumine sérique
bovine commerciale (BSA).

4. Les criteres de choix de la méthode de dgsa

Le choix de la méthode de dosage dépdimdntent de la fagcon dont nous choisissons
de définir la protéine et les échantillons qui sonbtre disposition (GILLESPI& al., 2011)

D’aprés MULTON1991), le choix de la méthode dépend :

-de la nature du produit ; d’origine végétale ourale, solide ou liquide ;

-de la solubilité et la résistance aux traitemémesmiques ;

-de la liaison des protéines avec des composékdims, glucidiques ou métaux ;
-du nombre d’échantillon ;

-de la concentration de I'échantillon en protéine.

Plus nous avons une idée sur la structuta eomposition de la protéine a doser et la
forme dans laquelle se trouvent dans le milieus gisera facile de choisir la méthode la plus
adéquate.

5. Les principes de base les plus utilisés pda dosage des protéines

Les principes de base peuvent étre regoaplon les difféerents moyens envisagés pour
estimer quantitativement la teneur en protéinesgmtes dans un échantillon d'un produit
alimentaire ou autre a savoir :

-I'évaluation d’'un élément caractéristique (cad'aeote) ;
-la mise en évidence de liaisons patrticulieres ;
-I'utilisation des radicaux fonctionnels ;
-I'exploitation des propriétés absorbante des pmete;
-I'utilisation des réactions immunologiques spépiis.
6. Exemples des méthodes spéctrophotométrigde dosage des protéines
6.1. Dosage des protéines par la déterration de I'azote totale

Généralement I'azoést mesuré par les méthodes de Kjeldahl ou Dunwagan I'une
des formes modifiées de ces méthodes (micro- Kjkldamacro- Kjeldahl). Les protéines
sont d’habitude calculées a partir de la teneurzste total multipliée par un facteur de
conversion. Les facteurs sont spécifiques de ahagpe d’aliments et sont été établis en
fonction de la nature et la composition des pre®inontenues dans la matrice. Parmi ces
meéthodes de dosage on trouve :

6.1.1. Méthode de Kjeldahl

La méthode de Kjeldahl a été présentée &8 lors d'une réunion de la société
chimique danoise par JOHAN KJELDAHen tant que moyens de déterminer I'azote en orge
et levure. Aujourd’hui cette méthode est reconmuaroe méthode de référence.

Elle consiste a effectuer une minéralisatemmplete des molécules organiques ; le
carbone, I'oxygéne et I’hydrogene en gaz carbonigiida transformation de l'azote présent
en ammoniaque, qui peut étre dosé par differentbades.

6.1.1.1 La minéralisation

Consiste a la digestion de lI'azote organigneazote minéral sous forme ammoniacal
(NH4)2 SO, (équation 01) sous l'action d’oxydation par I'acidelfurique bouillant sur la
matiére organique des catalyseurs, qui sont wilggns le but d’accélérer les réactions par
augmentation de la température d’ébullition jus¢®@°C (DUMAS et GRAPIN, 1989).
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Le catalyseur le plus employé au cours hcgssus de minéralisation est Cu SO4. I
existe d'autres catalyseurs qui sont plus efficamrame HgO, mais ils se caractérisent par
une précipitation du mercure avant I'étape suivéiREXROAD et CATHEY, 1976).

(CHNO) + HSO;—» CO; + SQ+H,O+NH'y ............ (04)

La minéralisation par I'acide chromique t& @roposée, il est assez rapide et moins
colteux en réactifs, sont inconvénient apparaitsdis résultats aléatoires qu’il donne
(SWAMINATHIN et SUD ,1976)

6.1.1.2. Mesure de I'azote aromacal
D’aprés GUILLOUEet al (1976) ; trois techniques permettent de doser rfiamaque.
Elles nécessitent la constitution d'une courbealdBdhage obtenue avec des solutions de
concentration connue en sulfate d'ammonium :
-Par titrage apres distillation

L'ammoniaque est titrée par un acide (HE&ISQ,) aprés entrainement a la vapeur
(figure 09) piégeage dans une solution d'acide-pgdaoxybenzoique ou d'acide borique
(URBAN, 1971). Selon la quantité dions d'ammonides concentrations en acide borique
dans la gamme de 0,01 N a 0,5 N sont employés ¢t RANDOLPH, 1978).

Figure 09: Unité de distillation de I'ammoniac (NH(URBAN, 1971).

-Par potentiométrie

L'introduction dans la solution d'une élede spécifique de I'ammoniaque permet une
mesure directe. Une fois I'équilibre atteint efimenmoniac de solution a analyser et les ions
d’ammoniums de la solution interne de I'électroéquation). La différence des potentiels
d'électrodes entre la solution étudiée et une isoluétalon permet, a l'aide d'un facteur
adéquat, de déterminer la quantité d'azote (DESCGHRRE et MEAUX, 1973)

NH3 +H20 <—— NE+OH............ (05)

-Par colorimétrie

Un certain nombre de réactions coloriméei permettent de doser I'ammoniaque.
Parmi les réactifs utilisés nous avons : Hg(téactif de Nessler), la ninhydrine, le phénol
hypochlorite (réaction de Berthelot) (BEECHER et THEN, 1970), le salicylate
dichloroisocyanurate (BIETZ, 1974).

6.1.2. Méthode de Dumas (par pyrolyse)

La méthode de DUMAS a été introduite par JansiB@pbumas en 193&.dosage des
protéines par cette méthode est basée sur uneatadci de I'échantillon en présence d’oxyde
de cuivre .le Carbonne et I'’hydrogéne sont oxyaes sorme de CO2 et H20 et piégés. On




mesure alors le volume d’azote dégagé, d’ou I'audésa teneur sous forme d’azote gazeux
(N2), qui peut étre évalué par différentes méthodeliwétrie, potentiometrie, luminescence)
(SWEENY et REXOARD, 1987 ; JONES 1991).
6.1.3. La conversion du taux d’azotn taux de protéines
Des contraintes ont été retrouvées damsscds particuliers, exemple des protéines
d’origine végétale qui contient plus d’azote qudlesed’origine animale, par conséquent
nécessitent un facteur plus bas (STEVENS, 1992).
JONES, MUSEY et WALKER (1970) ont mesueé dontenu en azote d’'un grand
nombre de protéines isolées et ont proposé desssdei facteurs spécifiques pour déférentes
catégories d'aliments. Ces facteurs ont été largemeoptés et sont utilisés dans le rapport

FAO/OMS (1973) sur les besoins en protéines, qui éoumérés dans le tableau V.
Tableau V : Facteurs de conversion de I'azote en protéinepr@uiuits alimentaires)

(FAO/OMS, 1973).

Produit d’origine animale Produit d’origine végétal
Denrées Facteurs Denrées alimentaires  Facteurs
alimentaires

Viandes ef 6.25 Blé 5.83
poissons

Gélatine 5.55 Riz et farine de riz | 5.83

Laits et produits 6.38 Siegle et farine de6.31
laitiers siegle

Laits maternel 6.37 Orge et farine d'orge  6.51
Euf 6.25 Avoine 6.25

6.1.4. Avantages et inconvénients a@losage des protéines par la détermination

de l'azote
Aujourd’hui ces méthodes sont devenues facilespleisnet plus exacte grace aux
systemes automatisés qui ont été mis en pratigpeisl 1961 (tableaul).

Tableau VI: Automatisation des méthodes de dosage de I'ggotéique

(GODEN et LOISEL, 1994).

Méthode Appareil Propriété
-duré de 12 min
Kjelfoss de foss électric -20 échantillons
Kjeldahl -bonne précision
Kjeltec de Tecator -120 analyses /jrs
-performance élevé
-duré de 3min
Carlo Ebra NA 1500 -bonne sensibilité
-bonne précision
Dumas LECO FP-428 -duré de 3a7 _m.i'n,
et LECO CHN 600 - bonne sensibilité
-bonne précision




Il existe des versions entierement autamuas pour ces méthodes qui sont imposées
pour le dosage en flux continu de l'azote (KRABEI, 1973 ; BIETZ, 1974).

Divers appareils sont proposés sur le marché. Autdées méthodes ont été utilisées
pour le dosage de microquantités de produits, hegi€onstructeurs ont maintenant mis au
point des appareils permettant I'analyse sur destijés de produit de I'ordre du gramme
(MULTON, 1991).

L’inconvénient majeur des méthodes basées surt@ardiation de I'azote totale c’est
gu’elles ne permettent pas de distinguer l'azote pootéique de l'azote protéique en
revanche ; I'hétérogénéité substantionnelle d'uhagtllon a un autre qui dépend de
plusieurs facteurs (espéce, maturation...) (OFTEDR@AAL., 2014), ne rend pas compte de
la valeur réelle en protéines de I'échantillon gsél

Teneur moyenne en azote des protéineiéesrd’origine animale ou végétal est par
convention estimée a 16%, celle des cellules haatées 14%. Ces approximation entrainent
des erreurs souvent non négligeables en fonctiotadeneur en azote non protéique de
I'échantillon (GAVRILOVIE et al., 1996). Par conséquent, le nutritionniste ou |eltuimiste
peut aller loin dans leurs analyses par I'élimoratde I'azote non protéique considérer
comme contaminant. Mais les méthodes d’éliminatiehgue la coagulation, la précipitation
des protéines, la dialyse et la filtration sontggméral peu compatible avec le dosage de
routine ; et de plus elles réalisent des sépamatiobitraires, de sorte qu'il faut en rechercher
les conditions pour chaque produit (MULTON, 1991).

6.2. Dosage des protéines par absorptida rayonnements

6.2.1. Spectrophotométrie ultra-viote

La spectrophotométrie UV est égalemert triéle pour le dosage des protéines. Les
protéines absorbent la lumiére dans la gamme UY¥ .dcgdes aminés aromatiques tyrosine et
tryptophane donnent aux protéines la capacité diles dans l'ultraviolet a 280 nm, qui est
généralement utilisée pour estimer la concentraioprotéines. La phénylalanine et les ponts
disulfures contribuent également a I'absorptioretieclongueur d’ondes (GAVRILOVIEt
al., 1996) (figure 10).

Les protéines posséde d’autres propradiésrbantes dans I'UV tels que :

-la présence des liaisons peptidiques qui absoeb&80 nm ;

-la plus part des acides aminées qui absorbeme &80 et 220 nm ;
-la cystine qui absorbe a 240 nm ;

-les ponts disulfures qui absorbent a 250 nm.
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Figure 10: Absorption des I'acides aminés aromatiques (pla¢amyine, tyrosine,
tryptophane) (GAVRILOVIEet al., 1996).
6.2.2. Spectrofluorométrie

Le dosage des protéines par la spectrafinétrie est réalisé par la mise en ceuvre des
réactions chimiques par la formation des complegae les ions ou les molécules
fluorescentes et la molécule a doser.

Les protéines réémettent a 340 nm la leenigu’elles absorbent a 275nm et la
fluorescence ainsi apparue peut étre utilisée [godosage des protéines.

Des marqueurs fluorescents greffés denfapwalente sur la protéine afin d’effectuer
son dosag€KRESSet al., 2003). De marqueurs sont développés depuisepitssdécennies
pour différents types d’applications biologiquedlete que I'imagerie, I'histologie ou la
cryométrie. Parmi les familles de molécule utilséselle des rhodamines, dont la structure de
base est la Fluorone (Figure 11). Elle est, de, phasns sensible aux variations de pH que les
dérivés de la fluorescéine (BRANDTZAEG 1975; MCKAlal., 1981).
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Figure 11 : Structure chimique de la fluorone et rhodamiRBRESSet al., 2003).
6.2.3. Spectrophotométrie infrarouge

Le rayonnement infra-rouge produit deHaleur. Quand un échantillon est chauffer, de
I'agitation moléculaire sera produite: les atomesstituant les molécules vibrent autour de
leurs liaisons€Comme dans les autres spectroscopies, les nivéaogrdie sont quantifiés, les
liaisons ne peuvent pas vibrer a n'importe quetgtdience.

Le dosage des protéines est égalemeatapplication majeure de la SPIR. Les
protéines présentes de nombreuses bandes d'absgrptie des plus caractéristiques se
situent a 2180 nm (combinaison amide let amideDans des nombreux domaines, la
précision obtenue est exilent. L’erreur résidueede I'ordre de 0,25 % de la matiére seche




dans le cas des farines de blé .Ce chiffre ed ticdsin de I'erreur associé aux essais de
reproductibilité de la méthode de Kjeldahl (LINDEN391).

6.2.4. Avantages et inconvénient deshge des protéines par absorption de
rayonnement

Les méthodes spectrophotométriques dans I'UVI'IB;, sont des méthodes tres
intéressantes car elles sont rapides, simples brpmntes. Elles demandent moins de
manipulation que les méthodes chimiques, mais akige matériel couteux et tres spécialise.

L'avantage de la quantification des protéines parrhéthodes physiques ; c’est que
I'échantillon peut étre récupéré et il est relatieat quantitatif si un coefficient précis
d'extinction est connu (LEACH et SCHERAGA, 1980F plus il n'est pas affectée par la
diffusion de la lumiere ce qui permet de l'utilistirectement sur des suspensions sans
filtration ni centrifugation (NAKAMURA et PISANO, 976), donc codt de chaque analyse
est souvent faible.

L’absorption des protéines dans I'UV n’pas trés intense ainsi que le dosage n’est pas
précis. Elle a cependant un inconvénient majeutigodierement pour un dosage quantitatif.

En effet, la présence de contaminantstayae absorption dans les mémes régions que
les protéines, peuvent fausser les résultats. Hagmontaminants potentiels, on retrouve les
acides nucléiques qui absorbent fortement autout5denm, ce qui entraine des mauvaises
corrélations avec la méthode de Kjeldahl (HUIDSQNW@CAS, 1983).

En plus d'effet du pH sur I'absorption declde aminée tyrosine et tryptophane, parmi
les autres contaminants. Les produits tamponssetiééergents peuvent aussi étre souvent
problématiques. Il faut donc faire des correctidngond spectral et rechercher des conditions
de solubilisations maximales du produit dans lesebaou les acides dilués, ou dans les
solutions concentrées de I'urée (CARBALLIDEDal., 1978)

De nombreuses substances fluorescentepmd@iques contenues dans I'échantillon,
notamment dans les aliments interfére les résulbssorte que ce dosage est mieux adapté a
pour les protéines purifier, qu'a I'analyse d’'un®tpine qui se trouve dans un échantillon
hétérogene (MULTON, 1991).

Les équations de prédiction de la teneupmtéine avec I'IR incluent généralement
d’autres longueurs d’ondes, pour tenir compte dtigérences liées aux bandes d’absorption
exemple d’amidon (2100 nm) (DEVEAUX, 1989). Il esfpendant préférable d'utiliser des
facteurs de correction pour toutes les longueursnaks pour régler le probleme
I'hétérogénéité des aliments (GUILLG#al., 1986).

Dans les années 1980, [l'apparition d'une/eitaigénération d'appareils de conception
totalement nouvelle a radicalement modifie les @asndu probléme d’analyse quantitative
effectuées par 'R (VESSIERESal., 1992).

6.3. Dosage des proteines par les techugg immunologiques

Les méthodes immunologiques regroupamskmble des techniques mettant enjeu la
réaction antigéne-anticorps. Cette réaction a @igée en premier lieu en milieu gélifié pour
détecter la présence d’antigene. Depuis la prendéseription du dosage de l'insuline en
1959 par ROSALYN et SOLOMON, les méthodes de dosmgeilieu liquide sont devenues
possible pour quantifier les protéines (Ag).
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6.3.1. Méthode de RIA (radio-immunolgique)

Les techniques radio-immunologiques repbssur [l'utilisation d’antigenes ou
d’anticorps marqués avec un isotope (tritidhh ou le pus sauvent). Elles sont tés
sensibles (jusqu'a 0.01 ng/ml) mais nécessitembwnd équipement de mesure et ne peuvent
pas étres mises en ceuvre que dans certains labesgtdNDEN, 1991).

6.3.2. Technigue d’ ELISA (immuno-ezymatique)

La méthode est réalisé par l'utilisatdes anticorps polyclonaux ou monoclonaux pour
reconnaissance de la protéine a doser avec undaedfinité et spécificité. Ces anticorps
possedent une partie constante sur la chaine logudepeut étre reconnue par d'autres
anticorps (anticorps anti-souris, anti-lapin, astiévre,...).Ces anticorps sont couplés
chimiquement a des enzymes qui serviront de marquéENGVALL et PERLMAN,
1971).Ces enzymes peuvent étre la phosphataseinalcal la peroxydase, catalyse
I'nydrolyse du para-nitrophénolphosphate, ce sabdgvient jaune conduit a I'émission d'un
signal chromogeéne qui est proportionnelle a laceatration de I'antigene (Figure 12),
absorbe dans les régions d'ultra-violet a 405 RAITT et al., 1977).
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Figure 12: L'émission d'un signal chromogeéne par catalygeliblyse du para-
nitrophénolphosphate (ROIT& al., 1977).
6.3.3. Avantages et inconvénientsminuno-dosage des protéines

Pendant longtemps, seuls les marqueurs radioamtifsété utilisés, dont la qualité
essentielle est liée a leurs propriétés d’émissmmm modifiées par I'environnement
physicochimique, et a la sensibilité de la détectio

A cause des contraintes et limitationsdi¢a I'emploi des traceurs radioactifs, a leur
durée de vie limitée, leurs stockages et au tratendes déchets radioactifs, constituent la
pierre d’achoppement de ce type de dos@dESSIERES et al., 1992). Cependant,
I'utilisation de la radioactivité présente un ingénient majeur puisqu’elle est restreinte
seulement aux laboratoires agréés pour la mkatipn de radioéléments (SPITZ, 2006).

Malgré une tres forte sensibilité et ua€ilité de mise en ceuvre, les immunodosages ne
permettent pas d’identifier formellement et sandiguité le composé qui est analysé, et la
spécificité des anticorps utilisés ne permetterst toajours d’éliminer les réactions croisées
avec des molécules interférentes (LAMIGI., 2006). La présence d’'une molécule possédant
un épitope semblable a I'épitope de l'antigene alysmer peut entrainer une réaction avec
I'anticorps utilisé.

Une autre source d’erreur apparait lor§aideons non spécifiques entre les réactifs, par
l'intermédiaire de substances semblables aux f6detERMAN et al., 1997).
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6.4. Méthode de biuret 1949 (liaisons pigiques)

La méthode de Biuret basée sur la réacntre les liaisons peptidiques des protéines
et un métal de transition (Cu, Ni...) pour former complexe coloré sabi&ICHTERICH,
1965) Les ions C&" (ajoutés sous forme de sulfate de cuivre) sé &ar atomes d’azote de
ces liaisons dans des conditions de pH alcalum(@dl3), produisant ainsi un complexe de
couleur mauve avec absorption maximale a 540-550(GMRILOVIE et al., 1996), la
coloration violette observée en milieu trés alcast tres probablement due a la formation
d’'un complexe de coordination des ions cuivriguescdes doublets électroniques libres des

atomes d’azote et d’oxygéne dans certains cas §EI®t BLANC, 1973).
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Figure 13: Réaction du cuivre avec les liaisons peptidique3IBET et BLANC, 1973).

6.4.1. Avantages et inconvénients ldeméthode biuret

Cette méthode présente un intérét pluadg@our une détermination quantitative de
protéines, puisqu'elle fait appel a une caractgust commune a toutes les protéines
(GRAPPIN et JEUNET, 1976).

Les principaux parametres de la méthodeebsont optimisés, a savoir la concentration
en réactif (soude et Cu(EDTA) Na, le temps et fapgérature de la réaction (BOSSET et,
BLANC, 1973).

Les risques de réduction des ions cuivequer les sucres réducteurs , en milieu alcalin
limite I'utilisation de cette méthode notament gmcaalimentaire.Ainssi la réaction de biuert
ne donne pas des résultats just pour le dosagprd&eines du lait entier a cause du lactose
(3,6% en masse ) qui interfére par son caractéectéur , mais aussi la turbidité de ce milieu
par la matiére grasse et les caséeines (RENBER, 1972) .

6.5. Dosage des protéines par évaluatioagdradicaux fonctionnels

6.5.1. Méthode de Lowry (1951)

Cette méthode est basé sur l'obtention d’'un compdsémogene par la réaction
d’oxydoréduction, cette derniére a lieu d’'une s groupements de protéines notamment
les groupements phényliques du tryptophane, dgdaite et dans une moindre mesure ceux
de la cystéine et histidines (la liaison peptidigt@ussi impliquée) et d’autre part, le réactif
de Folin-Ciacalteau dont I'acide phophomolybdo-iitgie est le constituant actif en milieu
alcalin (LOWRY et al., 1951). Cette réaction donne naissance a uneatiolo en bleu de
molybdene (couleur bleu foncée) dont I'intensitéressurée a750 nm elle permet de doser
du réactif de Folin-Ciacalteau par le complexe d@ndigure 15 qui est dans le format
original proposé par LOWRY (figure 14).
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Figure 14 : Les principaux mécanismes réactionnels de la métded OWRY 1951.

6.5.2. La méthode de BCA (dosage aVacide bicinchonique)
Cette méthode est basée sur des réaatlimiques a I'aide de BCA qui met en jeu
deux solutions commercialise@&/ALKER, 1994). Une I'acide bicinchonique et unetrau
de sulfate de cuivre.
Les ions Cili sont réduits en Cuen présence de protéines (figure 15), cela inshuit
virage dans la solution au pourpre donc ; les preggen suspension peuvent étre dosé a
562nm.

Bicinchoninic Acid BCA-Copper
(BCA) sodium salt Reaction

Figure 15: Mécanisme réactionnel de BCA avec le CUWWALKER, 1994).

6.5.3. Dosage avec I'O-phthaldéhydercaptoéthanol

Cette méthode conduit a la formation deomposé fluorescent, I'émission de la
fluorescence peut étre mesurée par fluorométriepléeu a un spectrophotométre,
(MAKAMURA et PISANO, 1976). La réaction a lieu peardt 20 minutes pour des mesures
dans un volume de I'ordre de nano-litre (Figure, 1®&¥luorescamine réagit avec les aminés
primaires conduisant a la formation de composésdlcents. En conséquence, plus il y aura
d'aminés primaires initialement disponibles supriatéine, plus le signal de fluorescence sera
important.
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Figure 16. Couplage fluorescent entre une amine primaita ftorosamine a pH=9 selon
DELLOBET (1991).

6.5.4. Avantage et inconvénients deshge par I'évaluation des radicaux
fonctionnels

L’analyse par la méthode de Lowry est analyse influencée par d'autres solutés
ainsi, elle donne une indication fausse de protéime présence des polyphénols, vue que
toutes les deux réduisent le réactif de Folinc@li@au, contribuant a I'absorbance dans la
méme région du spectre pour les complexes de peo{@b0 nm) (SMITHt al., 1979). Elle
est trés sensible a de trés nombreuses substabedérentes comme : certains peptides, des
acides aminés, le saccharose, le glycérol, lesvérimercaptan, 'EDTA, de nombreux
détergents, etc. (BENSADOOUN, 1976; PETERSON, 19D@) nombreuses variantes ont
ete déeveloppées pour contrecaré ces défauts, aitmmsméthode permettant d'éliminer les
substances interférentes par micro précipitation metéines a l'acide trichloracétique apres
complexation avec du déoxycholate (PETERSON, 1977).

La méthode BCA est trés sensible que &thode de LOWRY, mais elle reste
spécifiqgue juste pour quelgues produits. Par coidredosage avec |'o-phthaldéhyde
mercaptoéthanol dans le cas des protéines en jnyisioelle est trés sensible dans la mesure
des gantités d’albumines de 'ordre de picogranma.

6.6. Dosage des fonctions amines libres

Les fonctions amines des résidus des ipeséprésentent une certaine réactivité.
Lorsqu’elles sont libres elles peuvent donner lgedes applications analytiques par deux
types de réaction : liaisons avec de type électligsie avec des colorants acides, et
substitution par des dérivés fluorescents.

6.6.1. Méthode de Dye Binding Capagi(Fixation de colorant)

Elle consiste a évaluer par spectrophétam un colorant de I'acide sulfoniques en
exces aprés sa fixation sur les protéines insaddisil(MCSWEENY et FOX, 1997). Les
colorants les plus utilisés sont : le Noir AmidoB0Orange G ET Acide Green. La quantité
de colorant fixée sur les protéines est calculéglpsieurs méthodes. Elle est proportionnelle
a la quantité de résidus basiques des protéinksati@antillon analysé.

6.6.2. Méthode de Bradford 1976 (Fikans non covalentes de colorants)

L'analyse par la méthode de Bradford @stiée sur des interactions entre les résidus de
base d'acides aminés (principalement arginineindyst histidine) avec le colorant brillant du
bleu G-250 de Coomassie (figure 17). D’aprés (BOAN et al., 1996) la réalisation de la
réaction de Bradford dans une solution de CBB ecjgermet de diminuer le temps
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d’incubation. Dans ces conditions le colorantisédcilement aux acides aminés aromatiques
(BONMATI et al., 2009). Apres la liaison du réactif avec ces exidminés hydrophobes ; la
solution vire vers une coloration rouge, I'absoi®m peut étre obtenue a l'aide d'un
spectrophotomeétre dans la longueur d’'onde maxiahalé65-595 nm donc ; a partir de cette
absorbance la concentration en protéines et faeitendéduite par la loi de BEER-
LAMBERT (BRADFORD, 1976).
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Figure 17 : Structure chimique de colorant brillant du ble2&3 de Coomassie
(BRADFORD, 1976).

6.6.3. Les avantages et inconvéniene dosage des fonctions amines libres
L'analyse de Bradford est devenue la méthode coétrique de choix, cela est due

principalement a sa sensibilité élevée, linéa&gues et a la vitesse de l'analyse (SAPAN
et al., 1999). Elle permet de doser des quantités deéipeode I'ordre du microgramme.

L’analyse de Bradford est caractériséedgarinteractions entre le réactif et les hydrates
qui se trouvent dans la suspension a analysermmogat avec des sels, des détergents et
drogues (REMILEet al., 2013). Les mémes types d'interactions qui existerre les
protéines et le bleu de Coomassie G-250, pelwdgaiement exister entre le colorant et les
parties hydrophobes ou aromatiques de I'ADN ouvAfReN (CESCCOCet al., 2012).

Un autre défaut lié & sa réactivité oti tees différente face a diverses protéines. En
effet le contenu en arginine et en certains acatesés hydrophobes est tres variable. La
sensibilité du bleu G-250 de Coomassie pour l'albamest plus grande que pour des
globulines et pour cela les courbes standards lpawéthode de biuret sont plus linéaires que
ceux pour la méthode de Bradford (WILGENBURG, 19&I)e protéine pure dosée par cette
meéthode aura tendance a donner une valeur plus figtun mélange de protéine (LINDEN,
1991).

La méthode BDC simple, sa rapidité estatelre de 60 a180 échantillons /heure, elle
présente une bonne reproductibilité (GUILLG# al., 1984) .Comme toutes les autres
méthodes ; la BDC présente aussi des inconvéngnts plus courant c’est la présence de
composeés (Hg, @IK, Cr, O7) entrant en compétition de fixation avec le cahbraur les
protéines (GRAPPINt al., 1976).
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7. Domaines d’applications des méthodes de dosagles protéines

7.1. Domaine agro-alimentaire

7.1.1. Industrie laitiéres

Parmi les produits d'origine biologiqule, lait présente une source abondante de
protéines animales et qui présentent environ Mb% d’azote protéique, ces protéines
possedent de trés bonne propriétés nutritionneadbas elles présentent une excellente
digestibilité en plus des propriétés et technafiomnels a la base de la fabrication de
plusieurs produit .Dans le cas des protéines laetidcaseines et les protéines du lactosérum),
la détermination de la teneur en protéines totakegait par la méthode du Kjeldahl, par
fixation de colorant ou par spectrométrie dandréiouge et l'ultraviolet. La méthode par
fixation de colorant (principalement le noir amidx)la spectrophotométrie dans l'infrarouge
sont les plus utilisées dans les laboratoires der@e de l'industrie laitiere (GUILLOU,
1976). La variabilité des résultats sont relatik dacteurs naturels (race, stade de lactation,
saison, alimentation.....) gu'a la méthode de dosaitjsée (GROVES, 1960).

7.1.2. Industrie céréaliéres

Les protéines d’origine végétale les plus expeés a I'échelle industrielle sont celles
des céréales comme le blé et I'orge (gliadinedudégines). Ces protéines occupent une place
tres importante sur le plan nutritionnel et écorgureicar elles permettent la fabrication d’'un
certain nombre de produits a forte consommatioateq) pain, biscuits....etc (GODON et
LOISEL, 1994).

La méthode idéale pour le dosage des ipgstédes céréales est Kjeldahl car ces
dernieres contiennent peu d’azote non organiqueDE&®0et LOISEL, 1997)

7.1.3. Autres industries

Des produits agricoles ou alimentaires provoquansi la formation d’anticorps qui
peuvent étre utilisés pour leurs dosages (ROSSE&@AL, 1981).

Pour les protéines d’origine animalanéthode de référence adoptée est la méthode de
Kjeldahl (GUILLOUet al., 1976). Par contre la méthode Dumas est te&fgnable pour les
protéines végétales, Il ya plusieurs raisons :rtelgt doit étre sec, d’'ou la nécessité de le
déshydrater avant I'analyse ; il doit étre finemlerttyé et bien homogénéisé pour diminuer
le risque d'erreur (MULTON, 1991) ce qui est commpée pour les denrées alimentaires
d’origine animale, vue leurs variabilité en terragture.

L'application répandue de dosage de l'azote to#alprolongé sa portée a la
détermination de l'azote de protéines des prodaitbase de viande, biére et d’autres
matériaux de nourriture, vu que cette teneur inlobermément sur la qualité de ces produits
(HENRY, 1984).

7.2. Domaine médicale

7.2.1 Contrdle au niveau des industs pharmaceutiques

Dans lindustrie pharmaceutique (par ejundvaccin), la teneur en protéines des
milieux de culture doit étre souvent déterminéesdkncadre de contrbles de qualité des
produits. Il existe aujourd’hui un grand nombrendéthodes pour cet effet. La plupart de ces
meéthodes réalisent les tests de quantificationpdetines selon Lowry, Bradford, BCA et
Biuret, qui sont basées sur des réactions de c¢mordiverses avec le reste d’acides amineés,
ensuite avec divers mesure soit par absorption salaleyueurs d’onde définies dans le

=



domaine spectral visible, soit par la méthode dightson UV directe et par une méthode
d’analyse par fluorescence (BLETZINGER et JENA1D0

Aujourd’hui grace aux systemes automatisisms ce contexte, les industries
pharmaceutiques arrivent a réalise des contrélesmédicament trés sensible a titre
d’exemple controle des préparations chimio tharagees a base d’anticorps monoclonaux
par 'automate Multispec utilisé (figure18), combila spectrométrie UV et IR (BAZIM al.,
2010) .

Figure 18 : photographie pour 'automate Multispec (BAZ#nal., 2010).

7.2.2. Contrdle au niveau des laboratoirebanalyse médicale

En virologie, un meilleur choix des sbhes vaccinales, consiste a analyser le génome
virale ou ses produits, protéines virales, la ni@ales cas, ses protéines ; ne représentent
gu'une trés faible quantité des protéines totates,qui est délicat pour une analyse
guantitative. Donc, des techniques radio-immunajogs mis en ceuvre pour effectuer le
dosage de ce type d’échantillon a I'aide des arigtres spécifiques ; anticorps monoclonal
(LATORRE et al., 1984).

Les connaissances acquises sur I'enddogieode la gestation ont fortement évoluées,
grace au déeveloppement de différents systemes siegdades protéines associées, dans le
sang et dans et le lait par des méthodes radiasimiagique (BAPTIST, 2012).

La détermination quantitative des protéines endési biologiques, en utilisant la
méthode de Bradford, a été évaluée en compararg oeithode a la méthode de biuret
(WILGENBURG, 1981) l'analyse avec du bleu de Coesma G-250 est plus laborieuses et
prennent beaucoup plus de temps que la réactibiudet (PIERCE, 1977).

Afin de diagnostiquer une éventuelle m@ade dosage spécifique des protéines
sériques par des techniques immunologiques estré@andu au niveau des laboratoires
d’analyses médicales et cette derniére peut étoeratisée.

Contrairement au sérum, il n'existe pas ndéthode de référence pour le dosage
guantitatif des protéines urinairédMAI, 1986). Ceci s’explique par la diversité d’gme des
protéines présentes dans l'urine. Les faibles aunaons physiologiques doublées d’'une
amplitude considérable de variation (facteur 1 O&0@nfin la complexité physico-chimique
de l'urine (sels, métabolites endogenes et exodénes

Selon (HATTCHOUEIet al., 2009) les techniques les plus utilisées poudloEage des
protéines totales au niveau des laboratoires d/aeal médicales est la méthode
colorimétrique fondée sur la réaction du Biurete@wou sans iodure de potassium), pres de
99% d'utilisateurs et 1% pour la mesure de I'iedite réfraction du sérum (réfractométrie).
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7.3. Domaine de la recherche

Des techniques de hautes performancesmmoent I'HPLC, I'électrophorése capillaire
et la FPLC permettent de quantifier de trés petjtemtités de protéines (de I'ordre du miro et
du nanogramme) présentes dans un mélange. Cesqeehrsont malheureusement trés
couteuses pour étre utilisés comme méthodes dgelosaroutine

Lors de l'extraction des enzymes d'orginégétale, microbienne et animale, le
contrle de taux purification par des techniquescgophotométriques est tres utilisé, ces
enzymes sont dosées par des méthodes colorimétiguelées a une évaluation de I'activité
enzymatique (HAMBERT et ALIAS, 1979 ; LINDEN ,1986)

8. Conclusion et perspective

Dans les organismes vivants ; les progaumnstituent la classe la plus nombreuse et la
plus complexe, et pour cela de grands progrés @ntéalisés dans les méthodes de leurs
études qualitatives et quantitatives

Il ressort de cette recherche bibliogrgphki que I'analyse quantitative des protéines
dans une matrice alimentaire ou non alimentairat e réalisé par plusieurs méthodes qui
différent selon le principe de base utilisé migssales conditions expérimentales mises en
ceuvre.

La méthode de KJELDAHL est la méthode éférence, appliqué a tous les types de
protéines. Le principal avantage de la méthode lastemarquable précision de la
détermination du taux d’'azote (0,5 a 1%). En reliancette précision n’est pas tout a fait
représentative de la valeur réelle de la conceatran protéines. En effet des fluctuations
peuvent étre rencontrées lors de I'analyse desuigod’origine divers, d’une part, et d’autre
part, a cause des proportions variables dans IMditloa.

En dehors de la méthode de KJELDAHL dadapte a tous les cas de figures, les
autres méthodes décrites précédemment reposetd sature des protéines considéerées et
I'objectif de quantification. Il existe d’autres thédes chimiques et physiques qui sont pas
présentés dans cette étude, car elles sont cofsgdéomme dépassées a cause de leur
reproductibilité et leur sensibilité qui sont moimsnnes et aussi leur manque de fidélité ces
méthodes sont : le dosage par formol titratiom,dgplacement par une base, par titrage au
formaldéhyde, par action d’exopeptidase, par mébhatElectrodes spécifiques, ....etc.

Actuellement, une large gamme de teslisarit les analystes marqués par des enzymes,
des traceurs fluorescents, luminescents ou autneis dssponibles. Une nouvelle méthode
immunodosages non isotopique qui utilise commeetrexcdes complexes organométalliques,
du cobalt ou du manganese carbonyle et comme netediétection et de dosage dans les
zones de linfra-rouge. Le principe de ce dosage besé sur les propriétés spectrales
particulieres de ces complexes, qui ont de treegdpandes d'absorption dans Le domaine
1800-2200 nm ; une région dans laquelle les preté@ les molécules organiques n'absorbent
pas.

La technologie de la fabrication des sp@hotometres a barrette d’iode est considérée
comme une révolution du siecle pour les domainedaqa appel aux technigues optiques,
notamment pour celles danalyse des molécules dimles, comme techniques
spectrophotométriques de dosage des protéinesspg@esrophotometres puissant, disponible
sur le marché pour la mesure simultanée du spketrimeux complet, de l'ultra-violet au
visible en seulement 0,1 seconde comme ils perntettanalyse multicomposés des
mélanges, avec robustesse et fiabilité exceptitame
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I1. Partie expérimentale
1. Introduction
Parmi les objectifs de la biochimie aliteere, la séparation et la quantification des

différents constituants présents dans les alim@ntgéines, lipides, glucides et vitamines). La
séparation permet leur identification ultérieurat(me et fonction des constituants) et la
guantification permet de déterminer leur tenewatiet suivant le but recherché.

Le contréle des produits alimentaires camuialisés, permet d’évaluer la qualité, la
stabilité et la consistance du produit en ce quicemne ses caractéristiques nutritionnelles et
organoleptiques qui son intimement liées a sonir@i{espece, climat....etc.), a son
processus de fabrication, ainsi que le mode deeceagon impliquée.

Le stage a été réalisé au laboratoire gaglgue de biochimie, Hassnaoua Il de
l'université M. Mammeri de Tizi-Ouzou. Il a été soiendu par le matériel et les méthodes ci
apres indiqués.

2. Matériels et méthodes

2.1. Matériel

2.1.1. Matiére premiére
Les échantillons utilisés dans le cadreatte étude sont de diverse nature :
- Les échantillons de jus Jus frais d’orange et de citron, jus commer@dmy, Rouiba,
Vita-jus), jus lacté et un jus light.
- Les échantillons du lait: lait écrémé, lactosérum lyophilisé du lait deha, lactosérum
non lyophilisé du lait de brebis.
- Les échantillons d’huile: huiles d’olive, huile de soja (Safia), huile d®za.
- Autres échantillons: la margarine, smen, le beurre de vache nature.
2.1.2. Appareillage
-unité d'électrophorése sur mini cuves verticalesngrenant : cuves d’électrophorese,
générateur de courant, plagues en verre et en Xwydkodalumine (10 x 8 cm), des
espaceurs, peigne.
-unit¢ de chromatographie liquide basse pressionmpoenant. une colonne
chromatographique contenant le gel (dimension 1.8Qcm), un détecteur UV, une pompe
péristaltique, un collecteur et un enregistreupbigue ;
- balance de précision a 0,01lmg (SARTORIUS) etrizaa analytiques a affichage digital
(0,01g) (Denver Instrument) ;
- spectrophotomeétre UV Visible (SCHIMADZU, Japon) ;
- pH métre (Hanna-instruments) ;
- lyophilisateur a plateau (BETA, Allemagne) ;
- centrifugeuse réfrigérée, max 28 000 x g (SIGMA)
- agitateurs variés (de tubes, a plateau, a barmeagnétiques chauffant et non chauffant...) ;
- dessiccateur ;
- bain Marie (Memmert, Allemagne) ;
- pompe pour le dégazage.
2.1.3. Autres matériels

Barrots magnétiques, creme anti fuitequaites, filtres, la barre magnétique, la
coupelle, les emboues, les gants, moule, papiermpmdette, pince, spatule, barre a aiment,
poire, portoirs, micropipettes (20-200ul), (100-@Q0, bavettes.
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2.1.4. Produits chimiques et réactifs
- Dosage de la vitamine C : 2,6 dichlorophénol gtainol (DCPIP) ; bicarbonate de sodium
(NaCQ;) ; acide ascorbique ; acide acétique glaciale.
- Détermination des indices d’iode et d’aciditérBunatiére grasse : éthanol ; potasse KOH ;
phénolphtaléine, thiosulfate de sodium {83, 0,02N) ; lugol.
- Dosage des glucides : le 3,5 dinitrosalyciligD&S).
- Dosage des protéines : JI&; anhydrid, NaOH, CuSgQtartrate de Na et K ,1%, réactif de
Folin-Ciocalteu, Alboumine Sérique Bovine (BSA).
- Hydrolyse acide des sucres 3D, (72%, V/V), solution d’ammoniaque.
- la CCM : gel de silice, solvants (butanol, acidétique, éthanol), réactif de Molisch, acide
sulfurique 20%, alpha-Neftoli, des solutions stadda(Glucose, Galactose, Fructose,
cellobiose) ;
- hydrolyse enzymatique des protéines du lait :p@mTris-HCI 0,5 M, pH 6,4 ; enzyme la
papaine.

2.1.5. Verreries

Béchers (50, 100, 250, 500 et 1000ml);eBarde 100ml ; entonnoir ; erlenmeyer ;fiole
a vide de 100ml; éprouvettes (50 et 250 ml) ; gerend’Hamilton, fiole jaugée(10, 25, 50,
100, 250 et 500ml)et de 1L. Pipette jaugée de (Bml et 10ml), 10ml ; tubes a essai.

2.2 Méthodes

2.2.1 Méthodes physicochimiques
2.2.1.1. Mesure de pH

La valeur du pH est lue directement sypHemetre aprés immersion de son électrode
dans I'échantillon a analyser. Les mesures so&tdoiées d'une étape d’étalonnage qui
consiste en un ajustement du cadre de lecture dulfaitle d’'une solution tampon.

2.2.1.2. Dosage de la vitamined@ns les jus

L’acide ascorbique (Vit C) est une molécties répondue dans les aliments notamment
dans les jus de fruits. De tres nombreuses étuatest® faites, que se soit sur le métabolisme
ou sur ses influences multiples dans des domairsss @ariés que les réactions immunitaires,
le systeme cytochrome P-450, la division cellulaitkydroxylation de collagene et de
I'élastine (SEIBet al., 1982).

Principe :

Les méthodes de dosages de la vitamine C sonvdré&es et utilisent principalement
ses propriétés réductrices. le choix de la métlugieldépend surtout de sa concentration et la
complexité du milieu dans lequel on la dose (GRAOE et al., 1996).

La méthode la plus utilisé est celle du titrageunndtrique de la forme réduite d&6
dichlorophénol indophénolqui a pour particularité I'oxydation de la Vit C emlieu acide
(figure 19), ce qui renforce cette stabilité dortname coloration rose caractéristique (AOAC,
1984). Les conditions utilisées sont celles recondéas par AUDIGIEt al (1978).

(annexe 01). La réaction d’oxydation de cette Vitas'écrit :




OH - 0 > HC| 0 +2+2H
H-C H-C |
HO - | HO —ﬁ
H20H H10H
Acide -L-ascorbique Acide -L-déhydroa scnrhiquel

Figure 19 :Réaction de I'oxydation de la vitamine C (AUDIG¢Eal., 1978).
2.2.1.3 Détermination des indis d’iode et d’acidité d’'une matiere grasse
2.2.1.3.1 Détermination d’incke d’acidité
Principe

L'indice d’'acide d’'un corps gras est laaqgtité de potasse exprimée en milligramme,
nécessaire pour neutraliser toute les fonctiondeaclibres contenues dans un gramme de
corps gragFIGARELLA, 1996).

RCOOH+OH ———» R-COO+H0........... (06)

L’indice d’acide permet aussi de mesuregquantité d’acides gras libres résultant des
réactions d’hydrolyse et d’oxydation des triglycdé&s (NDEYE, 2001). Les huiles destinées a
la consommation doivent contenir moins de 1% degiibres (MAMBAP, 1989).

C’est un dosage qui nous permet d’estimer |e tBacide gras libre par la détermination du
nombre de mole (n KOH) (Annexe 02).
2.2.1.3.2 Détermination d’inde d’iode
Principe

L’indice d’iode est le nombre de grammesdé fixe sur les doubles liaisons de 100
grammes de matieres grasses. Cet indice permettdariné le nombre d’instauration d’un
corps gras et par suite sa prédisposition a I'otigdaDJOM, 1993). Un corps gras est plus
sensible a I'oxygéne lorsqu’il est constitué d’ummbre élevé de doubles liaisons (Annexe
03).

La fixation des molécules d’iode sur les instaorai des acides gras se représente par la
réaction suivante :
R-CH=CH-R'+ 12 ——» Rl-CHl-CH-R’...................(07)
I
L’exces d’iode non fixé est titré paisolution réductrice de thiosulfate de sodium
(Na2S203, 0.02N3elon la réaction suivante :

> + 2NaS,04 4—’ 21 Na 4GNag....ccvvveenns (08)




2.2.1.4 Dosage des glucides

Principe : L'acide 3,5dinitrosalycilique (DNS) réagit avdes oses réducteurs et autre
molécules réductrices pour former l'acide 3-aminutsalicylique (figure 20) qui est en
milieu alcalin et a chaud absorbe fortement la &mia 530 nm. Dans cette réaction, la
couleur de la solution passe du jaune-orange agerAnnexe 04).

0 0 0H 0
0 0
: !
% OF /\L L OF )L
1R CHHH) — 1R 0
0, 0,
Acide 3,5dinitrosalycilique I'acide 3-amibenitrosalicylique

Figure 20: La réaction chimique du DNS sur les sucres riedus(AUDIGIE et al., 1978).

2.2.1.5 Dosage des protéines fmméthode de LOWRYet al (1951)

Un grand nombre de méthodes a été utilisée poudokage des protéines du lait
(protéines totales, caséines, protéines du lactogér méthodes de dosage nécessitant la
dégradation par voie chimique des protéines (méthiedKjeldahl, Dumas, Kofranyi, dosage
des acides sialiques), méthodes par titrage artaaldéhyde, par fixation de colorant, par
colorimétrie, par spectrométrie d'absorption datisfrdrouge et I'ultraviolet ou par
fluorescence dans l'ultraviolet, méthodes turbidimgées, méthodes éléctrophorétiques,
méthodes chromatographiques , méthode immunologigiepar action d'exopeptidases
(carboxypeptidase A) (GUILLOW al., 1976).

Principe

L’'addition successive a une solution @iqie diluée d'un sel de cuivre en milieu
alcalin puis du réactif de Folin-Ciocalteu donne woloration bleue foncée. Celle-ci résulte
de la réaction du cuivre sur les liaisons peptidget la réduction de I'acide phospho-tungsto-
molybdique par la tyrosine, le tryptophane et Iastéine (DELOBETTEet al., 1991). Les
especes réduites absorbent a 750 nm. A cette langlende, le spectrophotométre donne
une valeur de densité optique (DO) qui permet dernéner la concentration en protéines de
I'échantillon analysé en se référant par projectioune courbe d’étalonnage DO =f (c) ou
'albumine sérique bovine commerciale est utiliséhme protéine étalon, le mode opératoire
est donné en (Annexe 05).




2.2.2 Méthode d’identification
2.2.2.1 Hydrolyse acide des sesrsuivis d’'une CCM
Méthode
Peser dans un tube a essai 0,01g (10mg)D@¢e) Cellobiose sur une balance de

précision ;
- ajouter un volume de 125ul &BO, (72%, V/V) qui est un acide utilisé afin d’hydrebr
la liaison osidiqueB (1-4) du lactose, bien homogénéiser, le mélangenesber pendant
45min a température ambiante;
-apres incubation, un volume de 1.35ml d’eau lthstiest ajouté, vortexer et incubé
pendant 3H a T°= 100°C pour accélérer la réaction;
-apres refroidissement, la neutralisation se ferac une solution d’ammoniaque 8,5% ;
-a chaque fois gu’'on ajoute 200ul, vortexer, dépase goutte sur le papier pH si on
obtient la couleur verte /bleu on s’arréte ca g le pH de la solution est de 7, si la goutte
déposer sur le papier pH est de couleur rose arteagncore 200ul on vortex jusqu'a ce que
la couleur verte apparait ;
-prendre le volume de ce dernier ayant servirgelaralisation.

2.2.2.2 Chromatographie sur cone mince (CCM)

Principe

La chromatographie sur couches minces (C&une méthode d’analyse couramment
utilisée pour l'identification de composés orgamguet permet un contréle aisé et rapide de
la pureté des produits analysés (AUTRAN, 1991)pls, étant donné que la CCM indique
le nombre de composants d’'un mélange, semble empfmur suivre la progression d’'une
réaction comme dans le cas de I'hydrolyse de potysaides (DELATTRE, 2005). Selon
deux phases :

-la phase stationnaire solide, le support est ledgesilice qui joue le rdle d’adsorbant
(figure 21). Il adsorbe des molécules de solutéerares dans la phase mobile, grace a des
forces de rétention par adsorption entre le suppbrtes solutés, ce qui favorise des
interactions plus importantes, donc une meilleépmagation des composeés.

-la phase mobile liquide : le solvant va permdtrdéplacement et la migration des molécules
(Annexe 06).

Liaison hydrogene

i
\vn—ll N o=c” R Soluté
x‘ Polaire

J R
f—”_H

/ CHI-{( IIE.I" (H3
SILICE

Palaire Ether de pétrole apolaire

(eluant)

Figure 21: Principe d’absorption entre soluté et gel dieesil
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2.2.2.3 Chromatographie de perméation sur gel deEPHACRYL S200
Principe

Cette technique permet la séparation des moléemdesnction de leutaille et de leur
forme On utilise pour cela des granules de gel po Les grosses molécules (dont
diametre est supérieur a celui des pores) sonuesat sont donc éluées les premicau
niveau du volume mort (¥ ou Vp). Les petites et moyennes molksusont éluées plt
tardivement, car incluses dans le gel, leur migragist freinée

Les conditions de la chromatographie sont modifeiegjustées aux protéines étudit
La séparation est effectuée sur colonne de dimest : 30 x 1,6 cmf{gure 22).

Les protéines sériques du lait bovin seront fractées selon la masse moléculaire
utilisant une phase stationnaire constituée de as#ph S200 qui est un gel préparé
réticulation covalente d’'un allyle de dextrane adad\, N méthyléne bisacrylamidCe gel,
ayant une grande stabilité, posséde un domaineraiiohnement situé entre 5° et
2,5.16Da (Annexe 07).

I

i Colomme

Figure 22 Photographie de I'unité de chromatographie sloreede dimensior30 x1,6cm
(LABAB UMMTO).

2.2.3 Méthode de caractérisatio
2.2.3.1. Hydrolyse enzymatique des protéines dut de vache¢ (caséines
ybphilisées) par la papain
La papaine eshe protéase d'origine végél de PM de 25, qui catalyse I'hydroly

des protéines dans des sites bien spécifiques. legibaisons les plus coupées sont ce
engagde groupe carboxyle d’un résidu 4inine ou Lysing ainsi que le carboxyle des ac
aminées précédés par un résidus Phe (let al., 1998).C’est une enzyme ¢ est produite
extracellulairement comme intracellulairement (KURIet al., 2008).Largement utilisée
dans l'industrie pour la préparation des«drolysats de protéines tres solubles et arome
(SCRIBAN, 1993; PELMONT, 1995)mais elle est moins utilisée pour les préparat
coagulante au cour de la fabrication des prodaitiets en raison de l'arriere godt elle
conféere au produits (RAMETL990).

L'activité de la papaine dépend des conditions dliem notamment le pH et |
concentration en Na @6ANOGO, 1988




Méthode

-dissoudre 1 a 2 mg de protéines lyophilisées 880g! de ce tampon ;

-chauffage a 100°C pendant 4a5min puis refroidirsdan bain d’eau froide ;

-ajouter 200ul d’'une solution de glycérol 50% (v/@) quelgques graines de bleu de
bromophénol.

-préparer 5 tubes secs (0’ ; 15;30’ ; 60’ ; 12@h met 200ul du tampon d’échantillon SDS,
1ml tampon Tris-HCL 0,5 M ; pH 6,4 ; (Annexe 08)

- préparation du milieu réactionnelle : 10 mg deéuaes du lait de vache lyophilisées dissous
dans 1ml du tampon Tris-HCL, bien homogénéisé antade mettre I'enzyme on préleve
200ul de ce milieu mis dans le premier tube quieegimoin a t=0s ;

-juste apres l'ajout de 100ul d’enzyme, incubersdEnbain marie a température optimale
pour I'activation de la papaine T°=40°C ;

-apres t= 15s on préléve 200ul ensuite on incubgues le milieu réactionnelle afin de
poursuivre I'hydrolyse enzymatique ;

-arréter la réaction dans le tube t=15s par chgaftel00°C pendant 5min, et la méme chose
pour les autres tubes et au temps qui les conaier®0s ; 60s ; 120s (Figure 24).

-pour contrdler le produit de I'hydrolyse, on &eefué une électrophorése PAGE-SDS pour
les hydrolysats obtenus.

Protéines lyophilisées Enzyme : papaine
(CNouPS
|

\ 4
Incubation
(E/S:1/100; T : 40°C ; pH : Tris —HCL 0,5M)

A 4
Prélevement d'aliquotes (400l d’hydrolysat
additionné du méme volume du tamppn
d’échantillon) a des temps variables (0’ ;15" ;3Q0"
60’ ;120"

A 4
Arrét de la réaction par chauffage a 100°C/5mn

l

PAGE - SDS

Figure 23 Les étapes suivies de I'hydrolyse enzymatiquepdet®ines du lait par la papaine.




2.2.3.2. Electrophorese sur gel de polyacrylami

Principe

Les protéines majeur du lait en raison de leuraatares amphotére sont solubili
dans un tampon de pH supérieur a leur pHi (pH ialcal en résulte leur acquisition d’ul

charge (} et leur migration sous I'effet du champ électe@pplqué vers le pole (+

La PAGE est la technique la plus utilisé en raides avantages qui sont offert par
propriétés du gel qui sont la transparence, leodeprtibilité élevé et une meilleure résolut

liée a sa porosité.

Le gelest le résultat du greffage d’'unités de N’- méthylén- bisacrylamide
(CH2=CH-CO-NH-CH2-NHEC-CH=CH2)
polyacrylamide (CH2=CHZC-NH2) adjacentes. La polymérisation est catalysée yse
générateur de radicaux libres ccosé de persulfate d’ammonium (NH4)2 S208 et ¢ N,

bifonctionnelles  sur

N, N- Tétramétllene diamine (TEMED)Figure 24).

La structure du gel est définit par les indicestTCesa porosité est ajusté en fais
varier les concentration relatives de a et b, illetaffective d’'un gel est d’autant plus pei
gue sa concentration en acrylamide est élevées indices T elC sont calculés comme «:

T(%) = (a+b/v) 10C ; C(%) = (b/a+b) 100.

a :(acrylamide (g) ;

Avec :

b : méthylene-bis-acrylamide (g) ;

v : volume de la solution (ml)
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Figure 24: mécanisme de polymérisation du gel de polyarylar

chaines

Les échantillons sont déposés a raison de 10 al tns chaque puits, a l'aide d'u
seringue Hamilton aprés avoir monté 'urélectrophorétiquest remplir les cuves supériel
et inferieurs @ tampon d’électrode. L'unité est mise sous ters@mant et voltage

constants : 20mA, 250VF{gure?25).
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Figure 25: Dépo6t des échantillons en électrophorese.

2.2.3.2.1 Electrophorese en conditionsn dissociantes et non dénaturantes
(PAGE-native)

L’électrophorése est une technique puissantéa@le a utiliser, et particulierement
résolutive pour les protéines sériques du lais deférentes étapes sont montrées dans la
figure)

En se basant sur la méthode de HILLIER (197®us avons utilisé un gel de
polyacrylamide a T=12% et C=2,7%.le tampon de getemposé de (Tris HCL, 0.75 M, pH
8,9). Le tampon d'électrode est constitué de (T3wM ; glycine ; 77mM ; pH 8,3). Les
fraction protéiques récupérées par la chromatoggagl perméation sur gel de séphacryl
S200, sont déposées dans des puits a raison denRdaygis une solution contenant le tampon
de gel(1/10 V/V),de I'eau distillée(7/10 V/V)et dilycérol 10%(V/V). (Annexe 09)

2.2.3.2.2. Electrophorése en conditions dissociantes et démaéntes, en
présence de SDS et de 2-mercaptoéthanol (PAGE-SDS)

Ce type de séparation est basé sur un sgdtgrhasique, comprenant deux type de gel :
un gel de concentration (T=4% et C=2,7%) en tampastHCL,pH6,8 faiblement réticulé
gui n'exerce aucun effet de tamisage moléculaiterad plutét a concentrer les échantillon et
un gel de séparation (T=17% et C=2,7%)en tampos- HICL, 8,8 a travers le quel les
protéines migrent selon leur poids moléculaire (MMELI et FAVER ,1973) (Annexe 10)

Le SDS [CH(CH,)11-SO; Na'] est un détergent fortement anionique qui s'assavec
les protéines et leur confére une charge globajativie. Associé avec le 2-mercaptoéthanol
(2-ME), un agent réducteur assurant la rupture piegs disulfures, le SDS solubilise les
protéines et provoque la dissociation des polypept{Figure 26).

Dans ces conditions, I'effet de charge eotrestituants est annulé. Leur migration dans le
support ne dépend plus que de leur taille (PM).
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non polaite (rydrophobe) |
charge negative

Figure 26 : Structure du dodecyl sulfate de sodium (SDS).

2.2.3.3. Révélation des bandes digration éléctrophorétique

A la fin de la migration, le gel est démoulé poubis les opérations successives

suivantes (figure 27).

Fixation : réalisée par immersion du gel dans urlatisn d’acide trichloracétique (TCA)

12% (p/v) pendant 45min ;

Coloration : le gel est immergé 2 a 4 h dans uhatisa de coloration contenant du bleu de
commassie 0.2 % (P/V) dissous dans une solutiosttoée du mélange eau distillee (1

volume), méthanol (1 volume) et TCA 2% (P/V) ;

Décoloration: réalisée par immersion du gel dans le mélangel/rf@dhanol/acide acétique)

dans les proportions respectives 3.12/1.5/0.37 fMYMAnnexe 11)
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3. Résultats et discussions
3. 1. Détermination de quelques parametrggysicochimique
3. 1. 1. Mesure de pH et teneur en ¥mine C
Apres réduction du 2-6 dichlorophénol-aptiénol de couleur bleu en milieu acide, cet
indicateur prend une coloration rose pale qui peFsiapres quelques secondes
(TREMOLIERESet al., 1984) (figure 28)

Solution
d’acide
ascorbique
(Témoin)

Dilution
10*

Figure 28: Apparition de la couleur rose pale dans la smhud’acide ascorbique et les
différentes dilutions & un volume donné du DCPIP.

La mesure du pH dans les jus est trepitapte. Car elle détermine la conservabilité
et les caractéristiques organoleptiques des pdugt pH mesuré pour le jus d’'orange est de
4,88 cette valeur est plus élevé par apport adgusitron avec un pH de 3,63. Le pH de ce
dernier est plus faible par rapport aux jus conumBsés, qui ont révéler les valeurs
suivantes : 4,59 pour Vita-jus, 3,86 pour Rouibami 4,51 et Light avec une valeur de
4,33(tableau VII).

Le jus de citron présente une teneuritamine C de 860 mg/l, cette valeur est élevé
par rapport celle du jus d’orange qui est de 116l.n@gla signifie que cette vitamine est
mieux conservé en milieu acide (pH bas) ces rédsukant compatibles avec ceux de
TREMOLIRES et al (1984), qui ont établis que plus un aliment esdecplus la Vit C est
préservée de I'oxydation et mieux elle s’y conse@es jus n'ayant subi aucun traitement
technologique ni addition d’'un agent conservatent été réfrigéré juste apres leur extraction,
car leur DLC est limit¢ (BETON et BROCHRD ,1993 ;ERLING, 2003). Selon
BOURGEOIS (2003) la teneur en vitamine varie an sei la méme espéce selon le degré de
maturité du fruit et le milieu ambiant.

La composition intrinséque des jus comiaéis® est plus complexe par rapport a celle
des jus frais. Vita-jus présente une teneur der3g8 qui est la plus élevée par rapport aux
autres jus commercialisés Ramy, light et Routbaréwilé des teneurs qui sont de 118, 121
et 96 mg/l respectivement. La variation de la gi@argn vitamine C peut étre liés aux
plusieurs types d’adjonction de cette derniere.t Pair la restauration (compensation),
'enrichissement (E300 et ces dérivés) et la prédiem.

La perte en Vit C est liée a la permésbitie I'emballage vis-a-vis de I'oxygéne et la
lumiére (KANAN et al., 1992). Donc la nature de I'emballage est trés ingmbe pour les jus
de fruit. A température ambiante, la pénétratiorl dag d’oxygéne correspond a la perte de
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11mg de la Vit C d’'un jus. BOURGEOIS (2003) a nqtéune perte en cette vitamine dans
un jus d’orange maintenue a 20°C et conditionnés dkeux types d’emballages en verre avec
une perte de 21% et 30% pour le jus emballer Bviek pack. KLIMCZAK et al (2007) ont
indiqué que I'augmentation de la température pd€ltause une diminution importante de la
vitamine C, ils ont aussi constaté une diminutier2d% (18°C), 31% (28°C) et 81% (38°C)
de I'acide ascorbique dans un jus d’orange apoekage a une durée de six mois.

Tableau VIl : Mesure de pH et la teneur en vitamine C de wdiffgjus

frais et commercialisés

Jus frai Jus commercialisés

Jus de Jusdorange| Ramy Light Rouiba Vita-jus
citron

chantillons
pH mesureé 3,63 4,88 451 4,33 3,86 459
Teneur en 860 116 118 121 96 348
VitC mg /L

3. 1. 2. Indice d’acide

L’indice d’acide est un indicateur qui pet d’évaluer la qualité de I'huile et d’évaluer
sont altération, consécutive a de mauvais traisn@u a une mauvaise conservation
(WOLFF, 1991).

L’huile d’olive est une huile qui est ricka acide gras saturés avec 14% et 81% d’acide
gras insaturés (acide oléique) (CHARLES et DEN,7)99ans notre étude l'indice d’acide
de cette huile utilisée a été de 42,39 mg KOH/gates gras (tableau VIII). Ce résultat peut
étre expliqué par la longue durée de stockagee(drtile est stockée pendant 06 ans), son
exposition a lair et a la Ilumiere provoque des ctiéas d'auto oxydation
(KONDRATOWICZ et OSTASZ, 2000), cette quantité egpliqué aussi par la dégradation
des acides gras insaturés (acide oléique et lom¢i et a la production de composeés
secondaires d’oxydation dont certains ont été pmFeunuisibles a la santé (aldéhydes et
cétones.. etc.)(CHIMI, 2006). D’apres BOSCOU (1996des facteurs affectant
défavorablement la qualité d’'une huile d’olive pent étre présents méme aux premiéres
étapes, par exemple, pendant la formation d’acids dans le fruit. Des anomalies pendant le
processus de la biosynthése, des activités microbse et des processus d’extraction
(raffinage) sont toutes liées a la formation deuildn & une acidité élevd®MEFTAH et al.,
2014). Cependant, un niveau élevé d’'aciditée peet &alement attribué a I'état de maturité
avance du fruit. D’ailleurs DUGE@t al (2004) ont montré que la récolte précoce prodest d
huiles dont I'acidité est inférieure a 1%.

L’huile de Soja est une huile qui est @i@n acides gras poly-insaturés 58%, dont 50 a
60% d'acide linoléigue et 20 a 30% d’acide oléigies a 9% d’acide linolénique. Elle
présente un indice d’acide relativement élevé gtide 17,45 mg KOH/g de corps gras.
convient toutefois de relever que les valeurs ikedatent fortes de l'indice d’acide peuvent




étre attribuées au fait que les huiles ont ét&semwees pendant plus de six mois au froid
(ALMECK et al., 2008).

Par contre I'huile de colza (qui est @aobn acide gras poly-insaturés avec33%, 60%
d’acide oléique et 7% d’acides saturés), présamiadice d’acide qui est de 1,79 mg KOH/qg.

Les corps gras élaborés, le beurre deevaeliure, Smen et la margarine LABELLE,
présentent des indices d’acide les plus faiblessgut de 1,79 ; 1,12 ; 2,693 ; 2,693 mg
KOH/g respectivement. Ces derniers sont richescales gras saturés et restent pmutdés
(PRIOR, 2003). Cependant, une meilleure matieresgrac’est la moins acide et celle qui
contient moins d’acides gras saturés (par rapplera effets indésirables sur la santé).

3. 1. 3. Indice d'iode

L'indice d’'iode permet de renseigner kudegré d’insaturation globale des huiles. La
margarine LABELLE présente un indice d’iode le p#levé qui est de 50,196 g d’l/100g.
Cette margarine elle est produite a base de smturgpour améliorer la stabilité face a
'oxydation) des acides gras insaturés des huilsgetales de soja et de tournesol par le
processus d’hydrogénation. En effet, I'ajout desrests d’hydrogene sur les doubles liaisons
se fait plus ou moins rapidement sur les acides greaturés. Ainsi a la fin de I'étape
d’hydrogénation, certains ne sont que partiellerhgdtogénés. Ce sont les acides gras trans.

Smen aussi présente un indice d’'iodeeguiide 29,7 g d'l/100g. Cela peut étre du au
processus décrit précédemment.

Le beurre de vache nature présente un indiceal'dmyhl a 3 ,29. Vu que les corps gras
d’origine animale sont caractérisés par leur rishen acide gras saturés.

La principale différence de I'huile de sqja présente un indice d’iode qui est de 44,14
g d’l/100gpar rapport aux autres huiles végétales, c’estllguse situe au niveau de la forme
d'insaturation et de la présence d'acide linoléi@L8 :3) en quantité appréciable. Cet acide
gras étant tres sensible a 1'oxydation, il convighd'éviter au maximum le contact de I'huile
avec l'oxygene de l'air (PLATON, 1988). L’huile delza avec un indice d’iode qui 8&,50
g d’'l/100g et enfin I'huile d'olive qui présente umdice d’iode relativement plus faible qui
est de 2,67, cela peut étre expliqué par la faridité de cette huile, et par I'hydrolyse des
triglycérides

L'indice d'iode de ces échantillons diménau cours de la conservation. Cette
diminution est probablement due a une oxydation ABBTE et al., 1999) ou a une
décomposition progressive des acides gras insaturés
Tableau VIl : Comparaison entre différentes matiéres grasseigiie animale et végétale.

corps gras Huile Huile  de| Huile  de| Margarine | Beure Smen
d’'olive soja colza labelle De vache
parametre
Indice d’acide | 42,37 17,45 1,79 1,12 2,693 2.693
mg KOH/g
corps gras
Indice d’iode | 2,67 44,14 37,50 50,196 3,29 29,7
gd’l/100g
corps gras




3. 1. 4. Teneur en glucide

Le dinitrosalycilique, qui en milieu algalet a chaud réagit avec les sucres réducteurs
pour former l'acide 3-amino-5-nitrosalicique, awet virage de couleur de jaune-orange au
rouge (figure 29). Ensuite la teneur en sucre ésdrchinée aprés établissement de la courbe
d’étalon (figure 30).

Figure 29 Dosage des sucres réducteurs par le dinitrodiglyeiet coloration de la
gamme.
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Figure 30: Courbe étalon pour le de dosage des glucidelpaéthode utilisant I'acide
3,5dinitrosalycilique (DNS), représentant les dessoptiques en fonction des concentrations
en glucide dans le jus Ramy.

La teneur en sucres réducteurs est repEsear le fructose et le glucose. Au regard de
se tableau IX, nous constatons que les différaistpiésentent des concentrations variables en
sucres réducteurs. Le jus Ramy a révélé la corat@nirla plus élevée qui est de 14 g/l, cela
signifie que ce jus contient de sucre ajouté. Patre le jus Rouiba avec une quantité de
6,13 g/l.

Le jus d’'orange est un jus fabriqué &ipd'un seul type de matiére premiére, sans
addition d’autre jus, de sucre et de conservat&irgour cela a révélé la concentration la plus
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faible qui est de 4,97 g/l. Le jus light est uns jgui doit étre Iégerement sucré pour des
objectif diététique, il contient donc moins de ¢eds que les autre jus. Mais le résultat obtenu
a révélé comme méme une certaines concentratidh1®eg/l. C'est grace aux édulcorants
présents dans le jus (LAHTEENMAKI et TUORILA, 1997)

La qualité d’un jus de fruits dépend eerpier lieu de la qualité de la matiere premiére,
car certaines variétés sont aptes a données dejumyrmdonc la maturité doit étre suffisante
(CLAUDIAN, 1980 ; CHEFTELJ.C. et CHEFTEL H, 1986). En effet lors de la misdudes
fruits le taux de sucres augmentent (MOUFIDA et NAARJK, 2003).

Les résultats obtenus ne répandent pasnaures AFNOR (1986) indiquées pour la
concentration des jus en sucres réducteurs, ebieemt étre comprises dans l'intervalle 40-
100 g/l.

Tableau IX : Concentratioren glucides des différents jus (g/l)

type de ju Jus d’orange Ramy Rouiba Light
J nature
eneur

en glucides (g/)| 27 14 6,13 9,13

3. 1. 5. Teneur en protéines

La méthode de dosage spéctrophotométriqed,OWRY et al (1951) a été utilisée
pour estimer la teneur en protéines de différefragtions isolées. C'est la méthode la plus
adaptée au cas des protéines du lait (NAKAI et Q970 ; GEOFFREY et LUCAS, 1983),
I'ajout du sel de cuivre en milieu alcalin et dactf de Folin-Ciocalteu donne une coloration
bleue foncée (figure 31).

Ainsi que La concentration des protéinesdedserminée en se référant a une courbe
étalon établie (figure 32) en employant de I'albonensérique bovine (BSA) (GUILLOlt
al., 1986). Cette courbe montre une zone de linéaritél'intervalle de concentrations en
protéines allant de 0 a 100 mg/L.

Figure 31: Coloration de différentes solutions de la ganétaon par le réactif Folin
Ciocalteu.
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Figure 32 La courbe étalon représentant les densités aggtign fonction des teneurs en
protéines dans lactosérum du lait de vache DO-3/P.

Les protéines du lactosérum constituentréetion soluble des protéines du lait.
THAPON (2005) définit ces dernieres comme proteisiexcellente valeur nutritionnelle car
elles sont riches en lysine tryptophane et acidemés soufrés (CHEFTEL et LORIENT,
1982).

La valeur obtenue concernant les protéthetactosérum de vache est de I'ordre de 5
g/l (tableau X) ce qui est compatible avec ceuwxuve par ROLLEREt al (1956) qui varie
entre 5,5 - 6,5 g/l, soit la méme valeur obtenue BlaLHADI (2010) qui est de 5.5 g/l.
Comparant aux résultat obtenue par SENOUSSI (20lEL)ait de vache contient une faible
concentration en protéines sérique par rapporaiadé chamelle qui varie entre 6,67-8,42 gl/l.
Ce taux important en protéines sériques du laitetianet d’'un grand intérét du fait que c’est
dans cette fraction qu'on retrouve des facteursbactiériens particulierement puissants
(lysozyme, lactoferrine et les immunoglobulines) A&AMY, 2000).

La concentration en protéines du lait deheaobtenue est de 35g/l, cette concentration
est élevé par rapport a celle obtenue par BELHEDLIO) et par ALAISet al (2008) qui est
de 34 g/l, et cette derniére est proche de ceallevé par ROUD& al (2005) 34,5 g/l. Selon
REMEUFet al (1985) la quantité en protéines trouvée est dd.32¢g

Comparativement au lait de vache, le laitévre est moins riche en protéines sa teneur
est de 20,85 g/l d’apres KARAM (1994). Mais présenine composition nutritionnelle
comparable a celle du lait de vache (RENNERI., 1996). Les deux laits présentent la méme
aptitude de coagulation sous l'effet de la florigue endogene ou exogedd-NOR, 1986).

La quantité en protéine du lait écremévaehe est de 34,5¢/l, elle est proche de celle
obtenue pour le lait de vache (35g/l), la différertest d’environ 0,5 g/l, ces protéines sont
transportées lors de I'écrémage du lait dans lalon@ne des globules gras (MGG).

Par contre la teneur en protéineldctosérum et du jus lacté est relativement asd,

5 et 3,15 g/l respectivement
Tableau X: la concentration en protéines totales des éditloauis par LOWRY.

Type d’échantillon Lactosérum du lait Lait écrémé | Jus lacté Lait de vache
de vache
Teneur en protéines (g/l) 5 34,5 3,15 35




3. 2 Séparation des sucres par la chronagfraphie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince est tethnique d’analyse physique de
séparation, basée sur les différences de polagégsubstances a analyser.

L’éluant monte a travers la phase statkinen essentiellement par capillarité. En outre,
chaque sucre se déplace a sa propre vitesserdderiftont du solvant. Cette vitesse dépend
d’'une part, des forces électrostatiques retenambieposant sur la plaque stationnaire et,
d’autre part, de sa solubilit¢ dans la phase moliks composés se déplacent donc
alternativement de la phase stationnaire a la pmadeéle (tableau Xl) et la distance parcouru
par le solvant est de 14 cm (Figure 33).

Apres la migration et la révélation parréactif de Molisch qui présente un pouvoir
réducteur des sucres, apparition d’'une trainée plaur D(+) Cellobiose qui peut étre du
I'hydrolyse incompléte de certains polysaccharidesgue ce sucre a révélé le méme rapport
frontale avec celui du glucose (0,48 cm), et apipardes taches rougeétres violacées pour les
standards (glucose, galactose et fructose). Laatmigr des substances dépend de I'affinité du
solvant (polaire, apolaire) avec la phase stativenat la phase mobile. Elle dépend
également de la concentration de I'espéce.

Vu que le cellobiose est un produit ddégradation de la cellulose. Il est trés proche du
maltose dont il differe uniquement par la configiora du carbone anomeérique du premier
glucose en positiofi. Il est formé de 2 glucoses reliés par une liadertype f 1 —» 4)
(SEUNGet al., 2013).

Tableau Xl : Les distances parcourues par les différents semaharides par CCM.

Le sucre fructose glucose galactose D(+) Cellobjose

La longueur (cm) 7 6,8 6,4 6,8

Rapport frontale (cm) 0,5 0,48 0,45 0,48

Front du
solvant

Ligne de
dépd

Fructose Glucose| Galactose D(+) Cellobiose

Figure 33: Migration des sucres (fructose, glucose, gatsjtet le de D(+) Cellobiose par
chromatographie sur couche mince.
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3. 3 Purification des protéines par chrontagraphie de perméation sur gel de
Séphacryl S200

Les méthodes chromatographiques sont tréigjuées pour l'isolement et purification
des protéines. Nous avons essayé de fractionngrrég€ines sériques du lait de vache et
celles de brebis.

Le profile chromatographique obtenu paufractionnement des protéines sériques du
lait de vache est donné par la (figure 34). Il amctérise par I'apparition de quatre zones
d’absorption, d’intensité et de volume différertyrespondants respectivement aux fractions
éluées : F1, F2, F3, F4 (13, 19, 50, 52 ml).

0,16 1  F1
0,14 -
0,12 -
01 1 F3

0,08 - F2 F4
0,06 -
0,04 -
0,02 -

DO (nm)

0 T L. A S 4 — 1
0,02 © 10 20 30 40 50 60
volume d'élution (ml)

Figure 34: Chromatogramme des PS du lait de vache sur sgpd&200; F1,F2,F3,F4 : les
fractions éluées respectivement a :13, 19, 50, [52étuant.

Le profile chromatographique de fractioneetdes protéines seriques lyophilisé du lait
de brebis (figure 35), est caractérisé par I'apjperide quatre fractions dont F'1, F'2, F'3,
F'4, corespend aux volumes d’élution suivantes357,39, 47 ml.

0,16
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F'L
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Figure 35: Chromatogramme des PS lyophilisés de brebis sud $20,F'2,F'3,F'4 :les

fractions éluées respectivement a : 7, 35, 39, 4i7@hlant.
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3.4 Isolement et caractérisation éléctropinétique des protéines sériques de vache
et de brebis en PAGE-native

L’électrophorese en PAGE-native permegaler les protéines dans leur état natif , ce
qui fait de la PAGE-native une technique résokitet bien adaptée a la séparation des
protéines sériques du lait bovin (MATI, 1992). lmaslécules sont séparées selon leur poids
moléculaire ainsi que leur charge (WITT#Gal., 2007) et apparaissent sous forme de bande
de migration variant par leur position et leur irgie.

Le profil éléctrophorétique motionner dans la fig6 et 37, a révélé la migration de
différentes fractions récupérées par la chromapdgeade perméation sur Séphacryl S200 a
savoir : les protéines sériques bovines (F1, F2FB3 et les protéines sérique lyophilisés du
lait de brebis (F'1, F'2, F'3, F'4).

Les protéines sériques du lait bovin dees conditions, migrent en cing bandes en
fonction de leur mobilité éléctrophorétique aux iomaglobulines, le sérum albumine bovine,
l'alpha-lactalbumine et en fin de migration la bitetoglobuline (KINGSBURY et GAUNT,
1967 ; EGITOet al, 2001 ; ERIKSENet al, 2010).

Le premier puit correspond au témoin &k&va migration des protéines standards (par
rapport a leur poids moléculaire) ordonner comnie: su

lg < BSA <o—La <B-Lg

Les Ig sont ceux qui se déplacent le msurse gel (mobilité tres faible), vue leur PM
tres élevé qui ne leur permet pas de migrer plus, lors que laB-Lg a le niveau de
migration le plus loin. Elle représente la prindgparotéine du lactosérum du lait (bovins,
ovins et caprins). Alors queoklactalbumine est la protéine soluble majeure du das
camélidés (BEGet al, 1985; CANTISANI et al, 1990), des rongeurs (VILOTTE et
SOULIER, 1992) et du lait de I'hnomme (BRIGNG#Nal., 1985).

Le lait contient également un certain noentde protéines présentant des propriétés
biologiques variées (enzymes, régulateurs de Iasepralimentaire, molécules bio-
actives...etc.) Cité par BOUDJNAH (2012).

La fraction F1 a révélé les mémes bandesles protéines standards, qui sont similaire
a ceux obtenue par SI AHMED (2009), et bien le mé&gsalltat obtenue par SENOUSSI
(2012). Concernant les protéines sériques du mivathe. Les bandes obtenues sont plus
intenses que celles obtenus par MEDJOUR (2014).

Par contre la F2 n’a révélé que la migratie trois bandes trés fines et beaucoup moins
intense la BSAg-La et la B-Lg, pour ce qui concerne les fractions F3, F4 séaupérées
lors de I'élution mais le profile électrophorétiquga donné aucune bande cela est due, peut
étre a la faible concentration en protéines on biea récupérer des impuretés.

La fraction F'1 récupérer pour les prog&rlyophilisées du lait de brebis a révélé la
migration de trois bandes trés fines et moins seecelle de I'lg, BSA et enfin d-La, bien
gue la bande de I&Lg n’est pas apparu. D’'apres le résultat trouveBBRIR (2014), les
niveaux de migration de la BSA etidLa sont identiques. Par contre la bande delg se
trouve entre ces deux protéines. car cette protongent deux sous unités,flaLg A et -

Lg B (AMIGO et al., 1992 ; MAYER, 2005 ; PESI@ al., 2011).




D’aprées MATIet al (2012), La B-lactoglobuline apparait seulement dans le lai
bovin, ce qui est en accord avec les données édireFARAH (1986) ; OCHIRKHUYAC
et al (1998).

PS de vacl PS de brebis

Figure 36: Electrophorégramme des fractions récues par la chromatographie
perméation (PAG-native); gel a T= 12 %, C=2,7 %.
35 Isolement et caractérisation éléctrophorétique decaséines lyophilisées de vac

en PAGE -SDS

En présence den2ercaptoéthanol comme agent réductc’est possible de séparer |
caséines par électrophorése sur gel de polyacg&@antet agent agit en dénaturant
protéines par destruction de leur structures tedisionnelles natives, on rompant les liais
hydrogéne et les ponts disulfuice qui permetle réduire les interactions re les différents
SOus unités.

Pour le profil obtenu -dessous(figure 35) concernant la migration degnients
obtenue partydrolyse enzymatique cataly par la papaine, les hydrolysats H1, H2, H3,
H5 corresponds respectivement au t=0, t=15minQrsB8, t=60min, t=120min. don
normalement plus I'hydrolyse est avancé dans I@s$emplus on va avoir des bandes plus
qui présente des polypeptide peptides ou bien des acides aminés.

D’apres les résultats trouvés par ALIAS (1984) Ignattion des caséines du lait de va
est représentés par l'ordre suivd’a S1, lI'a S 2, lap et k- caséine dont les mass
moléculaires sont généralemeie 23,60 ; 25,25 ; 24,00 et 19,00 kDa respectivel Ce qui
n'estpas identifiable dans ce cas, cela peut étre axplggar deux phénomeénes. L'un étar
forte association des caséines ce qui leur cordiér® un poids moléculaire plus élevé (
leur poids moléculaire réel ceci se traduit par failde migration en AGE-SDS. L’autre, est
la faible fixation du SDS aux caséines, cette dératique est aussi remarquée pour
caséines d’'autre espec&UMAHROU et al., 2009).

On comparant les caséines du lait de cllle a celles du lait de vache, ces deéres
présentes une mobilité supgr ce qui esdu au degré de phosphorylal de ces protéines
(MOHAMED et LARSSON 1991)

-




Pour les travaux menés par YABRIR (20ddncernant la migration des caséines de
brebis sur PAGE-SDS, migrent selon 'ordre suivatCN, B-CN, aS1-CN,0S2-CN. En se
basant sur les résultats obtenus par VARI@ (2008). Il a été difficile pour CALAVIA et
BURGOS (1998) d'avoir une bonne séparation des imaséen PAGE-SDS plus

particulierement la CNx

Pour le cas des caséines caprines PARK1j20VAN HEKKEN et al (2004) ;
TOMOTAKE et al (2006) décrivent comme suit I'ordre croissant gafition en PAGE-

SDS : la caséine S2, la caséine S1, la béta caséine et la caséine kappa.

H1

H2

H3

H4

H5

v

-+

Figure 37 : Eléctrophorégramme des hydrolysats (caséines ilygéds du lait de vache) en

PAGE-SDS ; Gel de concentration (T=4% et C=2,7%) dg séparation (T=17% et
C=2,7%).
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Conclusion

En continuité des travaux réalisés au LABAIr la caractérisation et I'identification des
entités protéiques. Nous avons élargi notre étudd’autres types d’échantillons.

D’apreés les résultats obtenus, les paraségthysico-chimiques des jus de fruits, varient
d’un jus a un autre selon la composition chimiqas fituits. L’analyse des résultats, montre
gue la teneur en vitamine C est plus abondante ldaréchantillons des jus de citron et Vita-
jus avec 860; 348 mg/l respectivement.

Plusieurs facteurs peuvent influencer tete en acide ascorbique tels que la variété du
fruit, le stade de maturation, les conditions diéuce, le temps, la température de stockage,
la méthode d’extraction et de dosage.

L’acidité de I'huile d'olive (42,37 mg KQH) est trés élevée par rapport aux autres
huiles. Cette valeur élevé est peut étre du a dsitipn de I'huile aux risques externes comme
les intempéries, I'oxygene de l'air et les micrgriamismes qui peuvent étres responsable de la
détérioration de la qualité de l'huile ainsi que llamiére qui subissent rapidement des
réactions d’hydrolyse et d’oxydation. Par contrerlargarine LABELLE se caractérise par
une valeur élevé en indice d’'iode (50,196 d’l/Xpde corps gras). Par rapport aux autres
huiles qui présentent des valeurs extrémemengefibl

D’aprés I'ensemble des résultats obtenosis pouvons conclure que l'indice d’acide
des huiles est en fonction de plusieurs facteels que la nature de I'huile, 'origine
géographique, le climat, la culture, la méthodexaetion et d’analyse, le raffinage et le
stockage.

Le glucose et le fructose sont les priagipsucres réducteurs présents dans les jus. On
retrouve aussi dans ce groupe chimique des polgn#&teut poids moléculaire, comme les
pectines et les complexes de cellulose et hemios#y qui constituent une partie de la pulpe
et les fibres du jus (KLAVONSt al., 1991; RANGANA, et al., 1983). Les glucides sont
importants car ils sont responsables de la saveyugiet influent sur sa consistance et ses
propriétés rhéologiques. De plus, ils ont une #rice remarquable sur les constituants
volatiles du jus (AHMEDet al. 1978). La quantité la plus élevée en sucres rédigctabtenu
pour les différents jus est celle du jus Ramy atda/I.

Concernant la quantité en protéines dete¥as par la méthode de LOWRY (1951) de
différents échantillons analysés. Le lait de vacdkte le lait écrémé présentent les
concentrations les plus élevées 35 ; 34, 5 gfheatsrement.

La chromatographie sur couche mince estrué#ode qui permet un contréle aisé et
rapide de la pureté des molécules, dans cettgsanbd réactif utilisé pour la révélation est
celui de Molisch qui présente un pouvoir réducties sucres.

Le fractionnement des protéines sériqueslaiu de vache et de brebis par la
chromatographie de perméation sur gel de séph&@Q0, a révéler l'isolement de 4 pics
pour les deus lait de vache et de brebis et quespond aux fractions F1, F2, F3, F4 ; F'1,
F2, F'3, F'4 respectivement.

Le lait est constitué de deux fractionst@ques principales, une fraction soluble
(protéines lactosériques) et la fraction colloidéds caséines), ces fractions représentant 20%
et 80% des protéines du lait des ruminants, réspecent.

-



Les protéines du lactosérum se composénerglement de-lactoglobuline, di-
lactalbumine, d'immunoglobulines, de sérum albumiaetoferrine et de lysozyme.

La fraction caséique correspond a envBtfo de la composition moyenne totale en
protéines d'un litre du lait qui varie d'une espéaeune autre. Elle est composée
principalement des caséinesS1,a S2,B etkx. Ces caséines forment dans le lait des agrégats
tres stables appelés micelles. Ce sont des padialiun diameétre moyen de 100 nm et
stabilisées par des ionsCaCes petites particules donnent sa couleur blaophgue au lait.

L’analyse de la fraction caseéinique eticgér est faite dans plusieurs conditions de
séparation éléctrophorétique en PAGE-native et{328®.

Pour la PAGE-native a révéler une migratiles protéines sériques : I'lg , BSésLa
et lap-Lg, avec une grande similitude entre les deux tetvache et celui de brebis, toute
fois les essais en page-SDS pour lidentificati@s daséines demeurent perfectible et des
optimisations complémentaires sont a réaliser pvair des profils discriminant et assez
résolutifs. Comme la séparation de ces dernieresredre a I'’heure actuelle une question
difficile et controversée et en pleine évolutione @ernier point marque les limites de
'application de la PAGE-SDS a la détermination ghids moléculaires des caséines. Pour
cela nous suggérons le recours a d’autres méthetles la chromatographie liquide a haute
performance (HPLC) couplée a la spectrométrie desma
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Annexes




Annexe 01: Dosage de la vitamine C dans les jus
Protocole expérimental :
1/1 Préparation de la solution de 2,6 dichlorophémstophénol (DCPIP) a 0,5¢g/1 :
-dissoudre 0,5 g du 2BCPIP, 0,2 g de bicarbonate de sodium dans 30@eal distillée
chaude ;
-apres refroidissement, compléter a 1 litre aveleder distillé .Cette solution de couleur bleu
servira pour le dosage de la vitamine C.
1/2 solution titrée d’'acide ascorbique :
-dissoudre 20mg d’acide ascorbique pur dans 10Graldlistillée ;
-ajuster le volume a 1l, prendre 5ml de cette smhulans un bécher (50ml) ;
-ajouter 1ml d’acide acétique glacial ;
-doser avec la solution colorante de DCPIP mis danburette jusqu’apparition d’une
couleur rose pale persistante :
-prendre le volume Vdu colorant nécessaire ayant réagit avec la solatiacide ascorbique.
2/dosage de la vitamine C de jus nature de citron
- préparer une série de 4 tubes & ess&id@6,10°,
10%. Mettre 9 d’eau distillée ,1ml de jus frais ;
-titrage de la 4" dilution par le colorant jusqu’apparition d’uneuteur rose pale similaire &
celle du témoin ;
-prendre le volume ¥
Etalonnage de la solution d’acide ascorbique

L'étalonnage est réalisé a l'aide d’'untuson étalon de concentration=<0,2 g/l, qui
correspond au ¥V
Expression des résultats

La teneur en vit C est mg/ml, est dorpeela relation suivante :

& (C]_ XV1/V2) x 1000

C1 : concentration en acide ascorbique g/ladmlution étalon

C2 : concentration en vitamine C.

V1 : Volume de DCPIP lu sur la burette pouratda solution d’acide ascorbique.

V2 : Volume de DCPIP lu sur la burette pouselde jus.
Annexe 02: Détermination d’'indice d’acidité
Solution a préparer :la potasse alcooliqu&OH (la MM =56,11)
Pour 500ml d’eau distillée on pése 2,809 de potd&dél)
Protocole expérimental

Peser 2,59 de matiere grasse dans un erlenmpeigeles dissoudre dans 5ml de I'éthanol
(sert pour solubiliser les échantillons solidesjage immeédiatement avec la solution de
potasse alcoolique (0,1N) (FIGARELLA , 1996) prépaprécédemment ensuite ajouter 3
gouttes de phénolphtaléine jusqu’a apparitioradmlleur rose pale persistante.
Expression des résultats
la=" m1/m2

n KOH=C koH X V koH

m2= c’est la masse de potasse



m1l :c’est la masse de la matiere grasse de beevadhe.

Annexe 03: Détermination d’'indice d’iode.
Préparation de la solution : thiosulfate de sodium(0,02) (B#&Os;) dont la MM=
1589 /mole.
Peser 3,169 de thiosulfate de sodium (0,02N) dérsodans 100ml d’ED.
Protocole expérimental
dans une burette, on introduit une solutionhitesulfate de sodium (N&O3 0,02N)
-un tube témoin auquel en introduit 5ml de lugfagquelques gouttes d’empois d’amidon(le
meélange est de couleur bleu) puis en titre avéuidsulfate de sodium pour détermine V1 ;
-un tube échantillon : on introduit un tube ssa 5ml du lugol, 0,5ml d’huile puis en
chauffe pendant 5min suivi d’homogénéisation toateé long du chauffage. Apres
refroidissement on ajoute quelques gouttes d’empiasnidon ensuite on titre avec la
solution de thiosulfate goutte a goutte en agituggu’a décoloration on déterminant le
volume V2
Expression des résultats :
N (S$05°) =2n (b), I'indice d'iode est calculé par I'équation suia :
li (9/100g)= (\-V2). C.12,69/p
Vo .volume (ml) poudoser le témoin
V .volume du thiosulfate (ml) pour doser I'échantillon
C : c’est la concentration de@*
P : poids de la matiére grasse.
Annexe 04: Dosage des glucides
Protocole expérimental:
Solution & préparer:
1/ la solution de glucose a 1g /1.
Img/Iml——— 0,1mg/ml de glucose
Pesé 0,59 de glucose dissoudre dans 500ml d’ED.
2/la préparation des dilutions nécessaires pourenjois Ramy, on a fait 3dillutions dans
laquelle la premiére dilution en met 1ml du jusigi®@ml d’ED et a partir de ce tube on
préléve 1ml dissoudre dans 9ml d’eau distillée &t pour le troisiéme tube.
Gamme étalon Dosage des glucides dans le jus Ramy.

N° de tube 01 02 03 04 05 06
Solution de glucose (ml 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Eau distillée (ml) 1 0,8 0,6 0,4 0,2 0
Réactif DNS (ml) 2 2 2 2 2

Méthode:

-mettre 1ml de la solution a doser ou des diffiagdilutions dans un tube a essai ;
-ajouter 2ml du réactif (3,5DNS) ;

-traiter tous les tubes de la méme facon (la gaeines dilutions) ;
-chauffer au bain-marie bouillant pendant 5min ;



-refroidir par écoulement d’eau sous le robinet ;
-ajouter 7ml d’eau distillée et homogénéiser ;
-laisser reposer pendant 15min a température aebja
-lecture a I'aide d’'un spectrophotomeéetrg&=a530nm contre le blanc.
Les densités optiques correspondantes ifféxemtes concentrations de glucose :

N° de tube 01 02 03 04 05 06
[C]g|ucose O 0,2 0,4 0,6 0,8 1
mg/mi

DO (nm) 0 0,101 0,236 0,436 0,575 0,836

Annexe 05 dosage des protéines par la méthode de Lowry
Protocol expérimental
Préparation des solutions :
La Solution A: Na&COs; anhydre 2 % dans NaOH, 0,1M. Dont la MM= 40g, dongése
2g de NaCO; dans 0,4g de NaOH dissoudre dans 100ml d’eadiékisti
La Solution B: 2ml de CuSGbH,0, 0,5%+2ml de tartrate de Na et K ,1%.
On pése 0,5g de Cug®H,0O ,1g de Na et K dissoudre dans 100ml| d’ED.
La Solution C. on met dans un bécher 50ml de la solution A +denla solution B, bien
agiter.
Préparation des dilutiorfs0™* et 107 :
La premiere dilution en dissoudre 1ml de laétam dans 9ml d’eau distillée et a partir
de ce tube on préleve 1ml dissoudre dans 9ml diesiliée.
Gamme étalon :Dosage des protéines du lactosérum:

N° de tube 01 02 03 04 05
[Clug/ml 0 30 50 80 100
BSA (ul) 0 150 250 400 500
Eau distillée il) | 500 350 250 100 0
Méthode::

A 0, 5ml de la solution d’échantillon contahantre 25 et 1@ de protéines :
-ajouter 2 ,5ml de la solution C et mélanger ;
-laisser 5a 10min a température ambiante ;
-ajouter 25@lde réactif Folin-Ciocalteu ;
-homogeénéiser rapidement et mettre les tubes 3aradbscurité ;
-apres 30min, homogénéiser les solutions rapidementlire la DO dans le
spectrophotometre’aE750nm contre le blanc.
Expression des résultats :

Une courbe étalon DO =f(C) est tracée. Paiscdncentration des protéines est
déterminée.

Variation des densités optiques en fonction deteentration en protéine

N°de tube 01 02 03 04 05
[C] en protéines 0 30 50 80 100
(ng/mli)

DO nm 0 0,09 0,13 0,20 0,25




Annexe 06: Chromatographie sur couche mince (CCM)
Protocole expérimental

1. Préparation de la cuve

Préparer le mélange de solvants qui comsttl’éluant et migrent par capillarité sur la
plaque, puis le verser dans la cuve a chromatogragdn d'obtenir une hauteur de liquide
d'environ 1 cm. fermer la cuve afin d'éviter I'éoegiion des solvants.
2. Préparation de la plaque

Le gel utilisé est celui de silice, il ég¥s fragile. Eviter de la toucher avec les doigts.
Tracer a environ 2 cm du bord inférieur de la p&aaqun trait qui constitue la ligne de dépot.
3. Préparation et dép6t des standards, échantillon
*Les standards : prépare 3 tubes a essais, pesgg (@M01g) de [D(+) glucose anhydride
pur, (D-) fructose, galactose], dissoudre dans1@’&D.
*I'’échantillon : préparé déja précédemment (hydselyacide des sucres)
A l'aide d'une pointe fine, déposer les échantilear leurs marques respectives. La tache de
dépbt ne doit pas dépasser 3 mm.(figure )
4. Elution

Introduire la plaque verticalement dansuse : la ligne de dépdt doit étre au-dessus du
niveau de solvant .Le solvant contenu dans la coeete le long de la plaque : c'est I'étape
d'élution. Attendre que I'éluant arrive a envirorcrh du haut de la plaque, puis retirer la
plague et repérer par un trait la hauteur maxiratikinte par I'éluant (c'est la ligne de front).
Sécher la plaque.
5. Révélation du chromatogramme

On utilise pour cela le réactif de Molisch
Pour 100ml :
0,25g d’alpha-Néphtoli ,dissoudre dans 50ml d’éth&Oml d’acide sulfurique a 200%.Aprés
migration et séchage de la plaque pulvérisée letiféde Molisch et sécher et mettre dans
I'étuve & 100°C Pendant 10min.

Pour le rappot frontale est calculé consuné:

Rf = hauteur de la tathauteur du front

Annexe 07 Chromatographie de perméation sur gel de SEPHACEXQ0
Protocole expérimental
-Préparation du Tampon Tris —HCL 0,02M, pH 8,4 : dont la masse molaire du Tris
MM=121,14 mole, pour 0,02M peser 2,429
-ajuster le volume a 1llitre dans une fiole jaugée
-Préparation de la colonne

La colonne a été préparé avec un grand smim assurer un compactage homogéne du
gel .environ 5g du gel de séphacryl S200 mis etacbrlu tampon Tris HCL 0,02M, pH8.4
puis coulé dans la colonne ;
-le remplissage s’effectue de facon réguliere spéguilibrage de cette derniere et
stabilisation du débit 28ml/h.
-le volume mort ¥=16.8ml est estimé par chromatographie du bleurdegt a la
concentration de 1mg/ml qui & une masse molécuféeée (18Da) de ce fait il n'est pas
retenue dans le gel ;




-le volume nécessaire pour I'élution de cette mdkcorrespond au volume du liquide qui se
trouve entre les interstices .Pour le premier édliam qui est le lactosérum du lait de vache

injecter tel quel 4ml contenant 29,2mg de protésergues ;

-par contre le deuxiéme échantillon est compos@rd&ines sériques de lait de brebis qui
sont dissous a raison de 100mg/5ml de tampon denatographie les protéines sont éluer

par passage du tampon dans la colonne avec uncdéisitant 28ml/h.
L’absorbance de I'éluant est controlé a 280nm,
-les fractions de 1 ml sont collectées et les D@espondantes ont été enregistrés pour étre
contrélé par électrophorese ultérieurement.

Les densités optiqgues des fractions éluées pathteamatographie de perméation
(protéines sériques de vache).

Annexe 08 Hydrolyse enzymatique des protéines du lait (cassiyophilisées de vachgar

la papaine

Préparation des solutions
-solution : Tampon Tris-HCL 0,5 M ; pH 6,4 : doatMM=121,14.
-pour 50 ml d’eau distillée : peser 3,029/l diss®udans 50ml| d’ED, contrélé le pH 6, 4,
ensuite ajuster dans une fiole jaugée de 25 ml.
-tampon d’échantillon :

SOIULION (C).eniee i 1ml

E D et 500yl
SDS (10%)... 500ul
2- mercaptoethanol .50ul

Annexe 09: Electrophorese en condltlons non dissociantesret dénaturantes

(PAGE-native)
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Préparation des solutions
* Solution d’acrylamide

ACTYlamide ... 9g
Bisacrylamide ..........coooiiiiiiiii 0, 25g
E D 25ml
» Tampon de gel (B)
IS 2, 285¢g
ED.. e 25mI

Ajuster a pH 8,9 avec de HCL 4N
* Tampon d’électrode
GlYCINE. .. 0,58

* Tampon d’échantillon
Tampondugel (B)....ovvovviveiiiiiiie e 1000l

E D i 700l
GIYCErOl 50%0.....uuvveiiiiiiiiiiiiiieee e 200pl
Bleu de bromophénol........................... une téte d’aiguille

Dissoudre 1mg de protéines lyophilisées dans 1rekdampon.
e Préparation du gel :T=12% et C=2,7%(pour une plague

SOIULION(A) . e 3,25ml
Solution (B)....ovvvii i e e e DM

E D 1,68ml
Dégazer le mélange (max 2min)

TEMED................. T K011

Solution de persulfate d’ammonium 10%........ccee...... 75Ul
Couler et mettre le peigne immédiatement.

Dépobt d’échantillon : 10 & 20ul

Mise sous tension : 20mA ,25V

Annexe 10: Electrophorese en conditions dissociantes et déards, en présence de SDS et
de 2-mercaptoéthanol (PAGE-SDS)

Solution d’acrylamide : comme celle préparer préoéahent
e Tampon de gel de séparation

Ajuster a pH 8,8 avec de HCL 4N, ensuite jaugée dene fiole de 25ml.
v" Tampon de gel de concentration (solution C)

Ajuster a pH 6,8 avec de HCL 4N, ensuite jaugée dene fiole de 25ml.



v' Tampon d’électrode

GlYCINE. e 14,49
E D 500ml

v Tampon d’échantillon (les hydrolysats récupérer Paydrolyse enzymatique des
caséines du lait de vache par la papaine)

SOIULION(C) e 1ml

E D e 500pl
SDS L1090...ciiiiiiiiiieeieeee e 500pl
2-mercaptoéthanol .. R - 10] V1

-dissoudre 1a2mg de protelne Iyophlllsees dans I8®pe tampon ;
-chauffage a100°C pendant 4a5min puis refroidisdan bain d’eau froide ;
-ajouter 200ul d’'une solution de glycérol 50% (vi@) quelques graines de bleu de
bromophénol
v' Solution persulfate d’ammonium
Persulfate d'ammonium.............cccoii i, 0,19
] 2 (0 1 o) 1mi
v' Conduite de I'électrophorése
1/préparation du gel de séparation : T=17% et C&dgpdur une plaque) :

SOIULION (A) et e 4.60ml
SOIULION(S) .t ettt e 2,51ml
E D 2, 73mi
dégazer pendant 2min max

SDS L1090, .cciiiiiiiiieeeee e 100ul
TEMED.. S e V1
Persulfate d ammonium 10% ST 211 |

Couler a environ 1,5 cm du sommet de Ia plaguendindre hauteur.(figure )
2/préparation du gel de concentration : T=4,8%=2,C% :
SOIULION(A) . e e 1,3ml
SOIULION(C) e 2,5ml
Dégazer quelques secondes

Solution de SDS 810%0........ccceevevvreennnnmmmmmmneeeeeeeeeeeennnnnens 100pl
TEMED.. e 20U
Persulfate d ammonium a 10% ...................................... 40ul

-couler immeédiatement sur le gel de séparationmeétisé et mettre le peigne.

-un échantillon protéique est chauffé a 100°C pehdann en présence d'un détergent
anionique SDS ( 10% p/v) et un agent réducteurgéhde rompre les ponts disulfures, le 2-
mercaptoéthanol (4% v/v). La plupart des polypegstidont dans ce cas dissociés, ce qui
permet la fixation du SDS sur les zones hydrophotles chaines peptidiques, les

polypeptides seront chargé négativement doncritmssépares selon leur taille.

Dépot d’échantillon : 10 a 20ul ;



Mise sous tension : 20mA, 25V.

Annexe 11:Révélation des bandes de migration éléctrophorétig8DS et native)
Solution de fixation

TCA 120

E D 100ml
Solution de coloration

Bleu de commassie 0,2%(P/V)... PPN 0 B oo
Dissous dans une solution constltuee du melange

ED (LV) et e 100ml
Méthanol (1V).......cooii i 100ml

TCA2% (PIV)..eoiiieieee e G
Solution de décoloration



