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Résumé

La désamidation est une modification post-traductédle qui introduit une charge
négative sur le squelette de la protéine par nuadibn de I'asparagine (Asn) et/ou la
glutamine (GIn). Les réactions de désamidation m'Agii ce produit non enzymatiquement,
ont été largement étudiées dans de nombreux domaies sciences chimiques et
pharmaceutiques. En effet, elles permettent d'ameglies propriétés technologiques surtout
pour les protéines alimentaires telles queaiaéine, le soja et méme les protéines du

lactosérum.

La désamidation des protéines du lactosérum dgdaitelin collecté dans la région de
Ouargla du sud algérien a été réalisée par inaubdans un tampon phosphate de sodium pH
8,4 pendant 72 heures. Le profil électrophorétigud®AGE native montre que l'intensité de
la bande qui correspond auLactalbumine native du lait camelin diminue et, garalléele,
nous observons l'apparition d’'une autre bande qgrerplus loin que la-Lactalbumine.

L’effet d’un suc gastrique artificiel a différenp$i sur les protéines sériques camelines
natives et désamidées a été étudié et les résaliggaus ont montré que ce suc n’a aucun

effet sur les protéines sériques camelines nativdesamidées.

L’étude de la sensibilité des séroprotéines careglimatives et désamidées, vis-a-vis
I'action de la pepsine et la pancréatine (simulagjastro-intestinale) a révélé la diminution de
lintensité des bandes pour les hydrolysats pegpsiat leur disparition aprés I'action de la

pancréatine. Donc, la désamidation n’a pas prdesgsites d’action de ces deux enzymes.

Enfin, I'activité antiradicalaire par le test de P\ a été évaluée. Les hydrolysats ont
montré des activités importantes par rapport awtépres natives et les hydrolysats des
protéines désamidées ont donnés des pourcentagelibidion plus importants. La

désamidation des protéines camelines améliore lésmropriétés antiradicalaires.

Mots clés : lait camelin ; Désamidation non enzymatique ; ftghorése ; suc gastrique ;
hydrolyse enzymatique ; activité antioxydante.



Abstract

Deamidation is a post-translational modificatioattmtroduces a negative charge on
the protein backbone by modification of asparagi@esn) and/or glutamine (GIn).
Asndeamidation reactions, which occur non-enzyrallyichave been widely studied in many
areas of chemical and pharmaceutical sciences.edhdiey allow the improvement of
technological properties especially for food pmosesuch as-zein, soybean and even whey

proteins.

Deamidation of camel milk whey collected in the @jla region of southern Algeria
was performed by incubation in sodium phosphatéebyiH 8.4 for 72 hours. The native
PAGE electrophoretic profile shows that the intgnef the band corresponding to the native
a-Lactalbumin of camel milk decreases and, in pakalle observe the appearance of another

band which migrates further than thrdactalbumin.

The effect of an artificial gastric juice at diféat pH on native and deamidated Camel
serum proteins was studied and the results obtasheded that this juice has no effect on

native and deamidated Camel serum proteins.

The study of the sensitivity of native and deamedaCamel seroproteins to the action
of pepsin and pancreatin (gastrointestinal simaitgtrevealed a decrease in the intensity of
the bands for pepsin hydrolysates and their disapee after the action of pancreatin. Thus,

deamidation did not protect the action sites of¢higvo enzymes.

Finally, the antiradical activity by the DPPH tegas evaluated. The hydrolysates
showed significant activities compared to the reatproteins and the hydrolysates of the
deamidated proteins gave higher percentages diitidm. The deamidation of camel proteins

therefore improves the antiradical properties.

Keywords: Camel milk; Non-enzymatic deamidation; Electromsis; Gastric juice;

Enzymatic hydrolysis; Antioxidant activity.
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Introduction générale

Les chameaux sont un symbole d'importance culauelljouent un rdle clé dans la

fourniture de lait de qualité nutritionnelle sugénie dans différentes parties du monde.

Le lait de chamelle constitue, depuis des temgss ltsintains, la principale ressource
alimentaire pour les peuplades nomades. Il estidéres comme l'aliment de base ou sa
richesse en vitamine C (dont la quantité se troudams un litre de lait couvre 40% des
besoins) constitue un apport nutritionnel impori@dans les régions arides ou les fruits et les
végétaux contenant cette vitamine sont rares (SIBEWR, 2007). Il ressemble un peu au
lait de vache et est plus proche de celui de lanferLASNAMI, 1986) et il possede en son
sein un puissant systeme protecteur (Lysozyme,opacbxydase, Lactoferrine...etc) qui
prolonge naturellement sa conservation de quelgues sous des températures moyennes

avoisinants les 30 °C.

Le lait de chamelle est apprécié traditionnellemgoiur ses propriétés anti-
infectieuses, anticancéreuses, antidiabétiquekistgénéralement comme reconstituant chez
les malades convalescents (KANASPAYEVA, 2007), poette raison ses protéines sont
sujettes a diverses modifications soit apres |lésyinthése et la on parle des modifications
post traductionnelles (glycosylation, oxydation,ogbhorylation...etc.) ou au cours des

procédeés de transformation et de traitement.

Ces maodifications chimiques des chaines latéraks plotéines peuvent étre a
l'origine du changement de la nature chimique desdus d'acides aminés ainsi que le
comportement et l'activité des protéines.

Parmi les modifications chimiques, il y'a la désdation non enzymatique (DNE) du
résidu asparaginyle (Asn) qui génere de nombredetseindésirables par exemple une
diminution de l'activité biologique, une réductida la stabilité ou encore une augmentation
de l'immunogénicité des protéines. Cette DNE passieétre a l'origine des maladies comme
les protéinopathies dégénératives ; la cataraetemaladie d'Alzheimer, la maladie de

Parkinson, la démence vasculaire et le vieillissgme

Cette modification n'induit pas que des effets stéfa Elle peut générer également des
effets favorables tels que I'amélioration des péi@s techno-fonctionnelles des protéines,

Y




Introduction générale

utilisées comme traitement dans certain domaineo(@ologie, en immunologie....) et elle
est également pratiquée dans des études fondassermalir mieux élucider la relation

structure/fonction des protéines.

Dans cette étude nous nous sommes intéresséég@anpene de la désamidation non
enzymatique sur les protéines du lait camelin. iAiles présente étude s’articule autour de

guatre volets d’investigations complémentaires :

1. Etude de la sensibilit¢ des protéines lactosésgcamelines au phénomeéne de la

désamidation non enzymatique ;
2. Effet du suc gastrique artificiel sur les pro&s lactosériques camelines ;
3. Hydrolyse des protéines sériques camelinesapaepsine et la pancréatine ;

4. Evaluer I'activité antioxydante des protéinésgies camelines et de leurs hydrolysats par
le test de DPPH.

-
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1.1. Apercu général sur le lait camelin

1.1.1. Caracteéristiques du lait camelin
1.1.1.1. Caractéristiques organoleptiques

Le lait de chamelle est de couleur blanche, emnamtamment de la structure et de la
composition de sa matiére grasse, relativementrpanfi-caroténe (SAWAY Aet al, 1984).
Il est Iégérement sucré, avec un goult acide, man@me salé (ABDEL-RAHIM, 1987) et/ou
amere (RAMET, 2003). Cette variabilité dans le geslitliée au type de fourrage ingéré ainsi
gu’a la disponibilité en eau (YAGIL et ETZION, 1980VANGOH et al, 1998 b).

1.1.1.2. Caractéristiques physico-chimiques

Le pH du lait camelin varie de 6,5 a 6,7 (MEHA#\al, 1995 ; KHASKHELIet al,
2005), il est légerement inférieur a celui du ket vache (6,8). Sa densité moyenne est de
1,029 g/cm (FARAH, 1996) identique & celle du lait bovin 3 g/cni). Il est moins
visqueux que le lait de vache, sa viscosité a 268Cde 1,72 mPa.s et elle est toutefois
inférieure a celle du lait de vache dans les mépwwlitions et qui est 2,04 mPa.s.
(KHEROUATOU et al, 2003). Il présente une acidité titrable de l'erdie 18°D * 0,79
(CHETHOUNA, 2011).

La variation des données sur le pH, l'acidité, émgité et la viscosité peut étre en
relation directe avec les conditions de la trattdaecharge microbienne des échantillons
collectées (MEHAIAE€t al, 1995). Le lait de chamelle reste stable pendaetages jours a
température ambiante (25 a 30°C) comparativementaud’autres espéces. Le pH de
coagulation est atteint aprés 8h a 30°C alors guaitl bovin commence a coaguler apres 3h
dans les mémes conditions. Ceci est d0 a la présanson sein d’'un systeme antimicrobien
puissant (lysosyme, lactoferrine, lactoperoxydasepunoglobulines, protéoses peptones...)
dont les concentrations sont plus élevées dansitegle dans celui des autres espéces
laitieres (KAPPLERet al, 1999 ; KONUSPAYEVAet al, 2007).
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Tableau 01 : Caractéristiques physico-chimiques diait de chamelle en comparaison
avec celles du lait de vache

Espéce

Propriétés Lait de chamelle Lait de vache Références

Densité 1,029 g/cni 1,030 g/cm FARAH, 1996
KHEROUATOU et al,
2003.

Viscosité (Cp) 1,72 mPa.s 2,04 mPa.s
CHETHOUNA, 2011.

Acidité (°D) 18°D #0,79 15-18°D
MEHAIA et al, 1995;
KHASKHELI et al,

H 6,5-6,7 6,8
P 2005

1.1.2. Composition chimique

La composition chimique du lait de chamelle a @®dment étudiée (ELAMIN et
WILCOX, 1992 ; KHAN et IQBAL, 2001 ; KHASKHELIet al, 2005 ; HADDADIN et al,
2007). Des variations dans les proportions desmdifits composants ont été rapportées
(tableau 02). Ces variations sont la conséquencelutdeurs facteurs tels que la saison
(HADDADIN et al, 2007), la race (FAYEet al, 2008) ainsi que le stade de lactation
(ELLOUZE et KAMOUN, 1989 ; KONUSPAYEVAet al, 2009).

L’eau est I'élément le plus important qui affectette composition. La chamelle
produit un lait plus dilué en période de sécherdasteneur en eau en été est de 89,8 % alors
gu’elle est de 86,1% en hiver (AL HAJ et AL KANHARQ010). La dilution du lait est un
mécanisme d’adaptation naturelle des chamelles poocurer de I'eau aux chamelons
pendant les périodes de sécheresse.

K.
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La teneur en protéines dans le lait camelin es},8%, elle est comparable a celle du
lait bovin (2,59 %) (EL-HATMIet al, 2015). Les protéines camelines sont représepigres

deux fractions principales, les caséines et lagpséteines.

La matiére grasse du lait camelin représente emif® a 6,4% (KONUSPAYEV At
al, 2009). Par comparaison avec le lait bovin, laiénatgrasse cameline est pauvre en acides
gras a courte chaine (ABU-LEHIA, 1989) et [ecaroténe (STAHLet al, 2006). Cependant,
il a été noté que la matiere grasse cameline ekt ren acides gras a longue chaines
(KONUSPAYEVA et al, 2008) particulierement les acides gras essefH&A®DADIN et al,
2007).

Le taux en lactose varie de 2,4 & 5,8 % (KONUSPAXEYal, 2009). Les variations
enregistrées dans les teneurs en lactose semtdpehdre non seulement de la race mais
aussi du stade de lactation et I'état d’hydratatidne diminution de la teneur initiale a été
constatée en cas de déshydratation des chamdBBYEEUR, 2007).

Le lait de dromadaire constitue une tres bonnecgode minéraux. Il est riche en
minéraux majeurs : Calcium, Magnésium, Sodium, $Xten et particulierement en
manganese et en fer (AL-AWADI et STRIKUMAR, 200Lgs minéraux du lait de chamelle,
notamment le Sélénium et le Fer sont associés drdesons protéiques de faible poids
moléculaire, ce qui augmente leur capacité digestivieur biodisponibilité (ALAWADI et
STRIKUMAR, 2001 ; SAITMIRATOVAet al, 2001).

Concernant les vitamines, le lait de chamelle emitmoins de vitamines A, E, B1,
B2, B5 et B9 comparativement au lait de vache (SAMXAet al, 1984 ; FARAHet al, 1992 ;
MEHAIA, 1994). Cependant, il se distingue par shesse en vitamine C qui est présente a
une teneur moyenne de 34 ,16 mg/l. Elle est 3aissplus élevée que celle présente dans le
lait bovin (SAWAYA et al, 1984 ; FARAHet al, 1992 ; HADADDINet al, 2008).
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Tableau 02 : La composition chimique du lait de chaelle (%) (AL HAJ et

ALKANHAL, 2010).

Composant Teneur en % Références
Eau 86,3-88,5 KHAN et IQBAL(2001)
3,11 FARAH et RUEGG (1989)
Protéines totales 2,69 HADDADIN et al (2008)
FARAG ET KABARY(1992) ;
Protéines sériques 0,63-0.80 MEHAIA et al (1995) ;
KHASKHELI et al (2005)
FARAG ET KABARY(1992) ;
Caséines 1,63-2,76 MEHAIA et al (1995) ;
KHASKHELI et al (2005)
3,95 EL-AGAMY et al (1998)
Matiere grasse 1,2 ATTIA etal (2001)
4,47 INDRA (2003)
5,4 ATTIA etal (2001)
Lactose 3,92 HADDADIN et al (2008)
2,9 SHUIEPet al (2008)
Fraction minérale 0,6-0,90 KONUSPAYEVAet al (2009)
SAWAVYA et al (1984)
Vitamine C 34,6 mg /I FARAH et al (1992)

HADDADIN et al (2007)
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1.1.3. Les protéines du lait camelin

De part leur apport nutritionnel (source d’'acidesreés essentiels) et leurs propriétés
techno-fonctionnelles particuliéres, les protéidadait revétent une importance considérable

au double plan quantitatif et qualitatif.

Selon leur solubilité en milieu acide, ces protéiee répartissent comme pour les laits
d’autres espéces, en deux fractions : les casétrles protéines du lactosérum (albumines et
globulines). Les premieres précipitent a leur péeisctrique se situant a 4,3 (WANGQH

al, 1998) alors que les autres restent solubles dzteszone de pH considéreée.
1.1.3.1. Les caséines

Les caséines sont les principales protéines dalsstlde chamelle. Il contient & peu
prés 1,63 a 2,76 % qui représentent environ 52 % 8@s protéines totales conte 83% dans le
lait bovin (MEHAIA et al, 1995 ; KHASKHELIet al, 2005).

Les caséines du lait camelin sont des phosphopestétlaborées dans les cellules
lactogenes mammaires et sont constituées de gpedtéines differentesil, as2, p et
k).Ces protéines sont codées par des genes diépmrtés sur le méme chromosome
(RIBADEAU-DUMAS et BRIGNON, 1993). Les caseéines omndance a s’associer en
particules sphériques ou micelles, de taille vaeiadi fortement hydratées et minéralisées.
L’assemblage et la cohésion de cette structure llaiee sont assurés par des liens
phosphocalciques (HAMBRAEUS, 1982).

A la différence des protéines solubles qui ont stracture globulaire compacte et
résistante a I'attaque protéolytique, les casginésentent une structure lache et peu ordonnée

qui les rend accessibles aux enzymes protéolytigp@sIMIDT, 1982).
1.1.3.1.1. CaséinaS1

Dans le lait de chamelle, elle représente 22 %cdsgines totales et contient 215
acides aminés pour une masse moléculaire de 2&kDd@3et un point isoélectrique de 4,4
(KAPPELERet al, 1998).

8
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1.1.3.1.2. CaséinaeS2

Cette fraction est présente dans le lait de chan®line moyenne de 2,6 g/l (AL-
ALAWI et al, 2011). Sa structure primaire contient 178 résalaa dont 11 résidus de sérine
phosphorylés. Son poids moléculaire est d'envilg@66 kDa, alors que son pH isoélectrique
est 4,58 (KAPPELER al, 1998).

1.1.3.1.3. Caséinf

La B-caséine est constituée de 217 acides aminés awvpoids moléculaire de 28,6
kDa (MOHAMED, 1993 cité par AL HA&t al, 2010), son point isoélectrique est a pH 4,76.
Elle est dépourvue de résidus glucidiques et d&iryess Comme dans le lait bovin c’est la
protéine la plus hydrophobe des caséines (LARSSQNMRKIEWIC et MOHAMED, 1986).

1.1.3.1.4. Caséing

C’est la caséine la plus étudiée en raison de &endans la coagulation du lait par la
présure (CAYOTet LORIENT, 1998 ; FILION, 2006 cité par MEDIOUR, 2014.a k-CN
n'occupe que 3,5% des caséines totales (EL-AGAMX)]62.Sa structure primaire compte
162 acides aminés, son point isoélectrique se sitpH 4,11 et sa masse moléculaire est de
22,9KDa (KAPPELER, 1998 ; EL-AGAM¥t al, 2009).

1.1.3.2. Les protéines sériques

Les protéines sériques constituent la fraction ldeludes protéines du lait. Elles
représentent 20 & 28 % des protéines totalesleldeis de chamelle (MEHAIAt al, 1995).

Par comparaison a l'espece bovine, le lactosérumelta est plus riche en facteurs
antimicrobiens tels que le lysozyme, la lactofariftes immunoglobulines (EL-AGAM&
al, 1992). Il contient également des protéines sjpgb acides (BE@t al, 1996) et basiques
(OCHIRKHUYAG et al, 1998). Par contre, il est & noter I'absence ¢ laactoglobuline, la

protéine majeure du sérum du lait de plusieurscespanimales.
1.1.3.2.1. La-Lactalbumine

L’ a-Lactalbumine (L&-Lac) du lait de chamelle est constituée de 128luésd’aa
avec une masse moléculaire de 14,6 KDa (RE@&, 1985). Elle est généralement trés riche

en aa essentiels et particulierement en : Tryptoph&ystéine et Lysine ou elle contient

s
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21,6% de ces trois aminoacides alors que son hguelbovin n’en contient que 19,6%.
1.1.3.2.2. L'albumine sérique

L’albumine sérique est une protéine d’origine samgusynthétisée dans le foie. Elle
passe du plasma vers la glande mammaire pendpradaction du lait. Son réle principal est

le transport des acides gras dans le plasma (CURRBIY 1999).

L’albumine sérique est responsable a 80% du maintéla pression osmotique dans
le corps (QUINLANEt al, 2005).Sa concentration dans le lait camelin ssimée a 9,29/l
(EL-HATMI et al, 2007). Sa séquence primaire est constituée deésus d’acides amines,

avec une masse moléculaire de 66339Da.
1.1.3.2.3. La lactoferrine

La lactoferrine du lait provenant de sources déifées est connue par sa rétention du
fer a pH inférieur a 3-4 (MAZURIER et SPIK, 198Qécipar AL HAJ et AL KANHAL,
2010), en revanche, la lactoferrine dans le laitcdamelle semble perdre du fer de son
extrémité N terminale a pH 3-4 et de son extré@it&rminale a pH 6-7 (KHAN et IQBAL,
2001). La lactoferrine cameline est constituée @’uthaine comprenant 689 résidus
aminoacides. Son poids moléculaire est de 75,258 &Dsa concentration est 220mg/I
(KAPPELEREet al, 1999).

1.1.3.2.4. La lactoperoxydase

C'est une enzyme d’oxydoréduction a activités bantéatique et bactéricide
principalement sur les bactéries GRAM négatif (TAASRABADI et al, 2011b cité par
MEDJOUR, 2014). Son activité enzymatique dans itedia chamelle est de 869-1172 U/l et
son poids moléculaire est 78 kDa alors que cellalin est de 72,5 kDa (EL-AGAM# al,
1996).




Synthése bibliographique

1.1.3.2.5. Le lysozyme

Le lysozyme du lait de chamelle a un poids molérilde 14,4 kDa. Il possede une
activité de lyse supérieure a celle du lysozymermawais inférieure a celle du lysozyme du
blanc d'ceuf (EL-AGAMYet al, 1996). Le lait de chamelle contient une concerraplus
élevée de lysozyme (1/100ml) contre (ug /100ml) pour le lait de vache (EL-AGAMat
al, 1996).

1.1.3.2.6. Les immunoglobulines

Les immunoglobulines (Igs) représentent environ 1@6e& protéines totales du
lactosérum. La concentration en IgG dans le lamalam est de 1,64 mg/ml. Cette
concentration est de 0,70 ; 0 ,67 ; 0,55 ; 0,63 &% mg/ml dans les laits caprin, bovin, ovin,
bufflonne et humain respectivement (EL-AGAMal, 2009).

Les Igs présentent la méme structure de basex: d®ines légeres identiques de 23
kDa et deux chaines lourdes de 53 kDa chacuneq@sse chaines sont liées par des ponts
disulfures et la molécule compléte d'lg présente nmrasse moléculaire d'environ 180 kDa
(KORHONEN €t al, 2000). Par contre le lait de chamelle contientideaunoglobulines qui
ont une structure unique, elles sont dépourvuehdmes légeres (SHABO et YAGIL, 2005).

1.1.4. Désamidation non enzymatique
1.1.4.1.Définition

Les modifications post traductionnelle des protgisent des éléments essentiels a
prendre en considération pour I'étude des protéimeseffet elles subissent un ensemble de
modification apres leur synthese ou bien durantders de leur vie. Ceci a pour but
d’acquérir des fonctions particulieres de modifeeffonction de la protéine ou bien encore
permettre I'interaction avec d’autres éléments. jscipales modifications existantes sont :

la désamidation, la phosphorylation la glycosylatb la méthylation (AKELEt al, 2012)

Les réactions de désamidation des chaines latataléasparagine et de la glutamine
sont parmi les modifications covalentes non-enziguas les plus étudiées pour les protéines
et les peptides. Des efforts considérables de relcb@®nt été étendus pour élucider les détails
de la réaction de désamidation dans les systamestro et in vivo (MCNALLY et
HASTEDT, 2007).
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La désamidation des protéines est décrite comnped@ de la fonction amide d'un
résidu GIn ou Asn accompagné d'une libération d'aniac et la transformation de ces deux

acides aminés en acides glutamique et aspartidtieqB1O, 1996).

Les résidus asparaginyle et glutaminyle, dans legtiges et les protéines sont
intrinséquement instables dans des conditions plogaques, avec des demi-vies allant de
guelques heures a plus de 100 ans. lls se désamioierenzymatiquement en résidus L et D
aspartyle et glutamyle ou en L et D iso-Asp et@uo- L'Asn réagit généralement beaucoup
plus rapidement que GIn, bien que les mécanismaes@mnidation sont essentiellement les
mémes (ROBINSON N.E et ROBINSON A.B, 2007).

1.1.4.2. Mécanisme de la désamidation

Le mécanisme de la désamidation non enzymatiquasteren la formation d'un cycle
imide (L-succinimide), qui résulte de I'attaque I@éophile du doublet électronique d'un atome
d'azote de la chaine carbonée principale sur latdencarbone du groupement amide de la
chaine latérale du résidu Asn. La formation du suitéde, molécule intermédiaire cyclique a
cing atomes, implique la chaine latérale et le gement carboxyle du résidu Asp ou Asn et
l'azote du groupement amide du résidu suivant (ER®t CLARKE, 1987 ; STEPHENSON
et CLARKE, 1989). Le succinimide, ainsi formé, est intermédiaire stable qui peut étre
observé dans une zone du pH variant de 4,0 a 4s,ani se décompose aussi vite qu'il s'est
formé pour des valeurs de pH plus élevés.

Ensuite le cycle imide formé est soumis a une Hydey ce qui génere au sein de la
chaine peptidique la formation d'un résidu L-isqpAmi L-Asp (XIE et SCHOWEN, 1999).
L'apparition d'un résidu iso-Asp introduit une dian f-amide attaché sur le groupem@at
carboxyligue du résidu iso-Asp. Ce qui provoque almangement dans la structure des
peptides et des protéines qui subissent une déaaomdFigure 01). L'isoaspartate est un
résidu d'acide aminé apparaissant dans certaines€ies suite a une réaction
intramoléculaire entre un résidu Asn ou Asp etdsidu d'acide aminé suivant dans la
séquence protéique (GEIGER et CLARKE, 1987).

e
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Figure 01. Mécanisme de la désamidation non-enzymatie a pH>5(PATEL et
BORCHARDT, 1990).

1.1.4.3. Influence de divers facteurs sur la cinéfue de désamidation

L'événement de la désamidation est tres fréquenssuetienne spontanément.
Toutefois, des facteurs comme la température, lempkronnant, la structure et le temps de
demi-vie de la protéine peuvent influencer ce meue (ROBINSONN.E et ROBINSON
A.B, 2004).

1.1.4.3.1. Effet du pH

Les résultats obtenus par I'étude du pH sur laadidgion des résidus Asn et Asp dans
un intervalle du pH variant de 1 a 12, montrent udésamidation spontanée dépend des
valeurs du pH allant de 5 a 8. Au-dela de cet vatiéz, la protéine est totalement dénaturée et
ne peut résister a des valeurs de pH extrémesésantddation des protéines et des peptides
se produit a pH neutre ou proche de la neutraliddsmelle est plus rapide a pH basique
(ROBINSON N.E et ROBINSON A.B, 2007).
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En particulier, le pH semble exercer un contrélgemmasur la désamidation non
enzymatique des résidus asparaginyle dans les quiiges. A pH alcalin et neutre, il est
signalé que la désamidation des résidus d'asparagplique la formation d'un cycle imide
intramoléculaire intermédiaire. Dans des conditiangles, on a signalé que la réaction se
faisait par hydrolyse directe des résidus d'Asnsddes résidus Asp sans formation
d'intermédiaire cyclique imide (SHLOMO, 1996). A pphysiologique, la désamidation
entraine lintroduction d'une charge négative asidvé désamidant et une certaine
isomérisation (ROBINSON N.E et ROBINSON A.B, 2007).

1.1.4.3.2. Effet de la température

Le taux de désamidation des protéines montre égalerta dépendance a la
température sous un pH neutre; la désamidation geytroduire parcatalyse des chaines
latérales amenées au voisinage du site de désamnidba disponibilité de I'eau semble étre
un élément important des effets associés a la terypé (MCNALLY et HASTEDT, 2007).

Les travaux de Hamada (1992) ont montré que latickacle désamidation est
acceléree en chauffant brievement des protéineseataires. La pénétration d'eau et la
solubilisation des protéines semblent étre dee@msiclés dans le processus de désamidation

et tous les deux sont améliorés par la chaleur.

La température est un facteur qui peut aussi nardifndirectement d’autres
parametres tel que le pH de I'environnement. Defaie la température de stockage de
certaines formules protéiques affecte la vitessdedamidation d'une protéine en présence de
certains tampons car la température a un effetaotdi sur la constante de dissociation d’eau :
la concentration d'ions hydroxyles peut varier encfion de la température et peut ainsi
affecter la vitesse de désamidation (ARAKEI, 1989).

1.1.4.3.3. Effet de la structure de la protéine

Les taux de désamidation dépendent de la séqueintaine et de la conformation des
Protéines. Il a été démontré que la séguence dsaichinés primaire, ainsi que la structure
tridimensionnelle de la protéine, peuvent affetéeiaux de désamidation. Cette modification
introduit une charge négative dans la protéinegogui changer la structure et la fonction de la

protéine.

X
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Des études antérieures ont également montré gsteuleture des acides aminés qui a
un effet significatif sur le taux de désamidatiom. résidu Asn suivi d'un résidu Glycine (Gly)
dans les protéines est particulierement sensilded@samidation, méme si d'autres séquences
telles que Asn-Ser, Asn-Asn et Asn-Ala ont été ol#ss pour subir une désamidation dans
les protéines (NARKHYUN, 2013).

Dans les études utilisant des modéles peptidideedsidu d'acide aminé sur le groupe
carboxyle de I'Asn a montré une grande influenaelawitesse de réaction, en particulier
lorsque le résidu carboxyle adjacent de Asn est(BBINSON N.E et ROBINSON A.B,
2004).

1.1.4.4. Impact de la désamidation non enzymatiqusir les protéines alimentaires

L'utilisation efficace des protéines dans les sys® alimentaires dépend des
caractéristiques fonctionnelles de la protéine poapondre aux complexes besoins des

produits alimentaires manufactureés.

De nombreuses protéines alimentaires, en partical#les provenant de sources
végeétales, nécessitent une modification pour ameglies propriétés fonctionnelles telles que

la solubilité, I'aptitude au fouettage et I'acévitémulsification.

Les traitements chimiques utilisés pour la modiiara peuvent étre classés en deux
principaux groupes : méthodes enzymatiques et nayneatiques. La désamidation concerne
les méthodes chimiques qui modifient les protéail@sentaires de maniére non enzymatique.

En raison de leur approche simple, disponibititéniédiate et de leur grande efficacité,

les méthodes non enzymatiques sont toujours sailhestet souvent irremplacables.

Les propriétés fonctionnelles de la protéine sdritément liées a sa taille, a sa
conformation structurelle et a la distribution dbarges ioniques.

.
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Les traitements chimiques qui pourraient entraineg altération de ces propriétés
comprennent des réactions qui introduisent un rewgeoupe fonctionnel dans la protéine ou
éliminent un composant de la protéine. Par consggles réactions telles que succinylation,
acétylation, phosphorylation, hydrolyse limitéd'leydrolyse des liaisons amides spécifiques
(désamidation) ont été utilisées pour conférer driatéine des propriétés fonctionnelles
améliorées (FREDERICK ,1992).

-
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2. Matériel et Méthodes

Le présent travail a été réalisé au niveau de ébwe de Biochimie, département de
Biochimie-Microbiologie. Université MOULOUD MAMMERdHe TIZFOUZOU.

2.1. Matériel

2.1.1. Matériel biologique

Deux enzymes protéolytiques ont été utilisées gui k& pancréatine et la pepsine (EC
3.4.23.2)

2.1.2. Matiere premiere

Le lait de chamelle provient de troupeau de chaselhinescamelus dromedarius)
de la populatiorSahraoui vivant en élevage extensif dans des parcours natdeela région
d'Ouargla du sud algérien. Il est recueilli propesrh dans des bouteilles de 1 | et est
immédiatement additionné d’'un antibactérien (l'azetde sodium a 0,05%), puis acheminé

au laboratoire dans une glaciere.
2.1.3. Produits chimiques

NaH,PO,, DPPH, NaN, NaOH, éthanol (70 %), ferricyannure de potassianige
trichloruacétiqgue (TCA), chlorure de sodium, dodecsulfate de sodium (SDS),
NaHPO,Glyceérol, tris (hydroxyméthyl) aminométhane ,2-nagrioéthanol, acrylamide, Bis-
acrylamide, bleu de bromophénol, N, N, N’, N’ téwethyléthylene diamine(TEMED), bleu
de Coomassie, glycine, persulfate d’ammonium, &tetde sodium et de potassium, HCI,
Carbonate de sodium(NaGQEau distillé , Albumine de sérum bovin (BSA), d&&#f de
Gornall, acide acétique ,chlorure de potassium JKIAHPO4 ,CaGlet MgCh....etc.

2.1.4. Appareillage
-Unité d’électrophorese : plaques en verre etl@escuve d’électrophorése,
Générateur de courant ;

-Spectrophotométre UV-Visible (SHINADZU) ;
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-Centrifugeuse (SIGMA), max 15000 g ;
-Bain-marie (MEMMERT Allemagne) ;

-PH métre (Hanna 808351) ;

-Balance de précision (OHAUS, USA) (0.001 g) ;
-Balance analytique (0.01 g) ;

-Agitateurs (magnétique, vortex, basculant) ;

-Lyophilisateur (TelstarlyoQuest);
2.2. Méthodes

2.2.1. Isolement des protéines lactosériques totale

C’est une opération a plusieurs étapes, qui a pbjectif de séparer les protéines

sériques des caséines du lait camelin, ces étapeslgstrées dans la figure 02

e

Ecrémage par centrifugation a ] N~ . Creme
4500xg/20 min/4°C écartée

Caséines \
écartées .

J

11

Acidification & pH 4,3 (avec HCI 4N)
centrifugation a 3500xg/20min/20°C

.Dialyse 72h a 4°C contre I'eau distillée
.Lyophilisation
.Congélation

Figure 02 : Etapes de séparation des protéines sguies a partir du lait de chamelle.
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2.2.1.1. Ecrémage

L’écrémage du lait entier est réalisé par centefign a 45008 pendant 30 min a 4°C.

La creme qui apparait en surface est écartée, glarde lait écrémé est filtré afin d’éliminer

totalement la matiere grasse.
2.2.1.2. Précipitation acide

La précipitation est réalisée par I'ajout d’'uneusion d’HCI 4N, ainsi le pH est
amené progressivement a 4,3. C'est le pH isoélgerides caséines camelines qui permet

leur précipitation. Le lait acidifié est ensuitentdugé a 35009 pendant 20 min a 20°C.

Le culot constitue la fraction caséinique et lenagent représente les protéines
sériques totales. Ce dernier est neutralisé a (i@ par NaOH 1N pour une meilleure
solubilisation des protéines.

2.2.1.3. Dialyse

La fraction des protéines sériques est dialyse&edrau distillée pendant 72h a 4°C

sous agitation douce, en utilisant des membranestise.
2.2.1.4. Congélation et lyophilisation

Apres dialyse, la solution des protéines sériqustscengelée puis lyophilisée. Les

protéines sont ainsi récupérées sous une formeutlrg et conservées dans un dessiccateur.
2.2.2. Dosage des protéines par la méthode de biure

La méthode utilisée est celle de BIURET. La réactilu biuret est une ; méthode
colorimétrique décrite paGORNALL et al, 1949, une réaction mettant en évidence les
liaisons peptidiques. Les liaisons peptidiques mleséines réagissent avec’Cen solution
alcaline pour former un complexe coloré dont I'absoce, proportionnelle a la concentration
en protéines, est mesurée a 550 nm. Le réactieBaontient du sodium potassium tartrate

qui complexe les ions cuivriques et maintient kealubilité en solution alcaline.

La teneur en protéines est déterminée grace aawmbe étalon : DO = f(c) (figure 3),

en utilisant I'albumine sérique bovine (BSA) compretéine de référence.

£
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Figure 03 : Courbe étalon du dosage des protéineactosériques camelines par la

méthode deBIURET et al 1949.

2.2.3. La désamidation des protéines lactosériqueamelines :

Un volume de 10 ml de sérum du lait camelin ontnéééangées avec un volume de 10

ml de tampon phosphate de sodium, pH 8,4, conteh@2f6 (m/v) d'azide de sodium. Le

mélange a été incubé a 37°C pendant 72h.

2.2.4. Méthodes électrophorétiques

Les protéines qui sont des macromolécules amphptpezivent se déplacer dans un

champ électrique en fonction de leur charge ndédeur poids moléculaire et des conditions

du milieu. Ce déplacement différentiel est mis afipren électrophorese pour pouvoir les

séparer et les identifier, car les niveaux de ntigmaatteints constituent une caractéristique

Intrinséque de chaque entité protéique.

¢
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2.2.4.1. Principe général

L’électrophorése est une méthode d’analyse basééa suigration différentielle de
Particules chargées sous l'effet d’'un champ élgatri Les protéines du fait de leur caractere
amphotere peuvent se comporter comme des aniodggations et se déplacer de ce fait
soit vers l'anode ou la cathode ; selon leurs ¢érestiques physico-chimiques, elles se
matérialiseront sur I'électrophorégramme par desdba de migration plus ou moins

distinctes.

Les gels de polyacrylamide sont constitués d'agrgla (unité de base) (GHCH-
CONH,) et de bisacrylamide (agent pontant) (N, N métmgdbis acrylamide), qui en
préesence de TEMED et du persulfate d’ammonium sknpoise (figure 04). Les
caractéristiques du gel sont en fonction de la eomation, du degré de réticulation et du
pontage de ses constituants. lls sont détermirmrdepandices T et C ; La porosité des gels est
ajustée en faisant varier les concentrations velatile a et b, la taille effective des pores d’'un

gel est d’autant plus petite que sa concentratioaceylamide est élevée.
T = (a+b /v) x 100 (%)
C = (b/a+b) x 100 (%)

a: acrylamide (g) b : N, N-méthylene -bisacrylamide (gy ; volume du tampon (ml).

Acrylamide monomer

H;E=TH — CH—CHy— CH—CHy— CH—CHy— CH—
| I I
:l'.::ﬂ- C=—0 C=0 C=—0 C=0
HgN Initiator ¥ Catalyst ..I,".. plm, ILH:. l[IH
(NH, L 8.0, TEMED | |
+ - nI:H, TH:
HECZCH—E—HH—E—NH—E—CH:CH; MHH TH, NH, TH
2 |
'llll ll;!l =0 T:CI C=—0 T:D

N, N -methylenebisacrylamide
— CH=——CHy; = CH —CHy—— CH—CH;— CH—

Figure 04 : Processus de polymérisation du gel

d’acrylamide en présence du persulfate d’ammonium
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2.2.4.2. Conduite de I'électrophorése

Le gel de polyacrylamide, est coulé entre une pagqn verre et une plaque en

alumine.

Les puits sont obtenus suite a lintroduction dpgigne entre les deux plagues avant la
polymérisation du gel. Aprés polymérisation, legmei est retiré puis les échantillons sont
déposés dans les puits, ils sont préalablemerdudissans de bleu de bromophénol indicateur
de la progression de la migration électrophorétiqielle-ci a lieu sous un voltage et un

ampérage constants (250v ; 20mA).

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

suivantes :

-La fixation : La fixation est réalisée par immersion du gel dang solution d’acide
trichloracétique (TCA) 12% (P/V) pendant 45 minutes

-La coloration : Le gel estimmergé 2 a 4 heures dans une solud@oldration contenant du
bleu de Coomassie 0,55% (P/V) dissous dans un@@olonstituée du mélange eau distillée
(1V), méthanol (1V) et TCA 4% (P/V).

-La décoloration : elle est réalisée par immersion du gel dans unatisnl composée du

mélange (eau/éthanol/acide acétique).

2.2.4.3. Electrophorése en conditions non dissocias et non dénaturantes (PAGE

native)

L’électrophorése sur gel de polyacrylamide dansclasditions non dénaturantes et
non dissociantes (PAGE-native) permet de gardepre®ines a I'état natif, la migration des
molécules se fait en fonction de leur poids moldicel et de leur charge (WITTI@ al.
2007). La PAGE-native une technique résolutiveiem ladaptée a la séparation des protéines
sériques. Le protocole utilisé est celui de HILLIE®76), modifié et adapté au systeme de
minicuves. La porosité du gel est de T = 12% et 6. Le tampon du gel est composé du
Tris 0,75 M ; pH 8,9. Le tampon d’électrode eststiiné du Tris 5 mM, glycine77 mM ; pH
8,3. Les échantillons (1-2 mg/ml) dissous dans soiation contenant le tampon du gel, de

I'eau distillée et du glycérol 50% et le bleu derbophénol.

£
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2.2.4.4. Electrophorése en conditions dénaturantes dissociantes (PAGE-SDS)

Un échantillon protéique (1-2 mg /ml) est chauffé®°C pendant 5 minutes, en présence
d’'un détergent anionique le SDS (10%) et d’'un agédticteur chargé de rompre les liaisons
disulfures, le ZZME (4%). La plupart des polypeptides sont dans &= dissocié€s, ce qui
permet la fixation du SDS sur les zones hydropholles chaines peptidiques, les
polypeptides acquierent alors une forte chargetidgat ne seront séparés que suivant leur

taille dans un gel de porosité appropriée.

La longue queue hydrophobe du dodécylsulfate (S@igure 05) interagit trés
fortement avec les chaines polypeptidiques et peocure une charge négative. Le nombre
des molécules de SDS liées a un polypeptide epbpionnel a la longueur de la chaine (au
nombre des résidus). Le SDS est aussi un déteggendmpt toutes les interactions et détruit
les structures tertiaires et quaternaires des ipagsté Les ponts disulfures sont clivés en
utilisant lep-mercaptoéthanol.

chirge negative

Figure 05 : Structure du dodecyl sulfate de sodiuniSDS)

@



Partie expérimentale

2.2.5. Test de suc gastrique sur les protéines gfres camelines

Un jus gastrique artificiel a été préparé en wiisun tampon HCI contenant les
réactifs suivant : NaCl (8 g/l), KCI (0,2 g/l), blPOs2H,0 (8,25 g/l), NaHP®(14,35 d/l),
CaCbh2H,0 (0,1 g/l) et MgGI6H,0 (0,18 g/l).

Le pH du tampon a été ajusté a 1, 2, 3, 4 et Stibsant une solution d’'HCI (5 M).
5 ml de chaque échantillon de lactosérum désanmidéti ont été mélangés avec 5ml du jus

gastrique artificiel pour tous les pH.

Le mélange réactionnel des deux échantillons dedaoum a été incubé dans un bain-
marie a une température de 37°C durant 6 h. Ddésver@ents ont été réalisés aprés 0, 0,5, 1,

2, 4 et 6 h d’incubation et ensuite ils ont ététdias par PAGE native.
2.2.6. Digestion gastro-intestinale simulée des géines sériques camelines

La digestion gastro-intestinale simuli@evitro a été réalisée selon la méthode décrite
par NONGONIERMA et al, (2017). La figure représente les différentes é&ape cette
digestion :
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,
05 ml de lactosérum (désamidéaét)n
\ [ fiz a2 s \
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4 A 7 N
Ajout de la pepsine avec un ratio (E/S) = 2%.
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D
J

Incubation au bain marie a 37°C
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Des prélevements de 1Q0d’hydrolysats ont été effectués a
des intervalles de temps différents : 15, 30, 6180
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Reste de I'hydrolysat pepsiques de lactosérum ettiEsamidé
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Addition de3 g/l de la pancréatine
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Des prélevements de 1Q0d’hydrolysats sont effectués a de
intervalles de temps différents : 15, 30, 90,120 mi

Vo ~\

Figure 06 : Etapes de la digestion gastro-intestit@simulée des protéines sériques

camelines
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2.2.7. Mesure de l'activité antioxydante par le teasle DPFH

L'activité du piégeage du radical DPPH a été meseelon le protocole décrit pi
ZHU et al (2008). DPPH est une abréviation communer un composé chimique organiq
2,2-diphenyl-1picrylhydrazyl. C'est une poudre cristalline de leau sombre composée
radical libre stable. En solution dans le méth: il est caractérisé par u couleur violette ;
en présence d'un donneur d'hydrogene (AH) il edtiréa la forme no radicalaire 2,2-
diphényl-1picrylhnydrazinede couleur jaunpale, cette propriétéepmet donc le contrdl
visuel de la réaction. Ce pass de la premiére forme a la deuxiems accompagné d'u
diminution de l'absorbance et libération du radida¢ DPPH pésente un maximul
d’absorption dans le visible qui se situe vers-517 nm dans le éthanol et I'éthanc

Donc la réduction du radicdibre DPPH par un antioxydant peut étre suivie

spectrométrie UWisible a 517nn

O, N NO, O, N NO,
NO, NO,
DPPH (ox) DPPH (red)
purple yvellow

Figure 07 : Structure du DPPH et sa réduction par I'antioxydant (AH)

.
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La solution de DPPH est préparée par solubilisai®d mg de DPPH (0,1 mM) dans
100 ml d’éthanol. L'activité anti radicalaire deactosérums natifs, désamidées a été

déterminé et ainsi que leur hydrolysats.

2 ml de la solution du DPPH ont été ajoutées a |50@e chaque échantillon. Le

mélange est agité puis est incubé a I'obscurigpérature ambiante pendant 1h.

La lecture de I'absorbance a été faite a 517 nntream blanc correspondant a la solution du

DPPH ; de méme, pour chaque échantillon trois essdiété effectués.

Les résultats sont exprimés en tant qu'activitd-radicalaire ou l'inhibition des

radicaux libres en pourcentages (I %) en utilisafbrmule suivante :
| %= [(AB-AE)/AB]x 100%

| %: pourcentage d’inhibition ; AB : absorbanceldanc ; AE : absorbance de I'échantillon.

g
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I1l. Résultats et discussions

3.1. Teneur en protéines lactosériques

La méthode de dosage spéctrophotométrique de BIURETite par GORNALLet al.
(1949) a éteé utilisée pour estimer la teneur emépres en exploitant la courbe d’étalonnage
(figure 03).

Les protéines du lactosérum constituant la fractioluble des protéines du lait sont
d'une excellente valeur nutritionnelle car ellesitsdches en lysine tryptophane et acides
aminés soufrés (CHEFTEL et LORIENT, 1982).

La concentration des protéines sériques obtenue mtare étude est de I'ordre de 7,14
+0,42 g/l

Le lait de vache contient une faible concentragonprotéines seériques 5,5 - 6,5 g/l
(ROLLERI et al, 1956) et BELHADI, (2010) par rapport au lait de eledle qui varie entre
6,67-8,42 gll.

Ce taux important en protéines sériques du laitetianest d’'un grand intérét du fait
gue c'est dans cette fraction qu'on retrouve degtetas antibactériens particulierement

puissants (lysozyme, lactoferrine et les immunoglioles) (ELAGAMY, 2000).

La valeur obtenue dans notre étude (7,14 +0 ,42gflinférieure a celle signalée par
SI AHMED ZENNIA, (2015) qui est en moyenne de 8,0.
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3.2. La sensibilité des protéineslactosériques camelines au phénomeéne de

désamidation non enzymatiqu

Dans le but de déterminer l'effet de la désamidation enzymatique sur les protéi
sériquescamelines, nous avons effec une électrophorése en PA-native. Le profil

électrophorétique est présentins la figure 08.

LSd LSn

¥ -

CSA TR — -

a-Lac —'

O

Figure 08 : Profil électrophorétique en PAGE-ative des protéines lactosérique

camelines natives et désamidées apres une désanimahon enzymatique a pH 8,¢
Gel de séparatiol : T =12% ; C = 2,7%.

LSn : Lactosérum natif LSc: Lactosérum désamidé a-Lac : L' a-

Lactalbumine CSA : Sérum albumine cameline Aa-Lac désamidée

Le profil électrophorétigue montre que les protéinactosériques camelines s
constituées majoritairement de la CSA et w-Lactalbumine qui représente la propcn la
plus élevéeNous remarquol en parallele 'absence de la bande qui corresportal 3-

Lactoglobuline.
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Le profil électrophorétique révele I'apparition deinouvelle bande A qui migre pl

loin que l'a-Lac native. Cette nouvelle bancorrespondrait & I'a-Lac cameline qui subi une

désamidation.

Des résultats similaires sont rapportés par S| ABVEENNIA, (2015) qui a montré

que la présence des deux sites A-Glyl7 et Asn455ly46 dans la séquence primaire

I'a-Lac cameline rend cette protéirujette a une désamidation nenzymatique a pH 8.

3.3. Effet de suc gastrique artificiel sur les praines lactoseériques camelin

Les protéines lactosériques camelines nativessetniéées ont été mélaies avec un

suc gastrique artificiel, a des pH différents euinés pendant heuresa 37°C. Un contrdle €
PAGE native a été effectuadtire 09).

LSnp 31 2 4 6

lgs :’ LR
CSA -
a-Lac '
|

B if-m‘d"

.-—---—

gesess

pH 2

TN

".o‘..

:
.‘-—-...

— \“-
-
‘- -
=

pH 4

Hb5

(A)

(LSn, 0,30 min 1h, 2h , 4h, 6 sontles mémes pour tous les

&
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S

CSA - Y

a-Lac ,'.'-‘-

resee
. B

pH 3 pH 4 pH 5 @

(B)

Figure 09: Electrophorégramme en PAGE native des protéines sériques camelin
natives (A) et désamidées (B) apres incubation avan suc gastrique artificiel a
différents pH.

Gel de séparatiol: T =12% ; C = 2,7%.

LSn : Lactosérum natif LS : Lactosérum désamid:

e LSd, 0,30min1h, 2h , 4h, ¢:sontles mémes pour tous les.

En analysant les profils électrophorétiques obtamuBPAGI- native des séroprones
camelines natives (figure (-A) et des séroprotéines camelines désamidées €f09 -B),
nous constatons que les bandes de protéines npa®mhodifiees (il N’y a ni apparition

nouvelles bandes ni disparition des bandes carnelgmtes aux protéines principal

)
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Il est donc possible de conclure que le suc gasrartificiel a différents pH n’influ
pas sur les séroprotéinesragines natives et désamidé

3.4. La digestion gastrantestinale simulée par la pepsine et la pancréat.

La figure (10)représente des protéines sériques natives et diEssniapres |

digestion gastréntestinale simulée par la pepsine et la pancré.

LSn 90 60 3 15 Lsd 90 60 30 15

Igs

CSA

a-Lac

(A)

LSn90 60 30 15 LSd 90 06 30 15

lgs

CSA

I
]

a-Lac

(B)
Figure 10 Electrophorégramme en PAGE SDS des hydrolyse pepsique: (A) et

pancréatiques (B)des protéines sériques camelines natives et désaéed

E
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Gel de séparation : T =17% , C =2,7% ; gel de cono@ation : T=4,8% , C=2,7%
Le temps est en minutes (15 ; 30 ; 60 ;90 min)

Les profils électrophorétiques obtenus, révelemrésence de bandes bien focalisées,
d'intensitées variables. Selon la mobilité éledinyptique croissante ; les bandes représentés
en figure (10) pourraient correspondre aux Igs, @BAo-La. Les Igs migrent a un niveau
tres faible, vue leur PM trés élevé.alactalbumine cameline est représentée par uneeband

bien focalisée, son PM est faible, elle migre aiweau plus loin.

L’analyse du profil électrophorétique des hydrotgsaepsiques représenté en (figure

10) montre qu‘apres 90 min d’incubation, I'inteésites bandes électrophorétiques diminue.

L’hydrolyse est tres accentuée aprés I'additiotedeancréatine; dans ce cas, nous constatons

la disparition totale des bandes électrophorétigeda CSA et ded-Lac.

Ces resultats suggerent que la désamidation ngmeizjue n'a pas protége le site de
coupure des enzymes digestives car les chainesl&géchargées négativement (Asp et
iSOAsp) lors de la désamidation entrainent uneirditton du pHi de la protéine ce qui
provoque l'ouverture de sa structure par des forélestrostatiques répulsives et par
conséquent, celle-ci deviennent plus sensibleattadue protéolytique (ROBINSON N.E.et
ROBINSON A.B, 2004).

Des résultats similaires ont été rapportés par ABREHMANE et al, (2015) qui ont
réalisé une digestion enzymatique des protéinégusdr camelines et bovines par la pepsine.
lls ont constaté que les séroprotéines camelinesiree meilleure digestibilité avec un haut

degré d’hydrolyse en les comparants aux protéi@egues bovines.
3.5. L’activité antioxydante des protéines sériquesamelines et de leurs hydrolysats

Les résultats de l'activité antioxydante des prwsi sériques camelines et leurs
hydrolysats pepsiques et pancréatiques sont esparéle test du DPPH et sont représentés

par les histogrammes dans les figures (11 et 12).

o



Résultats et discussions

80 -
70

60 -

o I I
40 - Natif

30 - m Désamidé
20 - .

10 -

0 ; — 1 . ;

pH1 pH2 pH3 pH4 pHS

Figure 11 : Pourcentages d'inhibition de radical DPPH, par les protéines sériques

le radical DPPH

Pourcentage(%) d'inhibition par

camelines natives et désamidées apres 6h d’inculmtiavec le suc gastriques artificiel.

L’analyse de I'histogramme révéle une différencexsdda capacité des protéines
sériques natives et désamidées a inhiber le DPRHféents pH. Un haut pouvoir a été
enregistré pour le lactosérum désamidé a pH 13 Zmtec les pourcentages les plus élevée
(58,97 + 2,84 %), (59,13 + 1,85%) et (62,82 + 8,BYpectivement. Suivie des protéines
sériques natives qui montrent une faible capacitébitrice au radical DPPH qui a été
constatée pour le lactosérum natif a pH 3,4 e(228 + 1,14%) ; (22,89 + 9 ,25%) et (25,88
* 2,56) respectivement.
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Figure 12 : Pourcentages d’inhibition de radical DPPH, par legprotéines sériques

camelines et leurs hydrolysats natifs et désamidé¢

LSN : lactosérum natif LSNH : lactosérum natif hydrolysé LSDH : lactosérum

désamidé hydrolysé

Les protéines sériques camelines natives et dédemighossént une activité
antioxydante, elle sont capables de piéger le radical DPPH. Cepérldanéchantillon:
désamidé montrent des pourcentages plus importants pgora@ux protéies seriques
natives a tous lesth L’amélioration de l'activité antioxydante desof#ines sériques total
apres la désamidation pourrait étre expliquée’paposition des résidus d’acides aminés
possedent des propriétés antioxydantes aux ex@endies peptidespres ce phénomer

d’hydrolyse non enzymatiqt

Comme le montre les résultats de la présente éles protéines sériques désamid
a plus forte activitéantioxydant, ont un pourcentage d’inhibition dadical DPPH plu:

important par rapport auprotéires sériques natives.
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L’hydrolysat désamidé montre un pourcentage plugoimant (45,21 + 2,47%) par
rapport a I'hydrolysat des protéines sériques eat{(40,9 + 0,61%).

L’analyse de la structure primaire des protéinenaignes montre que ces dernieres
sont riches en acides aminés qui suggerés avoir pdegriétés antioxydantes (Phe,
Trp,Ty,His, Cys, Glu, Asp, Lys, Arg) (SALANMdt al, 2010).

Une amélioration significative de la capacité axyaante des protéines sériques
camelines aprés la protéolyse a été observée,poeilaait étre interprété par une meilleure

accessibilité aux résidus d’acides aminés.

Notre étude montre que les peptides dérivés deséipes sériques camelines
désamidées aprés hydrolyse enzymatique ont de boprapriétés antioxydantes, car la

désamidation ouvre plus la protéine.

Il a été avancé par certaines études similaireanguforte activité antioxydante est
obtenue avec des peptides de faible PM de 5 etdd&) kuggérant ainsi que la capacité
antioxydante dépend de la taille et de la compmsitles peptides (SALAMé& al, 2010 ;
ABDERRAHMANE et al, 2015).

SALAMI et al, 2011 ; EL-HATMIet al, 2016 ; KUMARet al, 2016 ont montré que les

propriétés antioxydantes des protéines sont plpsiitantes aprés I'hydrolyse enzymatique.
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Conclusion générale

L’espéce cameline dont la particularité réside darfait qu’elle est capable, dans des
conditions de secheresse extrémes et en manquawdage, de produire un lait de trés bonne
gualité qui pourrait étre une source précieuse utanments pour 'lhomme car il ne s’altere
pas aussi vite que les autres laits ; il est detéettus thérapeutiques et cosmétiques, qui font
actuellement I'objet d’investigations scientifiquas monde pour infirmer ou confirmer ses
bienfaits . En plus de son intérét nutritionnellgié de chamelle est doté de plusieurs activités

biologiques attribuées a sa particuliere composamtiique.

La désamidation des protéines joue un rdle impbians la régulation biologique,
probablement comme une horloge biologique dansétarchination de la fonction et du
catabolisme des protéines ou un signal pour laadidgion des enzymes et des hormones.
L'efficacité de la réaction de désamidation nonysratique repose sur les conditions
présentes dans le tractus gastro-intestinal (pterédgent alcalin, température de 37°C,
peptides facilement accessibles). La modificatiam ¢peptide par désamidation spontanée
induit nécessairement un changement de sa struetute sa conformation, ce qui provoque

des conséquences importantes sur ses propriétigibes et fonctionnelles.

Au cours de cette étude, la désamidation desipest&ériques du lait camelin collecté
dans le sud algérien a été réalisé dans un tamiposppate pH 8,4 et a 37°C. Le contrble
électrophorétigue en PAGE-native a montré queLdc a été désamidée par I'apparition

d’'une nouvelle bande avec une mobilité électropigué plus élevée.

Par la suite, nous avons testé l'effet du suc igpsrartificiel a différent pH sur les
protéines sériques camelines. En effet, nous avonstaté que le suc gastrique n’a pas
d’effet sur les protéines sériques camelines nadtdes protéines sériques désamidées n’ont

pas été touchées.

o
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Puis, nous avons simulé la digestion gastro-imtekdi des protéines sériques camelines
natives et désamidées, ces protéines sont hydeslysdr la pepsine puis par la pancréatine.
Le profil électrophorétigue en PAGE-SDS des hydsaty enzymatiques a montré la

disparition totale des bandes correspondantes aiipes sériques natives et désamidées du

lait de chamelle.

L’activité antioxydante (test DPPH) des protéing¥igues camelines natives et
désamidées incubés au suc gastrique artificielpptsahydrolyse a été amélioré. Pour les
protéines sériques natives a pH 3 et 5, nous agan&,28% + 1,13) et (25,88% * 2,65)
respectivement. Par contre pour les protéines &Siglésamidées les valeurs étaient plus
importantes pour les mémes pH, les valeurs obtesm@s(62,82% + 8,217453) et (51,49% +
5,0850664) respectivement.

L'activité antioxydante des protéines sériquesealaras désamidées aprées hydrolyse a
été ameélioré, nous avons eu une valeur de (45%)}qRj est un pourcentage plus éleveé par
apport au pourcentage estimé avec les protéinggussr natives. Donc, I'hydrolyse
enzymatique augmente le pouvoir d’'inhibition duicat DPPH, ainsi que la désamidation

'augmente d’avantage.

Il nous semble intéressant d’étudier le phénon@mda désamidation pour mieux
élucider la relation structure / fonction des pid#é et pour I'amélioration des propriétés

techno- fonctionnelles des protéines alimentaires.
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Annexes

Annexe01Electrophorése en conditions non dissociantesretiéoaturantes

(PAGE-native)

Préparation des solutions
+ Solution d’acrylamide
o0 1Y/ = T 010 = N [ o

Bisacrylamide ..o e e e .0, 250

+ Tampon de gel (B)

Ajuster a pH 8,9 avec de HCL 4N
£ Tampon d’électrode

Yo T = 0, 58

£ Tampon d’échantillon

Tampon du gel (B) ..o e e e 1Q0



Bleu de bromophénol.............cooiiiiiiii i une téteadjuille
Dissoudre 1mg de protéines lyophilisées dans 1rekdampon.

+ Préparation du gel : T=12% et C=2,7%(pour une @aqu
Y0 ] 0110 A S 3,25ml

Y0 ] 0110 o 1 (= P o140

Dégazer le mélange (max 2min)

Solution de persulfate d’ammonium 1090.......cocceeeeereiiiriiiiiiiieeee e ee e eeeeeeeiieeens e
Couler et mettre le peigne immédiatement.

Dépobt d’échantillon : 430

Mise sous tension : 20mA ,25V

Annexe 02 :Electrophorése en conditions dissociantes et déardis, en présence de SDS
etde 2-mercaptoéthanol (PAGE-SDS)

+ Solution d’acrylamide : comme celle préparer préod@aient
+ Tampon de gel de séparation

Ajuster a pH 8,8 avec de HCL 4N, ensuite jaugées dewe fiole de 25ml.
+ Tampon de gel de concentration (solution C)



Ajuster a pH 6,8 avec de HCL 4N, ensuite jaugée dene fiole de 25ml.
+ Tampon d’électrode
LYo T = 14,49

S S e et 00, B

I PP 500ml
Y0 ] 011 () 1mi

E D et e e, 50Qu
SDIS 10U, sttt ettt en e 5Q0

2-mercaptoethanol ........ ..o e e a0
-dissoudre 1a2mg de protéine lyophilisées dangl80®ce tampon ;
-chauffage a100°C pendant 4a5min puis refroidisdanbain d’eau froide ;

-gjouter 20Ql d’'une solution de glycérol 50% (v/v) et quelqugsaines de bleu

debromophénol
+ Solution persulfated’ammonium

Persulfated’ ammoOniUm. ... .. ..o e e e 0gl
+ Conduite de I'électrophorese

1/préparation du gel de séparation : T=17% et C&dgpdur une plaque) :

Y0 ] 010 I A S 4.60ml

ST0] [0110] 0 1) S PP 2,51mi



Dégazer pendant 2min max

SDS 1090, .eeteiiiiieeeeeee ettt et e e e e e e e e e e e e e e a e n—————aaaaaaaaaaeaaaaaans 1Q0
TEMED ... e e 13d
Persulfate d’ammonium 1090.............uuuuusummmmmmeesseeeseeeeeeeeeeeereeeeennnnnnn 74l

Couler a environ 1,5 cm du sommet de la plaque aladre hauteur.(figure )

+ Préparation du gel de concentration : T=4,8% et, 42
Y0 ] 0110 A 1,3ml
Y0 ] 0110 () 2,5ml
Dégazer quelques secondes
SOIULION & SDS Q10%0.....cceeeeeerreiennenmmmmmm e e e eeeeeaeeasnaaa s e eaaaeeeaaeeeseeseeennneeeesssnnns 100l
Persulfate d’ammonium & L090.......cccooiiiiceeaa i 4Qu
-couler immédiatement sur le gel de séparationméhsé et mettre le peigne.
-un échantillon protéique est chauffé a 100°C peh8mn en présence d’'un détergent

anionique SDS (10% p/v) et un agent réducteur éhdegrompre les ponts disulfures, le 2-
mercaptoéthanol (4% v/v). La plupart des polypeggticGont dans ce cas dissociés, ce
quipermet la fixation du SDS sur les zones hydrbelsodes chaines peptidiques, les
polypeptides seront chargé négativement doncritssépares selon leur taille.

Dépobt d’échantillon : a 20 ;

Mise sous tension : 20mA, 25V



Annexe 03Réveélation des bandes de migration électrophorétig8DS et native)

+ Solution de fixation

4+ Solution de coloration

Bleu de Coomassie 0,2%(P/V)..... i

Dissous dans une solution constituée du mélange

MEhANOl (LV). . e e e e e e e e e

TCA 290 (PIV) .. e,

+ Solution de décoloration

ACIHE ACELIGUE ...oee it e e e e e e e e e e et e e e

METNANOI ... e e

Dosage des protéines par la méthode de BIURET.

N (010 4]

.100ml

.49

..37,5ml

...................... 321,5ml



Annexe 04:
+ Préparation de la solution BSA :

Solubiliser 0.2 g de BSA dans 20ml de Nacl (0.9%).

BSA (ul) | O 50 100 200 300 400 500
EP (ul) 500 450 400 300 200 100 0
Réactif
de
Gornall

2 2 2 2 2 2 2
(ml)

+ Préparation de la solution de la dilution de lagétom :
-04 ml de lactosérum dilué avec 4 ml de I'eau piiggjique(EP)
-Prélever 0.5 ml de la dilution dans 6 tubes
-Ajouter 2 ml le réactif de Gornall aux 6 tubes.

-Incubation a I'obscurité pendant 30 minutes.
-Lecture de la DO a 540 nm.

- Tracer la courbe étalon DO= f(BSA).
Annexe 05 :

+ Préparation de Tampon phosphate
Avec une balance de précision peser :

-234mg de NakPq,



-155.6mg de Na2HPO4

-10mg de NaN3

-Ajuster jusqu’a 50ml avec une fiole jugé
-Ajuster le pH a 8.4 avec de NaOH
-Filtration pour éliminer les impuretés
-Dégagé sous vide avec une pompe a vide.

-Conservé a T° ambiante.





