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Résumeé

La présente étude se propose d’avoir uedlewre connaissance du lait de chamelle
produit dans notre pays. A cet effet, 3 échantlleont collectés dans les régions de Biskra,
Ghardaia et Ouargla. Les analyses physico-chimigoeporté sur la mesure du pH, de I'extrait
sec total et la détermination des teneurs en lactostiere grasse, vitamine C ainsi que le
contenu en différentes fractions protéiques (pne®iotales, protéines sériques et caséines).

Les résultats de ces analyses montrentcartaine homogénéité dans la composition du
lait de chamelle produit dans les régions étudiéessi qu'une composition en nutriments de
base similaire a celle du lait bovin. Le lait cdimese singularise, cependant, par une forte
teneur en vitamine C (avec un taux moyen de 44,88 nt’apport en protéines de ce lait est
non négligeable. Il est estimé en moyenne a 31cgfitre 29 g/l pour le lait bovin. Cette
composante protéique se caractérise toutefois par taneur relativement plus élevée en
protéines sériques (7,36 g/l).

Les protéines sériques isolées sont daisées par électrophorése sur gel de
polyacrylamide (PAGE) en conditions natives et sfspnce de SDS et @umercapto-éthanol ;
les électrophorégrammes ont révélé la présenceratéimes homologues aux séroprotéines
bovines majeures. Nous décelons sur les gels umebildé génétique pourd-La et I'absence
de lap-Lg, protéine majoritaire dans le sérum du laivdehe,

L’effet du traitement thermique suivi par PAGEmre des variations importantes selon
I'espece (bovin, camelin) considérée. Les changé&sn@énaturants constatés augmentent avec
I'élévation de la température du chauffage. Lesgines sériques camelines montrent une faible
sensibilité a la thermodénaturation comparativemanteurs homologues bovines ou un
pourcentage de dénaturation de 63,78 % a été woitélgs séroprotéines camelines suite a un
traitement de 95°C/30 mn, alors qu’il est de 882 pour leurs homologues bovines.

L’isolement et la séparation des entitégenwres de la fraction des protéines sériques a été
réalisée en ayant recours a un protocole en urle é@mpe utilisant un gel de chromatographie
en basse pression sur Sephacryl S200. Cette sépaeatabouti a l'isolement de certaines
protéines ¢-La, notamment) avec un haut degré de pureté. tagegse-peptones totales ont éte
isolées par thermocoagulation, puis précipitée§@a 12% et au sulfate d’ammonium. Leur
comportement électrophorétique sur PAGE native atréd’existence de bandes homologues
aux entités bovines : PP3, PP5 et PP8. Le PP3 appar le gel de fagcon plus prononcée,
confirmant ainsi sa teneur plus élevée dans leaitelin.

Mots clés : Lait, bovin, camelin, protéines seériques, protgosgtones ; analyses physico-
chimiques ; comportement électrophorétique ; chtographie de peméation ; traitements
thermiques.



Abstract

This study has as objective a better kedgt of camel milk produced in our country. To
this end, 3 samples are collected in the SoutheBasireas (Biskra, Ghardaia and Ouargla). The
physico-chemical analysis are carried on the measemt of the pH, and the determination of
the contents of total dry extract, lactose, fatamin C and the various proteic fractions (total
proteins, whey proteins and caseins).

The results of these analyses showed hensity in the composition of camel milk
produced in the studied areas. The physico-chencimadposition was similar to that of cow
milk, however, camel milk is characterized by ahhagpntent of vitamin C, a rate of 44,28 mg/l
is noted.

The protein contribution of this milk isrtsiderable. It is estimated on average at 31 g/l,
against 29 g/l for cow milk. This fraction is cheterized, however, by a high content of whey
proteins whose average rate is estimated at 7/136 g

The whey proteins are characterized bgtelphoresis on polyacrylamide gel (PAGE) in
native conditions and in presence of SDS pumdercaptan. The electrophoregrams revealed the
presence of whey proteins homologous to the majar anes. We detected a genetic variability
for a-La. B-Lg, the most abundant protein in the cow millkalisent in the analyzed camel milk.

The effect of heat treatment on whey pnstés evaluated by PAGE. Heat induced changes
of whey proteins increased with increasing tempeeatind time of heating. The camel proteins
showed a low sensitivity to the heat denaturatiomgared to their counterparts of cow milk.
Then, 63,78 % of denaturation is noted for thealgmoteins following a treatment of 95°C / 30
min, whereas, it was 86,27 % for the cow countespar

The separation of the major entities oewproteins is realized by one step, using the low
pressure chromatography on Sephacryl S200 gel. mkthod leaded to the isolation @fLa
with satisfactory degrees of purity. The proteosptpnes are isolated by thermocoagulation and
precipitated with the TCA 12% and ammonium sulphdteeir electrophoretic behavior on
native-PAGE showed the presence of homologous hbanti® cow entities (PP3, PP5 and PP8),
with the predominance of PP3.

Key words: milk ; cow ; camel ; Whey proteins ; protéose pept; physico-chemical analysis ;
electrophoretic behavior ; chromatography of petioag heat denaturation.
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Introduction

Introduction générale

Le lait occupe une place importante damsrdtion alimentaire de la population
mondiale. En effet, ce produit, irremplacable ptag nourrissons, est aussi vital pour les
autres tranches d’age, du fait de son apport irapbgn nutriments de base (protides, lipides
et glucides) et sa richesse en éléments minératxinment le calcium et en vitamines.

Cette matiéere alimentaire, source de pmetanimales relativement bon marché et ayant
une bonne digestibilité connait une hausse crdiss#n sa demande, soit en tant que produit
commercialisé a I'état de lait frais ou transforeréproduits dérivés (fromages, beurre, laits
fermentés, cremes glacées ...etc).

C’est pour ces raisons qu’un effort corsisest déployé de part le monde pour satisfaire
ces besoins et répondre aux exigences de plususrafiinées des consommateurs. Cet effort
est surtout mené en amont de la production lajt@émeaméliorant les conditions internes et
externes d’élevage, que ce soit pour la vachedommine la production mondiale, ou d’autres
espéeces laitieres, non moins importantes et sumounnues pour leur rusticité et leur
adaptation particuliere a leur milieu d'implantatilles la chévre, la brebis et la bufflonne.

Notre pays n’échappe pas a cette problématiggresdimble d’autant que la production
laitiere est insuffisante (environ 40% des besoths)i le recours a I'importation de grosses
quantités de lait sous forme de poudre pour cond@etéficit (d’environ 2 milliards de litres
/an).

Parallélement a cet effort a mener, il y a urairegl’'intérét ces derniéres années pour le
lait caprin, ovin et camelin. Des politiques intitas d’élevage de ces espéces ont été
entreprises par les pouvoirs publics et des paititégs de transformation commencent a voir
le jour ca et la.

C’est dans ce cadre notamment qu’'un receesedu cheptel camelin a été effectué et a
débouché sur des résultats qui montrent que ceethesyh loin d’étre négligeable.

De plus, il est admis que le dromadairdeeseul herbivore qui est capable de valoriser
les maigres paturages des régions arides, caragement aux autres animaux laitiers, il est
capable dans des conditions de sécheresse extdenpmscurer du lait de tres bonne qualité
nutritionnelle tout au long de 'année.

Le lait de chamelle renferme, comme ledai vache, tous les nutriments essentiels. I
se singularise, cependant, par des teneurs élewéesrtaines vitamines, particulierement la
vitamine C, ainsi que certains minéraux. Commeoggg@de une grande valeur biologique et
des vertus « thérapeutiques » traditionnelles dasgeque bon nombre de laboratoires de part
le monde cherchent a vérifier scientifiquement.

Malgré cette remarquable carte de visgtdait camelin est trés peu utilisé dans notre
pays pour fabriquer des produits dérivés, ce quitdi considérablement sa disponibilité dans
I'espace et dans le temps.



Introduction

Il est vrai par ailleurs que ses partidtéar physico-chimiques font que ce lait répond
mal aux schémas technologiques de transformatippiqaés sur le lait de vache. Cette
donne a incité plusieurs auteurs dans le mondesaendes études afin de mieux contourner
ces difficultés et permettre aux populations vigaghns les régions arides et semi-arides de
consommer sous forme de produit transformé cet ealind’'une valeur nutritionnelle
reconnue.

C’est dans ce cadre que s’inscrit la theqoatde recherche suivie depuis plus d’'une
décennie au laboratoire LABAB de 'TUMMTO ou notrentribution vise d’une part a mieux
caractériser, sur les plans physico-chimique ethimique, le lait camelin produit & travers 3
régions du sud de notre pays (Ouargla, GhardaBiskta) et, d'autre part, a évaluer, en
prévisions des transformations technologiques ées|plus haut, la sensibilité thermique
des protéines sériques.
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1. Synthese des données bibliographiques

Le dromadaire est connu pour sa résistangeconditions de sécheresse qui sévissent
dans les régions arides et semi arides. Malgréirsmmtestable intérét pour valoriser ces
zones, le dromadaire reste une espéce relativamaginalisée.

1.1. Présentation du lait de chamelle

1.1.1. Elevage du dromadaire et productiolaitiere

Selon les statistiques de la FAO (2008)estime a 20 millions la population mondiale
de chameaux. La Somalie aurait le plus grand ch@ONYME 2, 2009).

La population cameline recensée en Algestede 245 000 tétes (ANONYME 1, 2006),
réparties avec un taux de 75% dans les régionpigtegs et 25% dans le Sahara (BEN
AISSA, 1989). Cette population est élevée surtounede semi nomade (ADAMOU, 2008).

Les dromadaires, contrairement aux awdresiaux sont capables dans des conditions
de sécheresse extréme et en manque de paturagedierg du lait durant I'année et en
grandes quantités (NARJISSE, 1989 ; ELLOUZE et KAMD 1989 ; DELL ORTO, 2000 ;
BAIDAR KHAN, 2001).

La contribution de la chamelle a la prddurc laitiere mondiale est assez limitée, mais
elle est essentielle pour les populations des négamides et semi arides (FAYE, 2003). Les
chiffres parlent d’une production totale mondiale ldit de chamelle de 5,4 millions de
tonnes. 1,3 millions de tonnes sont disponibles p@eonsommation humaine, soit 500 fois
moins que celle du lait de vache (ANONYMEL, 2006). premier producteur mondial du
lait de chamelle est la Somalie (850000 tonnes/amiyie de I'Arabie saoudite (89000
tonnes/an) (ANONYMEL, 2006) (annexe 02). En Algéréeproduction du lait de chamelle
occupe 0,5% de la production laitiere totale (eé& a 1.583.583 tonnes) durant la période
allant de I'an 2000 a 2005 (ANONYMEL1, 2006).

Les données concernant le potentiel fadie la chamelle sont assez nombreuses et
présentent une grande variabilité (annexe 03). &lelels rendements sont rapportés par
TEFERA (2001) en Ethiopie (2 litres /jour), alorseodes taux de plus en plus importants sont
publiés par ELLOUZE et KAMOUN (1989) (11 litres/jgu YAGIL et al (1994) (15
litres/jour) ainsi que HASHIMet al (2009) qui ont enregistré un rendement de 4Gsljtvar
dans les élevages intensifs.

Cette variation est la conséquence dequits facteurs : la race, le stade de lactation
(FAYE, 2003 ; ZELEKE, 2007), le statut sanitaireldechamelle (FAYE, 2003) ainsi que la
frequence de la traite (BAIDAR KHAN et IQBAL, 20Ql)es durées de lactation sont
eégalement variables selon l'alimentation : 8 a I#tsndans les plaines désertiques, et 12 a 18
mois dans les plaines cétieres ou I'alimentatidrabsndante (RICHARD, 1984).
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1.1.2. Caractéristigues physico-chimiques et orgateptiques
1.1.2.1. Caractéristiques organoleptigs

Le lait de dromadaire est d’une coule@nblmat. Il a un golt assez doux, Iégerement
apre et parfois salé (YAGIL, 1982 ; FARAH, 1996AGHOLECK et al, 2000). A la traite et
lors des transvasements, il forme une mousse abtan($¢AMOUN, 1995).

Comparé au lait de vache, le lait de chienmssacidifie trés peu. Il peut étre conservé
longtemps sans réfrigération (3 jours a 30°C ekmanes a 7°C) (HAROUN OMER et
ELTINAY, 2009).

1.1.2.2. Caractéristiques physico-chimiques

La viscosité du lait de chamelle est ghible que celle du lait de vache (KAMOUN,
1995). Son pH qui varie de 6,2 a 6,5 (FARAH, 198€0) plus bas que celui du lait de vache
(6,8) ou du lait de femme (7,6) (YAGIé&t al 1994). Sa densité oscille entre 1,026 et 1,038
(KAMOUN, 1995), KHASKHELIet al (2005) ont rapporté des valeurs plus faibles &),01

1.1.3. Propriétés nutritionnelles

Le lait de chamelle présente des tenempoitantes et équilibrées en nutriments de
base. Ce lait présente des taux de protéines vaar2,5 a 4,5% (KHASKHELé&tal, 2005 ;
HADDADIN et al, 2007 ; HASHIMet al, 2009). Les teneurs en matiere grasse dans ce lait
sont estimées en moyenne a 3,15% (ELAMINE et WILCQX92). La matiere grasse
cameline est caractérisée par la richesse en agidssnono-insaturés a longue chaine (acides
stéarique et oléique) (KARRA¥t al, 2005), avec une teneur de 27,6% (FAatEl 2008) ;
et en acides gras essentiels (linoléique et linglé) avec des teneurs respectives de 1,2% et
21,3% (KAMOUN,1995). Le taux des acides gras saturés est estii&idDREIUCKER et
VETTER, 2011) avec comme composants majeurs lea 8&4, C16 et C18 (EREIFE] al,
2011).

Cette matiere grasse est aussi caracépae une grande proportion en triglycérides
(FARAH, 1989 ; RUEGG et FARAH, 1991 ; KARRAEF¥t al, 2006) estimée a 96% des
lipides totaux (EREIFE&t al, 2011), qui présentent un point de fusion tres &lexe qui
explique I'adaptation particuliere du dromadairecimat chaud du désert (KARRA#t al,
2004 ; 2005 ; EREIFESt al, 2011).

Le lactose constitue le sucre principalsdienlait. Sa concentration dans le lait camelin
varie de 2,8 a 5,8% (YAGIL, 1982 ; FARAH, 1996).

Par ailleursles grandes concentrations en vitamines et en muréiont de ce lait un
véritable aliment a finalité diététique (HADDADINt al, 2007). A ce propos le lait de
chamelle présente de faibles teneurs en vitamivext B, par rapport au lait de vache et de
fortes teneurs en vitamines E et B8ans le colostrum (ZHANGt al, 2005) tandis qu'il
présente un apport important en vitamine C (FAR&HI, 1992 ; HADDADINet al, 2007).
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Quant a sa composition minérale, des tsnélevées en sodium et en potassium
(HADDADIN et al, 2007) et surtout en phosphore (KONUSPAYE¥®al, 2008) ont été
rapportées par la littérature.

Le lait de chamelle est trés riche ena#ligments (Cu, Fe, Zn, Ni, Mn) qui jouent un
réle important dans la structure des protéinesadiet affectent ainsi sa qualité nutritive, ces
derniers peuvent agir aussi comme catalyseurs rtiirees réactions biochimiques. Dans une
étude comparative du contenu en oligoéléments daiss |Icamelin et bovin,
SAITMURATOVA et al (2001) ont révélé que les teneurs en fer et ea dams le lait de
chamelle sont respectivement 53 et 20 fois sup@segue celles du lait de vache.

La composition en acides organiques dt dai dromadaire a été déterminée par
HADDADIN et al (2007) qui ont noté une grande diversité dansatare et la quantité de ces
acides comparativement au lait de vache. Dans mexie, ces auteurs ont signalé le réle que
pourraient jouer les acides acétique et propiondare la conservation et la stabilité de ce lait
sous les conditions climatiques du désert. La vafauritionnelle directe de ce lait est
attribuée a la teneur élevée en acide orotiqué (T@/1) qui jouerait un réle dans la réduction
du risque des maladies cardiovasculaires (KORY @&, 1979).

1.1.4. Propriétés thérapeutiques

On préte au lait de chamelle bien desugerhais les confirmations scientifiques restent
a mettre en ceuvre dans bien des cas. Traditionmatiele lait de chamelle est utilisé dans la
prévention et le traitement de plusieurs malade#shpses du foie, maladies parasitaires,
diarrhées virales, tuberculose...).

Les allégations santé de ce lait, peuétrd attribuées a certains de ses composants
(richesse en acides gras insaturés, acides amgsentiels, vitamine C et en protéines a
activité antibactérienne puissante) (KONUSPAYE®t#al, 2004)).

Le tableau (1) résume les différentes ésudntreprises sur les effets thérapeutiques du
lait de chamelle.

1.1.5. Aptitudes technologiques du lait de dromades

La transformation en beurre ou en fromagmstitue un moyen classique de
conservation du lait. Cette forme de stockage peeereporter dans I'espace et dans le
temps la consommation du lait (PACHOLEE@Kal, 2000). Dans ce cadre, la transformation
du lait de chamelle est réputée difficile au vuesele particularités :

- comme le colostrum, le lait de chamelle morttdes facteurs antimicrobiens en grandes
guantités ce qui rend difficile son acidificatianéme aprés thermisation (KAMOUN, 1995 ;
ELAGAMY, 2000 ; ATTIA et al, 2001).

- la faible teneur en extrait sec (KAMOUN eAMRET, 1989 ; KAMOUN, 1995),
particulierement en caséinesk-CN) ainsi que la grande taille des micelles de
caséines (ATTIAet al, 2000) alliée a la pauvreté du lait en calciumreraent la coagulation
possible qu’apres I'ajout de grandes quantitésrédsype.

- la matiére grasse est difficilement séparéeécrémage a cause de la petite taille des
globules gras (KAMOUN et RAMET, 1989 ; FARAH et RGE, 1991 ; KAMOUN, 1995 ;
MEHAIA, 1995).
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Cependant ces difficultés ont été contourndgsmsdes adaptations technologiques. En
effet, des études ont rapporté I'existence de ptedaitiers divers : fromages (RAMET,
2001 ; MEHAIA, 2006 ; EL-ZUBEIR et JABREEL, 2008)ait fermenté (ISHII et

SAMEJIMA, 2006 ; FARAH et al, 1990), cremes glacées

(HAMMAD, 1992), beurre

(FARAH et al, 1989 ; KAMOUN, 1995) et yaourt (HASHIMtal, 2009).

Tableau | : Tableau synthétique des différents efts thérapeutiques étudiés dans le cas

du lait de chamelle.

Aspect étudié

Effet observé et interprétations

Awurs

Diabete

Hypoglycémie (Teneurs élevées
d’insuline dans le lait).

ZAGORSKY et al(1998)
AGRAWAL et al (2003 ;
2005a ; 2005h)
WERNERY et al (2006)

Complications du diabete

Diminution du stress oxydatif et
> prévention des nephropathologies
(Teneurs élevées en antioxydants)

AGRAWAL et al (2009)
EL-SAID EL-SHERBINI et al
(2010)

AMAL HASSAN et
BAYOUMI (2010)

Allergies au lait

Effet hypoallergique (absence dela
Lg et présence d’'une caséu®
différente de la caséine bovine)

SHABO et al (2005)

Effet anti-infectieux (activité anti-

MAL et al (2006)

Infections bactérienne et anti- virale) MONA et al (2010)
Effet anti- tumoral (contréle des MAGJEEDet al (2005)
Tumeurs processus tumoraux par stimulation d@UITA SALWA et KURDI

la défense immunitaire)

LINA (2005)

Toxicité aux métaux
lourds

Effet protecteur contre la toxicité a
I'aluminium et au cadmium

AL-HASHEM (2009)
AL HASHEM et al (2009)
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1.2. Présentation du systéme protéique du laie chamelle

La distribution des protéines laitieresfat® d’une espéce animale a une autre. Cette
distribution est particuliere dans le lait de drolaiae, car certaines protéines importantes du
lait bovin telles que laB-lactoglobuline ne sont pas retrouvées dans le daihelin
(OCHIRKHUYAG et al, 1997 ; MERINet al, 2001). Par contre, d’autres protéines lui sont
spécifiques et ne sont pas détectées dans leeladiférence. Cette particularité pourrait étre le
résultat d’adaptations aux conditions environne@alestqui caractérisent I'habitat naturel du
dromadair§ KAPPELERet al, 2003).

1.2.1. Les caséines

Les caseéines sont définies comme des pbpspigines qui précipitent a partir du lait
cru par acidification a pH 4,6 a 20°C pour le laitvin (FARRELL et al, 2004) et a pH 4,3
pour le lait camelin (WANGOHtal, 1998).

La fraction caséinique du lait de dromaelar été caractérisée (tableau l1l), ainsi des
homologues aux caséine$1, aS2, et K bovines ont été isolés et purifies (FARAH et
FARAH-RIESEN, 1985; FARAH et RUEGG, 1989; OCHIRKMAG et al,
1997 ; KAPPELER et al, 1998 ; KHEROUATOU et al 2003; ALIM et al, 2005 ;
KHEROUATOU et ATTIA, 2008). Leur composition en des aminés ainsi que leurs
séquences primaires ont été déterminées (FARAHUEGG, 1989 ; OCHIRKHUYAGet al,
1997 ; KAPPELERet al, 1998).

Les caseéines représentent la fraction ppa¢ela plus abondante dans le lait camelin a
savoir 73 a 81% des protéines totales, contre 88as tk lait bovin (MEHAIAet al, 1995).
Leur composition en acides aminés est similairelié cle leurs homologues bovins. Elle est
caractérisée cependant par un taux faible en glyeinen cystéine (FARAH et RUEGG,
1989 ; OCHIRKHUYAGet al, 1997).

La littérature a révélé une certaine valigbdans les taux des différentes fractions
caséiniques. La caséiffieest la plus abondante avec un taux de 65%, alggdagk-CN est
présente en tres faible quantité 3,5% contre 1306 da lait de vache (KAPPELER! al,
1998 ; AL HADJet al, 2010), Les autres caséeingS1 etaS2, elles sont présentes a des taux
respectifs de 38% et 21% selon OCHIRKHUY &Gal (1997) et a des proportions de 22% et
9,5% selon KAPPELERT al (1998).

1.2.1.1. La structure micellaire des caséines

Les caseéines du lait camelin présententanganisation micellaire similaire a celles du
lait de vache (FARAH et RUEGG, 1989 ; ATTK al, 2000 ; KHEROUATOUet al, 2001).
Le modéle le plus adopté pour cette organisatiorcedai de SCHMIDT (1982) (figure 01),
qui présente les micelles sous forme de complexdéamaires appelés submicelles unies par
du phosphate de calcium colloidals0y)s (PAYENS, 1982). Dans ce modéle, HaCN se
trouve en surface avec son extrémité C-terminakgétcomme interface entre les caséines
hydrophobes (a l'intérieur de la micelle) et le imil aqueux, gardant ainsi les micelles en
suspension (LEONIlet al, 2007).
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Figure 01 : Organisation moléculaire de la micelle de caséineobine
(Modéle de SCHMIDT (1982) (RUETTIMANN et LADISCH, 1987)

Les travaux de FARAH et RUEGG (1989) ; AATdt al (2000) et de KHEROUATOU
etal (2001) ont rapporté que le diametre moyen desliegcde caséines camelines (260-300
nm) est nettement supérieur a celui mesuré danaitldovin qui est de 100 a 140 nm
(BUCHHEIM et al, 1989).

1.2.1.2. Distribution minérale dans les micelles

La fraction micellaire des caséines canaslinprésente relativement de faibles
proportions en caséines et un haut contenu en auirét en citrate qui est estimé a 98 mg/g
de caséines (ATTIlAet al, 2000) contre 67 mg/g pour les micelles d’origbwvine . Cette
différence est surtout prononcée au niveau du wencitrate (30 mg/g contre 4 mg/g)
(PIERREet al, 1995).

Comme pour les caséines du lait bovin,roegraux assurent les liaisons intra et inter
submicellaires (HOLT, 1998 ; BAKtal, 2001).

Le taux de calcium micellaire dans le tht dromadaire est similaire a son équivalent
bovin. Il est estimé & environ 66,6% (FARAH et RUEGL989 ; KHEROUATOUEet al,
2003). Toutefois le taux de Magnésium, du phospletrdu citrate se trouvent en quantités
plus importantes dans la phase colloidale du &ittthmelle (2/3, 2/3 et 1/3). Dans le lait de
vache les proportions sont de 2/5, 3/5 et 1/10 (lATat al, 2000).
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1.2.1.3. Caractéristiques structurales des cagés

La caséine est secrétée sous forme immatae un peptide signal de 15 acides aminés
la conduisant a l'intérieur du réticulum endoplagn@. Les séquences de ce peptide signal
sont hautement conservées entre les caséfieaS, et bovines et camelines (KAPPELER
et al 1998 ; FARRELLet al, 2004).

KAPPELERet al (1998) ont montré I'existence d’'un polymorphisgénétique des
caséines camelines. La caséi$ et la caséing se présentent sous forme de deux variants
(A et B) (BEGetal, 1986 ; KAPPELERetal, 1998).

La comparaison des séquences primairecaksines camelines et bovines montre de
faibles différences structurales. Cependar;-CN exprime un faible pourcentage de
similitude (39%), alors qu’il est de 56% pouf,-CN et K-CN et 64% pour Ig3-CN
(KAPPELEREet al, 1998).

Le nombre des acides aminés constituanpicagines est de 207 pour les casé€inSs
et B, 178 aa pounS; et 162 aa pouk-CN. La distribution des acides aminés apolaires et
chargés des caséineS,, aS; et 3 camelines est similaire a celle des caséines bswn les
hélicese. prédominent surtout pourS,-CN, ce qui expligue son caractére hydrophile par
rapport aux autres caséines (KAPPELE&ER, 1998).

Quant a la caséié-sa structure est caractérisée par la conservdgsmrésidus Pro.
Cette protéine se distingue néanmoins par la sutisti d’un résidu Pr&a la place de Léf?
qui semble, selon KAPPELE® al (1998) contribuer a la stabilisation de sa confirom.

Selon KAPPELERet al (1998), l'action de la chymosine sur }2CN cameline est
facilitée suite a la substitution des résidus Higglla structure bovine par des résidus Arg,
qui sont plus basiques et flexibles (figure 02).

Les caséines camelines sont moins phosiglesryque leurs équivalentes bovines.
KAPPELER et al (1998) ont noté 6 sites de phosphorylation a&-CN; 9 résidus
phosphoseryls danaS,-CN ; 4 pour lap-CN et 2 sites pour I&-CN. Concernant la
glycosylation, ce caractére ne se retrouve que léaces de I&-CN ; 5 sites ont été identifiés
par ces auteurs sur les résidus Thr (105, 109,15Met 153).

Chamelle Arg*- Pro-Arg-Pro-Arg-Pro-SePheE”iIIe98-AIa-IIe-Pro-Pro-Lys-Ly N

Vache ; Hi§8-Pro-His-Pro-His-Leu-SeI?lhelof-MethG-AIa-IIe-Pro-Pro-Lys-Ly%12

l Site de clivage de la chymosine

Figure 02 : Comparaison des régions sensibles adaymosine des caséinek-
cameline et bovine (KAPPELERet al, 1998).
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Tableau Il : Caractéristiques physico chimiques desaséines du lait de chamelle,

comparées a celles du lait de vache selon KAPPELER al (1998).

Taux MM Homologie
3 . (9/Kg . . Résidus | Modifications post | avec
D Protéine calculée| pHi ) : .
=3 des (kDa) d’'aa traductionnelles caséines
L CNT) bovines (%)
« | ¢S1-CN | 220 24,27 4,41 207 6 Ser- P 39
n .2
2 8| aSCN |95 2126 | 458 | 178 9 Ser-P 56
£ 0
SE|p-cN |650 |2465 | 476 | 217 3 Ser- P 64
© 1 Ser-P; 10 Thr-
K- CN 35 18,25 4,11 162 NANA 56
" aS;-CN | nd 22,97 4,26 199 8 Ser -P 100
>
% aS,-CN | nd 24,34 4,78 207 11 Ser-P 100
w |B-CN |nd 2358 | 4,49 | 209 6 Ser- P 100
o
0 1Ser-P; 12 Thr-
K-CN nd 18,97 3,97 169 NANA 100

CNT : caséines totales ; NANA : acide N-acetyl m@uinique ; P : phosphorylation ;

nd : non déterminé.

1.2.1.4. Isolement et intérét des caséines

Les caséines présentent un grand intéo&idique. Leur étude suscite le développement

de protocoles adéquats pour leur purification. ples utilisés, sont la précipitation a l'urée et
les méthodes chromatographiques. Plusieurs autetirsonsacré leurs études a l'isolement
des caséines du lait de chamelle. Les méthodeséesl par certains d’entre eux sont
résumees dans le tableau (lII).

A co6té de leur intérét technologique, patterement dans la fabrication des fromages,
les caséines solubilisent et transportent de geagdantités de calcium, et contribuent ainsi a
la minéralisation des tissus calcifiés (MAUBOIS L&EONIL, 1989 ; BAK et al, 2001 ;
JAUHIAINEN et KORPELA, 2007).

D’'un autre coté, les caséines peuvent aginme des molécules chaperonnes qui
préviennent I'agrégation des séroprotéines (B&ldl, 2001). Cette activité semble étre plus
importante dans IB-CN bovine que dans I'analogue camelin (BARZEGétRal, 2008).

Enfin, I'hydrolyse enzymatique des caseéind®re des fragments peptidiques a
différentes activités biologiques (anti-hypertemsivanti-thrombotique, anti-cariogenes)
(MAUBOIS et LEONIL, 1989 ; ANDREWSet al, 2006 ; JAUHIAINEN et KORPELA,
2007).
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Tableau Il : Quelgues exemples de méthodes appliges pour I'isolement des caséines
dans le lait de chamelle.

Auteur Méthode Protéine

FARAH et FARAH-RIESEN

(1985) Précipitation a I'urée 3,3M Séparatios-CN et - CN

Chromatographie échange
d’anions sur QAE-sepharose
Elution : gradient 2 tampons :
A (0.02M imidazole pH 7+3,3
M urée + 0,3% mercapto
éthanol.)

B (0.02M imidazole pH 7+3,3
M urée + 0,3% mercapto
éthanol+1M NacCl)

SéparationoS;-CN etaS,-CN
tandis quep- CN et K- CN
sont co-éluées

OCHIRKHUYAG et al (1997)

Séparation de kS-CN et K-

Précipitation a l'urée 10M CN

KAPPELERet al (1998) Z,;erz'm"ﬁi'ﬁg au sulfate Séparation de Ig- CN

HPLC —RP sur C18

Elution : solvant A : TFA 1%o
dans HO.

Solvant B: TFA 1%. dans
acetonitrile.

Purification des fractions
individuelles

HPLC —RP sur C4

Elution : solvant A : TFA 1%o
ALIM et al (2005) dans HO.

Solvant B: TFA 1%. dans
acetonitrile.

Séparation des caséines;-
CN, aS;-CN et - CN

HPLC-RP : chromatographie liquide haute performaitese inverse ; TFA : acide trifluoroacetique.
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1.2.2. Les protéines du lactosérum

Le terme protéines sériques désigne lettipes du lait qui restent solubles apres
précipitation des caséines a pH isoélectrique (FERRet al, 2004). Ce sont des protéines
globulaires diversifiées en structure et en pragsiéDE WIT et KLARENBEEK, 1984). Les
entités protéiques les plus représentatives de d¢edttion sont laB-lactoglobuline, lu-
lactalbumine, l'albumine sérique, les immunoglobes, les protéose peptones et les
protéines mineures (lysozyme, lactoperoxydasepfiactne) (FARRELLet al, 2004).

Le tableau (IV) résume les principales -caractérissguyghysico-chimiques des
séroprotéines du lait de dromadaire.

Tableau IV : Tableau synthétique des principales aactéristiques physico-chimiques des
protéines sériques camelines et bovines.

Lait de chamelle Lait de vache I
Protéi = 2 AE—E’?
roteines = ~_ g’
s =8|z |28% =§ |z |28 %5
A =x | = O O = =x | 2 ‘0 © T
o 04
2,2 5,1 A 4.2- .
a-La mg/ml 14,6 538 123 | 0,6-1gl/l 14 45 123 68%
8,5 4,3-
SA ma/mF 69,6 | nd. | nd.| 04mg/l| 66,2 Ao | 582 | nd
jactoferrine | 229 | 7525 | 814 e8| 140 7614 s1d | esd | ‘49
mg/l mg/ml %
. o 71g/100
lysozyme Hg/100| 14,4 n.d. n.d. mid 14,4 | 10,2 | 129 n.d.
ml
. . . . . 94,9
lactoperoxydase| n.d. 7¢ 8,63 | 612| 30mg/l | 69,56 | 7,9 612 %
WAP rﬁgfl" 12,56 | 4,70 | 117 | nd. nd. | nd.| nd| nd.
CWBP n.d. 20 | Basique| n.d. n.d. nd.| nd.| nd| nd

a: EL-HATMI et al (2006b) ; b : BEGt al (1987) ; ¢ : CONTEt al (1985) ; d : ELAGAMY (1996) ;
e : KAPPELERet al (1999a) ; f : BEGet al (1984 ; 1986) ; g : BENKERROUM (2008) ;
h : WERNERY (2007) ; i : KAPPELERt al (1998) ; j: OCHIRKHUYAGet al (1998).

1.2.2.1. Isolement et intérét des prabes sériques

Les protéines du sérum du lait présenté&cellentes propriétés nutritionnelles ainsi
gue plusieurs propriétés fonctionnelles, les rendwilleurs candidats pour le développement
de nouveaux produits.

Dans ce cadre, plusieurs études se sankesdees au fractionnement et a la purification
des protéines du lactosérum par I'usage de difféseméthodes analytiques (tableau V).
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La bibliographie a rapporté que le lait deamelle présente une forte activité
antimicrobienne. Cette propriété est attribuée prntéines sériques dites «protectives »
(lactoferrine, lactoperoxydase, lysozyme, immunbglmes et la PGRP) (KAPPELE& al,
1999a ; ELAGAMY, 2000). Ces protéinggomettent d’étre le meilleur choix dans la
conservation des produits alimentaires et cosmesiguEVIEUX et al, 2006).

Tableau V : Quelgues exemples d’application des nt&des chromatographiques pour la
séparation des protéines sérigues du lait de chan|

Protéines

Support
chromatographique

Conditions d’élution

Auteurs

o-lactalbumine

Sephadex G100

Acétate de Na 0,1M,
pH 4,8

CM-cellulose

Acétate de Na 20mM
pH 4,0

HPLC-RP C18

Gradient linéaire
d’'acetonitrile 0,1%
dans TFA.

BEGet al (1984 ; 1985)

lysozyme

Héparine —sepharose
4B

| Tampon véronal-HCl
' 5mM, pH7, 4+NaCl
0,05-1M

Sephadex G75

Acétate de Na 0,1M ;
pH 6,5

hydroxyapatite

Gradient tampon
phosphate de K

DUHAIMAN (1988)

Lactoferrine + CWBP

HS-poros (20u)
(échange de cations

A : 25mM tris-HCI,
pH 7,5+5mM CaCl

B : (en gradient O-
80%) 25mM tris-HCl,
pH 7,5+5mM
CaCb+1M NaCl

Fractionnement des
protéines seériques

HS-poros (20u)
(échange de cations

A 25mM tris-HCI,
pH 8,5+5mM CaCl

B : (en gradient O-
30%) 25mM tris-HCl,
pH 8,5+5mM
CaCb+1M NaCl

OCHIRKHUYAG et al

(1998)
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Lactoferrine

Héparine —sepharose

| Phosphate de Na
' 10mM+ gradient

Hitrap NaCl
Gradient des
solvants :
HPLC C18 A :0,1% TFA-HO

B:0,1% TFA dans
acetonitrile

KAPPELERet al (1999a)

Fractionnement des
protéines seériques

HPLC (exclusion
stérique) GF 250 et G
450

Phosphate de Na, pH

"7 + 200 mM NaCl

MERIN et al (2001)

IgG et CSA

Sephadex G200

Tris-HCI 0,02 M, pH
8,4

Q-sepharose FPLC

Tris-HCI 0,02 M, pH
8,4+ NaCl 0-0,75M

a-lactalbumine

Sephadex G100

Tris-HCI 0,02 M, pH
8,4

Q-sepharose

Tris-HCI 0,02 M, pH
8,4+ NaCl 0-0,5M

Mono Q HR -HPLC

Tris-HCI 0,02 M, pH
8,6+ NaCl 0-0,1M

EL- HATMI et al (2006b)

Lactoferrine

Sephadex G200

Tris-HCI 0,02 M, pH
8,4

Héparine Hitrap -
HPLC

Tris-HCI 0,02 M, pH
8,4+ NaCl 0-3M

EL- HATMI et al (2006b)
KONUSPAYEVA et al
(2007)

Fractionnement des
protéines sériques

Echange d’anions-
FPLC protein PaK SP
5PW

Imidazole 0,01M-
+HCI, pH 7+ NaCl 0-
1M.

EL- HATMI et al (2007)

Igs

Sephadex G200

Tris-HCI 0,02 M, pH
8,4

Q-sepharose FPLC

Tris-HCI 0,02 M, pH
8,4+ NaCl 0-0,75M

KONUSPAYEVA et al
(2007)

HPLC-RP : chromatographie liquide haute performaittese inverse ; TFA

: acide trifluoroacetique.
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1.2.2.2. Caractéristiques des séropémes majeures
1.2.2.2.b-lactalbumine

Cette protéine est détectée dans le laipldsieurs mammiferes. Elle possede une
fonction biologique bien définie dans la glande maaite, en interagissant avecfa1,4)
galactosyl transférase pour former le complexeoketsynthase (BEGt al, 1985 ;
FARRELL et al, 2004). Certaines formes dexdlLa peuvent induire I'apoptose dans les
cellules tumorales. Des peptides issus de son lygdr@enzymatique posseédent des propriétés
bactéricides (PERMYAKQOV eBERLINER, 2000).

L'a-La est aussi identifiée comme une métalloprotétrensportant le calcium
(HIROAKA ,1980). Cette propriété est die a la pnésede 4 résidus d’acide aspartique
(BEG, 1986), dont les groupements carboxyle peanetie transport des ions Caet de
métaux divalents tels que le Zn(PERMYKOV et BERLINER,2000). Dans ce contexte,
CHRYSINA et al (2000) ont noté la nécessité d’avoir du Cpour le repliement et la
formation des ponts disulfure dans la protéineveati

L'a-La est riche en acides aminés essentiels (Trp, Pfre Leu, lle, Thr, Met, Cys et
Val) qui représentent un taux de 63,2% de I'ensendlgls acides aminés qui la constituent
(FARRELL et al, 2004). Cette propriété nutritionnelle ainsi dee similitudes de structure
avec lo-La humaine (70%) rendent cette protéine idéaler daupréparation de laits
maternisés et d’autres produits infantiles.

Dans le lait de chamellegdLa est présente a des taux allant de 1,62 mg/EV(EUX
et al,2006) jusqu’a 3,19 mg/ml (EL-HATMgat al, 2006b).

BEGet al (1985) ont publié la séquence primaire dela du lait de dromadaire.
Comme lu-La bovine ainsi que celle de plusieurs especemalas, lo-La cameline est
constituée de 123 acides aminés avec 8 résidt&my$ormant 4 ponts disulfure.

L’analyse des séquences primaires de aes pi®téines bovine et cameline révéle des
différences dans 39 résidus, présentant ainsiwnda similitude séquentielle de 68,29%. Sur
le plan structural, ti-La est apparentée au lysozyme, ce qui démontrigihe ancestrale
commune de ces deux protéines (B&Gl, 1985 ; MCKENZIE et WHITE, 1991 ; TING et
JERNIGAN, 2002).

L’o-La bovine est présente sous forme de 2 variamsgtigies A et B. Le variant A
contient un résidu Glu en position 10 substituél@aésidu Arg dans le variant B (FARRELL
et al, 2004). De méme, pouroFLa cameline, 2 variants génétiques ont été détesttéui
différent dans leurs points isoélectriques estinegépectivement a 5,1 et 5,2, ainsi que dans
leurs extrémités N-terminales (BE€ al, 1985 ; CONTIlet al, 1985 ; OCHIRKHUYAGet
al, 1998).

Un faible pourcentage (5%)ela est glycosylée dans le lait bovin (CANTISA&tl al,
1990). Cependant, la forme glycosylée de cetteépretn’a pas été détectée dans le lait de
chamelle (BEGet al, 1985 ; OCHIRKHUYAGet al, 1998).
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B Hélice-a

Figure 03 : Sructure tridimensionnelle de I'a- Lactalbumine, liée au Ca
déterminée par PIKE et al (1996).

1.2.2.2.2. L’albumine sériqu

C’est une protéindorigine sanguin. C’estla seule protéine du lactosérum qui n’est
synthétisée par la glande mamm. Elle passe dans le lait par diffusion pas. Cette
protéine est connuparticulieremer pour son role transporteur dasides gras insoluble
dans le sang. Elle constitua taux de 1,5% deprotéinestotales du lait et 8% deprotéines
sériques (FARRELIet al,2004)

L’albumine sériqueameline (CSA) constitue protéine sériquenajeure dans le li de
chamelle (MERINet al,2001 ;EL-HATMI et al,2007) Saconcentration est estimée a 9,2
par EL-HATMI et al (2007),alors queLEVIEUX et al (2006)ont rapporté un taux de 1,
gll.

L’albumine sériquereprésent la plus longue chaingeptidique de toutes leprotéines
sériques. Sa séquenest constituée de 5&ésidus d’'acides aminéasyec un PM de ¢ 339
(FARRELL et al, 2004). Le peptide signal de celprotéineest composéde 189 acides
aminés. Sa séquenpamairerévele une identité de 76% avébumine sérique humair

Cette protéine estaractérisé par un haut niveaud’organisatio, Les données
cristallographiques par rayons X ont montré sa structure ésconstituée de 3 domain
stabilisés par un réseau défdonts disulfure intra moléculaire avec un grougenthiol libre.
Sa structure secondaire est constituée principaiene76% d’hélicesa (CARTER et HO
1994).
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1.2.2.2.3. Lp- lactoglobuline

Lap-Lg est la protéine la plus abondante dans lensétu lait de plusieurs espéces
animales (DE WIT et KLARENBEEK, 1984 ; FARREL&t al, 2004) ; Elle appartient a la
famille des lipocalines (KONTOPIDI&t al,2002) et présente une homologie structurale avec
la protéine plasmatique transporteuse du rétin@dRRrétinol binding protein).L&3-Lg
possede la capacité de fixer des molécules hydbmshet amphiphiles (hexane, acide
palmitique, vitamine D) (NARAYAN et BERLINER, 1997SAWYER et al,1998).

En plus de son réle dans le transport del€cules hydrophobes et des métauXi-lag
semble avoir un effet mitogénique sur la cultudes hybridomes (MOULTI-MATEt al,
1991).

La présence de IgLg dans le lait de chamelle est controversée. alertauteurs
FARAH (1986) ; ELAGAMY (2000) et ALOUI-LOMBARKIAet al (2007) ont signalé sa
présence a une faible quantité. D’autres mentianneon absence dans ce lait
(OCHIRKHUYAG et al, 1998 ; RESTANEt al, 1999 ; MERINet al,2001 ; LEVIEUXet al,
2006 ; EL-HATMI et al,2006b ; 2007).

L’absence de If-Lg dans le lait de chamelle a été confirmée palPRELERet al
(2003) qui n'ont pas détecté les genes codant gette protéine dans la glande mammaire de
la chamelle. Plus récemment, YOUCEE al (2009) en se basant sur des techniques
immunologiques n'ont pas mis en évidence de réagtwoisées entre le sérum du lait de
chamelle et les anticorps arfiH.g.

L’absence de cette protéine dans le laititdemelle amplifie son intérét. Ce lait par cette
spécificité se rapproche du lait humain, et potrdonc, étre le meilleur substitut au lait de
femme pour les nourrissons.

1.2.2.3. Les séroprotéines mineures
1.2.2.3.1. La lactoferrine

La lactoferrine c’est une protéine d’origimammaire, mais qui se trouve également en
grande quantité dans les liquides biologiques @srnsalive, liquide séminal, urines..). Elle
est particulierement abondante dans le colostruMPELER et al, 1999a ; TSUDA et
SEKINE, 2000 ; KONUSPAYEVet al, 2007).

Cette protéine appartient a la famille des tramisfes qui possédent comme propriété
commune le transport de 2 cations métalliques, épabfement lion ferrique (B8
(KAPPELERet al,1999a ; TSUDA eSEKINE, 2000).

La concentration de la lactoferrine est plus éleda@s le lait camelin. Son taux est 30 a
100 fois supérieur que dans le lait bovin (KONUSHEAM et al, 2004 ; 2007) Une
concentration de 0,79/l a été rapportée FlaHATMI et al (2006b ; 2007)Tandis que AL-
MAJALI et al (2007) ont noté des taux allant de 20 a 2100 l1g/m

La lactoferrine est connue pour étre urmegime multifonctionnelle. En effet, différentes
fonctions biologiques lui sont attribuées : antimiiennes conférées par la lactoferricine, un
peptide basique de 25 acides aminés (H@EKI, 1997 ; VOGELet al, 1999) ; antivirales ;
anti-tumorales (ZHANGet al, 2010) et antifongiques (KAPPELERt al, 1999a;
KONUSPAYEVA et al, 2004 ; STELWAGENet al,2009). L'activité antibactérienne exercée
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par la protéine cameline sur E. coli est importantiaible concentration (CONESé&t al,
2008).

Ces activités biologiques peuvent s’exmiqyar la séquestration de l'ion ferrique
nécessaire pour la croissance microbienne ainsiegstemulation du systeme immunitaire par
activation des cellules NK « Natural killer » eéaugmentation de la cytotoxicité des
macrophages (TSUDA et SEKINE, 2000).

Les propriétés antivirales de la lactofericameline étudiées par EL-RASHDY et
TABLL (2007) et EL-FAKHARANY et al (2008) s’expliquent par le blocage de I'invasion
des cellules par les virus, particulierement lewvide I'hépatite (PANt al, 2006).

KAPPELERet al (1999a) ont isolé et séquencé la Lf du lait denedlle. Comme son
homologue bovin, cette protéine posséde une chraommeérique de 689 résidus d’acides
aminés, glycosylée (FARRELEt al, 2004). Le peptide signal est constitué de 19 acides
aminés. Il présente 94,7% de similitude avec cedtrouvé dans le lait bovin. Son PM est
estimé a 75 250 (KAPPELE® al,1999a).

La séquence primaire de la Lf cameline gamés une homologie de 74,9% avec la Lf
bovine (KAPPELERet al, 1999a). Cette protéine est dite basique en raigBon point
isoélectrique qui est estimé a 8,14.

Les N-glycosylations de la Lf contribuent5@%% de la masse de la protéine. Ces
glycosylations augmentent la solubilité de cettagine.

La chaine peptidique de la Lf se replie2eiobes globulaires asymétriques comportant
les sites de fixation des métaux lourds (JAVED KHéi\al, 2001 ; FARRELLet al,2004).

1.2.2.3.2. La lactoperoxydase

Le LPS «lactoperoxydase enzyme systemestcun ensemble d’enzymes qui
appartiennent aux systéemes non immuns normaux diflense antimicrobienne du lait
(KONUSPAYEVA et al, 2004).

La lactoperoxydase c’est une oxydoréductsserétée dans le lait et joue un role
important dans la glande mammaire ainsi que datradeus digestif du nouveau né contre les
bactéries pathogenes. Cette enzyme catalyse I'tivyddes thiocyanates endogenes (SCN
en hypothiocyanates ayant une action antibactéi@dGUZ et OZDEMIR, 2005).

La lactoperoxydase c’est une chaine glym&mue de 612 résidus d’acides aminés, avec
15 résidus cystéine. La fraction glucidiqgue occ@péo du poids de la molécule (UGUZ et
OZDEMIR, 2005). Le poids moléculaire de cette pregécameline est estimé a 78 000,
tandis que celui de son homologue bovin est deODABLAGAMY et al,1996).

Cette protéine présente une forte stakdlité traitements thermiques par rapport a son
homologue bovin (KONUSPAYEVAt al, 2004). Elle présente également une forte activité
antibactérienne, méme en absence du complexe y#rates — bD,) dans le milieu (UGUZ
et OZDEMIR, 2005). Cette protéine possede un lapgtre d’action qui est bactéricide sur
les bactéries a gram négatif et bactériostatique Iss bactéries a gram positif
(BENKERROUM et al,2004).
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1.2.2.3.3. Le lysozyme

Le lysozyme est une enzyme bactériolytigpuésente naturellement dans le lait des
mammiféres (KONUSPAYEVAet al, 2004).Cette enzymelive la liaison glycosidiqué (1-

4) du peptidoglycane de la paroi des cellules hbi@rtees engendrant ainsi leur lyse
(BENKERROUM, 2008).

Des études ont confirmé la présence du lysozyms afait de chamelle, mais a des
concentrations significativement basses (ELAGARMiYal, 1992 ; 2000). Cette protéine a été
purifiée et caractérisée par DUHAIMAN (1988) et EEAMY et al (1996). Cependant
KAPPELER et al (2003) n'ont pas détecté par des techniques deddomoléculaire cette
enzyme dans le lait camelin au cours de la deuxigmwitié de la période de lactation.

Le lysozyme du lait de dromadaire résistmahauffage de 85°C/30 mn (ELAGAMY,
2000). Sa concentration est élevée durant les premiades de lactation (BENKERROUWHY
al, 2004). Son taux varie de 62 a 648 ug/100 ml (EAMY et al,1996).

Par PAGE-SDS, sa MM est évaluée a 14,4 dubast similaire a celle de 'homologue
bovin (ELAGAMY et al, 1996).

La structure tertiaire du lysozyme est eiobn hélices. Elle est identique a celle
caractérisant les peptides a activité antimicraie(BROGDEN, 2005 ; JENSSE®SL al,
2006).

En plus de son action lytique, le lysozymierfére par sa nature cationique lipophile
avec la membrane plasmique des bactéries (EPANBD&EL, 1999 ; REDYet al, 2004 ;
JENSSENet al, 2006). Cette protéine possede également une activiténohjtique lui
permettant d’agir sur les levures et les champignamsi qu’une activité antivirale rapportée
par certains auteurs (NW al, 2008).

1.2.2.3.4. Les immunoglobulines

Difféerentes classes d’lgs (A, M et G) omé ésolées et purifiees a partir du lait de
chamelle par ELAGAMY (1996). La concentration esldans ce lait est supérieure a celle
rapportée dans le lait de vache (ELAGAMY, 2000 ;MISPAYEVA et al, 2008). Un taux
moyen de 100,7 mg/ml a été enregistré en premadedde lactation. Ce taux baisse ensuite a
2,3 mg/ml aprés le £2%our.

ELAGAMY (2000) a noté que les 1gG du laétneelin sont plus stables aux traitements
thermiques. lls sont actifs aprés un chauffage 3*€/B0 mn. Ces IgG semblent ne pas étre
restreints a une seule sous classe comme dang leolan, mais ils englobent trois sous
classes (Igg 1gG; et IgG) ou les IgG et IgG& constituent 50% du sérum des camelidaes
(DESMYTER et al, 2001) et présentent une structure unique qui @soutvue des chaines
légeres, avec une partie trés étendue portant BR @ Complementary Determining
Region » (DALEYet al,2005).

Ces immunoglobulines présentent une actiwitébitrice sur les enzymes et ils agissent
comme de vrais inhibiteurs compétitifs en pénétdams leurs sites actifs (LAUWERAY&
al, 1998). Ces protéines sont de petite taille. E)essent dans la circulation sanguine via les
intestins et peuvent étre considérées comme déenmsilcandidats pour la thérapie humaine
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(HOLT et al, 2003), particulierement dans le diagnostic et retdment des tumeurs
(RETAMOZOet al,2002).

1.2.2.4. Les protéines spécifiques aitlde chamelle

En plus des protéines sus-citées, différents asiteignalent la présence dans le lait
camelin de fractions protéiques sans équivalentss da lait de référence. La WAP
généralement décrite comme un constituant majens kalait des rongeurs et la PGRP, une
protéine intracellulaire se fixant aux bactériestsietectées comme des entités majeures dans
le lactosérum camelin que ce soit au niveau génaenige protéomique (KAPPELER al,
2004).

1.2.2.4.1. La PGRP « Peptidoglycan recognition prein »

La famille des PGRP (protéines de recomsaaice du peptidoglycane) sont des
molécules du systeme immunitaire inné possédantanmation antibactérienne (KAPPELER
et al, 2003 ; DZIARSKI et GUPTA, 2006). Plusieurs protsnde cette famille ont été
identifiées chez les vertébrés et invertébrés.

La PGRP1 est connue comme un composantceilnlaire des neutrophiles
(KAPPELERet al, 2003 ; DZIARSKI et GUPTA (2006). Elle est égalemproduite dans les
cellules épithéliales et les secrétions corporéliéset al, 2006).

Cette protéine a été isolée dans le ladrdenadaire par précipitation acide, suivie d’'une
chromatographie d’affinité sur héparine-sepharo€KAPPELER et al, 2004). Elle est
particulierement identifiée dans ce lait avec wixtallant de 107 a 120 mg/l (KAPPELER
al, 2003 ; WERNERY, 2007). Ce taux décroit durantaletdtion avec une fréquence de 19%
et augmente par 45% en cas de mammites chez leettbdiMAPPELERet al,2004).

La séquence de I'extrémité N terminale @l GRP cameline a été identifiée. Elle est
constituée de NHArg-Glu-Asp-Pro-Pro-CgH. Cette protéine est caractérisée par un point
isoélectrique fortement élevé, estimé a 9,02. Sasmanoléculaire est évaluée a 19,1 kDa
(KAPPELERet al,2004).

La PGRP du lait de chamelle a été puriéeeristallisée. Il s’avere que le cristal de cette
molécule est constitué de 4 entités indépendaBidaRMA et al, 2008). Son repliement lui
confere 2 sites fonctionnels, le premier est im@iglans la fixation du peptidoglycane, alors
que sur le second site se fixent d’autres moléq@eRARMA et al,2008).

La PGRP possede une action bactéricidéesuvactéries pathogénes et non pathogénes
a gram positif (LUet al, 2006). Elle agit en synergie avec les enzymesthabttiques et les
peptides antimicrobiens (CH& al, 2005 ; LUet al, 2006).

Cette protéine exerce son effet antibamtérpar inhibition de la synthése du
peptidoglycane en se liant & ses précurseurs ¢éimgant I'acces des enzymes catalyseurs de
la biosynthése de ce polymere a leurs substratsfldl) 2006).

1.2.2.4.2. La WAP « Whey acidic protein »

Cette protéine acide du lactosérum a épdtiiee dans le lait d’'un nombre limité
d’especes animales. Elle constitue la protéingisénmajeure dans le lait des rongeurs et dans
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le lait de chamelle (SIMPSOBRt al, 2000). Son taux dans ce dernier est estimé a Iflf m
(KAPPELERet al, 1998).

Dans le lait camelin, cette protéine a dd#éectée par BE@t al (1984 ; 1986). Des
similitudes structurales entre la WAP et la régibterminale des parties phosphorylées des
caséines. etp bovines ont été enregistrées (BEl, 1986 ; OCHIRKHUYAGet al, 1998).

L’analyse de la séquence primaire de la WARontré gu’elle est constituée de 117
résidus d’'acides aminés avec 16 Cystéines pouvamef 7 ponts disulfure, conférant ainsi
une conformation étroite a la protéine (BEGal, 1986 ; BEG, 1986). Son poids moléculaire
est estimé par PAGE-SDS a 14000 (B&@l, 1986).

La comparaison de la structure de la Wa&caelle des autres protéines préalablement
caractérisées a révélé des relations intéresseatélsa été noté que la protéine cameline est
homologue a certaines phosphoprotéines rapporgies|d sérum du lait des rongeurs ayant
un réle dans la régulation de la croissance deldadg mammaire, ainsi qu’une relation
probable avec la neurophysine des souris (BE&I, 1986). De plus, il a été rapporté que la
WAP serait indispensable pour le maintient de dbité de la sécrétion des protéines du lait
(TRIPLETT et al, 2005).

1.2.2.4.3. La CWBP « Camel whey basic protein »

La CWBP a été identifiée pour la premierasfdans le lait camelin par
OCHIRKHUYAG et al (1998). Elle a été isolée et purifiée par chromedphie échangeuse
d’ions sur DEAE-sephacel.

Sa masse moléculaire est évaluée par PABE#&20 kDa. Cette protéine basique est
riche en résidus GlIn, Arg et Gly et son point isogique est estimé a 9,30.

Aucune homologie structurale n’a été enregistréecenparant la séquence de I'extrémité N-
terminale de cette protéine avec d’autres protéiindait des camélidés (OCHIRKHUYA&
al, 1998).

La CWBP est également détectée par EL-HA&MHI (2006b) 48 heures apres la mise-
bas de la chamelle a un taux de 1,7 g/l, son tagxnante jusqu'a atteindre 3,19/l dans le
lactosérum.
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1.3. Les protéose-peptones du lait
1.3.1. Définition

Les protéose-peptones (PP) sont définisnoerta fraction des protéines du lait qui
restent solubles apres chauffage du lait a 95°@iBlutes et apres précipitation acide des
caseéines a leurs points isoélectriques (PAQUETL#tIS, 1982 ; PAQUET, 1989).

Dans le lait de vache, la fraction PP oecliga 2 mg/ml (10 a 20 % des séroprotéines)
(ANDREWS et al, 2006). Cette fraction peut étre divisée en 2 gesugistincts selon leur
origine. Le premier, est un mélange complexepdptides qui est le résultat de I'action de
la plasmine sur la cas€ifgEIGEL et al, 1984). Le second groupe est composé des protéines
et polypeptides présents a I'état natif dans I¢okrum et dont le composant PP3 est le
constituant majeur (PAQUES@t al, 1985).

1.3.2. Les fragments d’hydrolyse de la caseéirfe-

L’hydrolyse de la caséiflepar la plasmine endogene du lait conduit a la &ion de 2

groupes de peptides : 18sCN (¥1, ¥ 2 et ¥ 3) qui sont tres hydrophobes, et leurs parties N

terminales complémentaires (PP5, PP8S et PP8Fpanti tres solubles (SWAISGOOD,
1993).
Les connaissances acquises a ce jour sur ladnaBPT ont été établies en majeure

partie sur le lait de vach®es analogues aux composants majeurs de cettefrawit été
détectés dans le lait ovin et caprin (MAdtlal, 1991). Cependant, La mise en évidence et la
caractérisation de cette fraction dans le laitltimelle n’a fait I'objet que de rares études.

1.3.3. Le composant -3 des PPT (PP3)

Toutes les études rapportées dans laglitiér sont réalisées sur le PP3 du lait de vache
ou plusieurs fonctions lui sont assignées (I'enfigksiion, la mitogénese, I'inhibition de la
lipolyse et le réle antibactérien) (tableau VI1)é3peu d’études sont consacrées au PP3 du lait
camelin malgré sa présence a un taux tres impaodtam ce lait (KAPPELERt al, 1999b).

Les seules études menées sur cette protéine canselisont intéressées a son isolement et a
I'étude de son l'activité antibactérienne (EL-HATMt al, 2006a ; 2007 ; SIBOUKEUR et
MATI, 2008).

Dans ce cadre, EL-HATMit al (2006a ; 2007) ont observé gue la concentratioR PR3l
dans le lait de chamelle augmente du simple aulddalsque celle des IgGs chute, ce qui
pourrait confirmer le rbéle antibactérien que poitijauer le PP3 a la place des IgGs lorsque le
lait remplace le colostrum chez la chamelle.

Le tableau (VII) résume les principalesactéristiques physico-chimiques du PP3 dans
le lait de chamelle.

Le PP3 a été isolé et séquencé pour laiprerfois dans le lait de chamelle par BEG
al (1987), qui I'ont dénommeé : la nouvelle protéinelactosérum camelin « novel camel milk
whey protein ». Cette protéine, appelée égalenastbphorine, présente 60,4% d’identité
séquentielle en acides aminés avec le PP3 bovinPBAER et al1999b) et 30,3%
d’homologie avec la Gly CAM-1 murine (JOHNSENal, 1995).
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L'analyse de la séquence N-terminale du R&Efelin révele une hétérogénéité
structurale (BEGet al, 1987 ; KAPPELERet al, 1999b) qui est le résultat d’'un repliement
alternatif de '’ARNm de cette protéine. A la lungéde ces résultats, la lactophorine cameline
est exprimée sous forme de 2 variants génétiqoéssipar BEGet al (1987) et KAPPELER
et al (1999b). Cette variabilité génétique du PP3 camelété confirmée par GIRARDES
al (2000).

Le variant A est le plus abondant (75%alprbtéine). Il comprend une séquence de 137
résidus d’'acides aminés, avec une masse molécuair#5,7 kDa. Tandis que les 25%
restants représentent le variant B avec 122 acidesés et une masse moléculaire de 13,8
kDa (KAPPELERet al, 1999b).

La lactophorine cameline est synthétiséeas forme immature avec un peptide signal de
19 aa montrant 72,2% d’identité avec le peptidaaigu PP3 bovin et 66.7% avec celui de la
GlyCAM-1 murine (KAPPELERet al, 1999b).

Comme son homologue bovin, la lactophorioc@meline présente 5 sites de
phosphorylationDans le variant A (Ser 30, 35, 39, 41, 83), dansakant B (Ser 15, 20, 24,
26, 68) (KAPPELERet al, 1999b).

Contrairement au lait bovin, un site faibnt glycosylé (Thrl6) a été suggéré dans la
lactophorine du lait de chamelle par GIRARDEiTal (2000).

Le variant A du PP3 camelin est de natwideaavec un point isoélectrique de 5,10.
Tandis que le pHi du variant B est similaire a celu PP3 bovin, il est estimé a 6,01
(KAPPELERet al, 1999b).

La lactophorine est la deuxieme protéingeora dans le lactosérum camelin apres
L’a-La. Son taux est estimé a 900 mg/l durant la péride lactation. Ce taux est 3 fois
supérieur a celui de son homologue bovin. Quantvaant B, il présente 1/4 de la
concentration du variant A (KAPPELER al, 1999D).

Chamelle A: 19  SLNEPKDEIYMESQPTDT SAQVIMSNHQVSSEDLSMEPSISRED LVSKDDVV 70 (52)
Chamelle B: 19  SLN AAQVIMSNHQVSSEDLSMEPSISRED LVSKDDVV ~ 56 (37)
Vache :19  ILNKPEDETHLEAQPTDA  SAQFI RNLQ ISNEDLSK EPSIEREDL | SKEQ I V 70 (51)

Chamelle A: 71 IKSARRHQNQNPKLLHPVPQESSFRNTATQSEETKELTPGAATTLEGKLVELTH 124 (106)
Chamelle B: 57  IKSARRHQNQNPKLLHPVPQESSFRNTATQSEETKELTPGAATTLEGKLVELTH 111 (91)
Vache :71  IRS SRQPQSQNPKLPLSILKEKQHLRNATLGSEETTEHTPSDASTTEGKLMELGH 125 (105)

Chamelle A: 125 KI IKNLENTMRETMDFLKSLFPHASEVVKPQ 155 (137)
Chamelle B: 112 KI | KNLENTMRETMDFLKSLFPHASEVVKPQ 142 (122)
Vache : 126  KIMRNLENTV KET | KYLKSLFS HAFEVVKT 155 (135)

Figure 04 : Alignement des séquences primaires des lactophors@ et B camelines et le
PP3 bovin (KAPPELER et al, 1999b). Le nombre des aa constituant les chainestures
sont entre parenthéses, les régions conservées somibrées. Chamelle A : lactophorine
A de Camelus dromedarius chamelle B : lactophorine B deCamelus dromedarius ;
vache : PP3 du lait de vache.
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La lactophorine cameline et le PP3 bovint aractérisés par une extrémité N-terminale
acide riche en Glu, Ser et Thr. Tandis que I'exitér@-terminale, elle est riche en résidus
hydrophobes qui forment une hélieeamphiphile avec un mélange de résidus acides et
basiques du coté polaire (KAPPELERal, 1999b).

Tableau VI: Tableau synthétique des différentes foctions biologiques et technologiques
du PP3 dans le lait de vache.

Propriété étudiée Mode d’action Auteurs

Inhibition de l'activité de la
lipoprotéine lipase par CARTIER et CHILIARD (1990)
adsorption compétitive sur | GIRARDET et LINDEN (1996)
I'interface huile-eau du globule INNOCENTEZet al (1998)
gras empéchant I'action de la CAMPAGNA et al (1999)
LPL

Inhibition de la lipolyse

INNOCENTE et al (2002)
GIRARDET et LINDEN (1996)
VANDERGHEM et al (2007)
CAMPAGNA et al (1999)

Réduction de la tension
interfaciale et stabilisation des
émulsions et des mousses

Propriétés moussantes et
émulsifiantes

Propriétés Inhibition de la croissance deg

antibactériennes bactéries gram + et gram - CAMPAGNA et al (2004)

Stimulation de la croissance dg¢

Bifidobacteries ETIENNE et a (1994)

Activité bifidogéne

Activité mitogénique et Activation mitotique des MATI et al (1993)
immunostimulantes hybridomes SUGAHARA et al (2005)

Fixation des molécules
fixation des arbmes aromatiques hydrophobes suf INNOCENTEet al (2011)
leur extrémité hydrophobe
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Tableau VIl : Caractéristiques physico-chimiques duPP3 camelin (KAPPELERet al,

1999Db).
Espace Protéine Concentration | MM Résidus Hi Homologie
P (mg/l) (kDa) | daa | P (%)

Camelus | CoORROnine 900 15706/ 137 | 5,10 100

dromedarius

Lactophorine

5 225 (/4 de A)| 13,822 122 6,01 99,2

Bos taurus | lactophorine 300 18,700 135 6,08 60,4

PP3

) 5 2
e bl ﬂ-_““w

Figure 05 : Structure du PP3 du lait de vache (RABUSSEN et al, 1998)
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2. Matériel et méthodes

La partie expérimentale de cette étude a été é&alamu niveau du laboratoire de
recherche de Biochimie Analytique et BiotechnolsdieABAB) de l'université MOULOUD
MAMMERI de TI1ZI OUZOU. Elle a été sous tendue pamhatériel énuméré ci- dessous.

2.1. Matériel
2.1.1. Matiére premiére

Les échantillons de lait utilisés dansddre de cette étude proviennent de troupeaux de
chamelles implantés dans 3 régions du Sud-Est gs :pBiskra, Ouargla et Ghardaia. Ces
échantillons sont collectés au cours des années&@D10 (tableau VIII).

Parallelement, du lait de vache collectalement a été utilisé comme référence.

Tableau VIl : Echantillons de lait de chamelle etde vache collectés pour cette étude.

lait N° donné a Période de collecte région d’origine
I’échantillon
Lait de El Décembre 2009 Biskra
dromadaire E2 Septembre 2009 Ouargla
E3 Mars 2010 Ghardaia
Lait de vache LV Janvier 2010 Tizi Ouzou

2.1.2. Produits chimiques

- Solvants : acide acétique, acide chlorhydriquadea sulfurique, acide trichloracétique,
glycérol, méthanol.

- Sels et tampons : acétate de zinc, azide demgdarbonate de sodium, chlorure de sodium,
hexacyanoferrate de potassium, sulfate d’ammonsutiate de cuivre, sulfate de sodium,
tartrate double de sodium et de potassium.

- Colorants et réactifs spécifiques : acide asqoii acrylamide, bleu de bromophenol, bleu
de coomassie R250, 2,6-dichlorophenolindophenotedyl sulfate de sodium, glycine,
lactose, 2-mercaptoethanol, N, N-méthyléne-bislanorie, persulfate d’ammonium, réactif
de folin ciocalteu, trishydroxymethylaminomethaiieg), TEMED.

2.1.3. Supports chromatographiques
- Sephacryl S200 (BIOCHEMICA, Switzerland).

2.1.4. Matériel biologique
- Sérum albumine bovine (BSA), (SIGMA; USA).
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- Kit pour étalonnage des gels d’électrophorés®AGE- SDS (gamme de PM : 10 — 250
kDa), (BIO- RAD, USA).
- Bleu dextrane (BIOCHEMICA, Switzerland).

2.1.5. Appareillage

- Unité d’électrophorese sur mini- cuves verticdld®EFFER SE 260, USA) comprenant :
couleur de gel, cuves d’électrophorese ; génératewourant (max 250V, 100mA) ; plaques
en verre et en hydroxyde d’alumine (10x12cm) ; espes de 1mm d’épaisseur.

- Unité de chromatographie basse pression (BUCHitz8rland) constituée de : détecteur
UV ; pompe péristaltique ; enregistreur graphigumllecteur de fractions et colonne de
séparation (1,5 x 30cm).

- Balance de précision (0.01 mg) (OHAUS, USA) afahces analytiques a affichage digital
(0.01 g).

- Spectrophotométre UV- visible (SHIMADZU, Japon)

- pH métre (METROHM, Suisse).

- Lyophilisateur a ballons et a plateaux.

- Centrifugeuse réfrigérée, max 28000 g (SIGMAAYS

- Agitateurs variés (de tubes, a plateaux, a barresagnétiques chauffants et non chauffants)
- Dessiccateur.

- Bain- marie (MEMMERT, Allemagne).

2.1.6. Petit matériel

Un certain nombre d'accessoires et petitténel est également nécessaire :
micropipettes, micro-seringue Hamilton, membraneslidlyse (seuil d’exclusion 8000 Da),
gants et masques pour la manipulation de I'acrydaret autres produits dangereux.

2.2. Méthodes
2.2.1. Collecte du lait

Le lait provient de petits mélanges a pai®i chamelles saines. Il est additionné aussitot
apres la traite d'un antimicrobien (azide de soduf02% p/v) et acheminé au laboratoire
dans une glaciéere.

A l'arrivée, une mesure du pH est réalidgéereste du lait est réparti en petites fractions
(250 ml) et congelé pour une utilisation ultéreaur

2.2.2. Méthodes chimiques

L’analyse physico-chimique des échantilloasporté sur la mesure de certains
parametres (extrait sec total (EST), matiere gré8kg), lactose, vitamine C et protéines).
Toutes les mesures sont réalisées sur du laitremtid essais.
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2.2.2.1. Mesure du pH

La mesure du pH est effectuée a une ternpérdu lait de +20°C, La valeur du pH est
lue directement sur le pH métre apres immersionsae électrode dans I'échantillon a
analyser. Les mesures sont précédées d’'une étéfaodnage qui consiste en un ajustement
du cadre de lecture du pH a I'aide d’'une solutierpel connue (solution de pH étalon).

2.2.2.2. Détermination des teneurs en extrait seotal (EST), en extrait sec
dégraissé (ESD) et en matiére grasse (MG)

Le principe de la méthode utilisée consistaine dessiccation par évaporation a I'étuve
(103 + 2°C pendant 3h) d’'une certaine quantitéaiteentier (pour I'EST) ou écrémé (pour
'ESD) (ANONYME3, 1980), suivie d’'une pesée du dksisec total apres refroidissement
dans un dessiccateur (annexe 04).

Apres pesée, les valeurs obtenues correspbadix taux de I'EST ou 'ESD. Le taux de
la matiére grasse est déduit par difference (MGE-ESD).

2.2.2.3. Détermination de la teneundactose

Elle est réalisée par une méthode titrime& basée sur la réduction a chaud d'une
solution cupro alcaline (liqueur de Fehling).

Les conditions opératoires suivies sorlesalécrites par AUDIGIEt al (1978). Pour ce
dosage, une opération de défécation par additidaiad’'une solution d’hexacyanoferrate de
potassium et d’acétate de zinc est préalableméattaée.

L’étalonnage de la solution de Fehling st par une solution étalon de lactose de
concentration connue (annexe 05).

2.2.2.4. Détermination de la teneur en vitamine C

Le dosage de la vitamine C est effectuétipdmétrie. Il est basé sur la réduction par
I'acide ascorbique d’'un colorant : le 2-6-dichlonepolindophenol (2-6-DPIP) qui est rouge
en milieu acide et bleu en milieu neutre. Les cto utilisées sont celles recommandées
par AUDIGIE et al (1978) (Annexe 06). La solution du 2-6-DPIP esi@inée par I'emploi
d’une solution d’acide ascorbique de concentratmmue.

2.2.2.5. Détermination de la teneungrotéines

Le taux des protéines dans le lait et dasdifférentes fractions est dosé par 'emploi de
la méthode colorimétrique de LOWRat al (1951), en utilisant I'albumine sérique bovine
comme protéine de référence.

Cette méthode est basée sur I'obtentiom domposé chromogéne par une réaction
d’oxydo réduction. Cette derniere a lieu entre,nd’ypart, des groupements de la protéine
notamment les groupements phénoliques du tryptaphdela tyrosine et dans une moindre
mesure ceux de la cystéine, cystine et histidiadigison peptidique est aussi impliquée) et
d’autre part, le réactif de Folin Ciocalteu doracide phosphomolybdo-tungstique est le
constituant actif.
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Cette réaction donne naissance a un commeloré : le bleu de molybdéne (couleur
bleue foncée) dont I'intensité est mesurée a 75@ammexe 07).

Ainsi les D.O obtenues a cette longueurnd® permettent de déterminer les
concentrations des échantillons analysés en senéfé@ une courbe d’étalonnage DO = f(C)
(figure 06).

Le taux des protéines sériques est estané tb surnageant de I'isoéléctroprécipitation
des caséines aprés abaissement du pH du lait(Agu@ 07); alors que la teneur en caséines,

elle est obtenue par différence entre les protdoteses et les protéines du lactosérum.

0,3 -

y = 0,0027x ¢
R2=0,9924

0,25

o
[N}

0,15

o
[

0,05

DO mesurées a 750nm

O T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

concentrations en BSA (ug/ml

Figure 06: Courbe étalon du dosage des protéinesmpa méthode de LOWRY et al
(1951) ; réalisée avec lI'albumine sérique bovine 8\) comme protéine de référence.

2.2.3. Préparation des échantillons

Les grands groupes des lactoprotéines oaeseét bovines sont séparés a partir du lait
entier suivant les étapes illustrées par la figQw.

2.2.3.1. Ecrémage

L’écrémage du lait entier est réalisé patafugation a 3500 g pendant 20 minutes. La
creme qui apparait en surface est écartée, al@daylait écréeme est filtré sur la laine de
verre. Cette opération est répétée deux fois adiimuner totalement la matiére grasse.
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2.2.3.2. Séparation des grands groupes de lactopéotes (protéines sériques et
caséines)

Le principe de la séparation repose sucidification du lait écrémé jusqu’au pH
isoélectrique des caséines permettant leur pratignit Cette derniére est réalisée par ajout
d’une solution de HCI 4N jusqu’a pH 4,3 comme présé par WANGOHet al (1998) pour
le lait camelin et 4,6 pour le lait bovin. Le laihsi acidifié est centrifugé a 3500 g pendant 15
minutes a 20°C.

Le culot de centrifugation constitué deflaction caséinique est récupéré dans un
volume minimum d’eau distillée, ajusté au pH 7 avee solution de NaOH 1N pour une
meilleure solubilisation de ces protéines.

Quant au surnageant, il représente laitdtés protéines sériques. Son pH est neutralisé
a 7 puis acidifié dans une seconde étape a pHvé@HCI 4N, recentrifugé a 3500 g pendant
15 minutes afin d’éliminer les caséines résiduelfjesrisquent de contaminer les protéines
sériques.

2.2.3.3. Dialyse
Cette étape permet de débarrasser les tdldren des molécules dont la taille est
inferieure a 8000 Da (lactose, sels minéraux, c@dp@zotés non protéiques).
Les échantillons des protéines sériquedeetaséines obtenus sont dialysés contre de
'eau distillée pendant 48 & 72 heures a +4°C eis sagitation douce, en utilisant des
membranes de dialyse avec un seuil de coupure d@ BA. L'eau de contre dialyse est

changée 2 fois par jour.

2.2.3.4. Congélation et lyophilisatio

Apres dialyse, les solutions de protéingemues sont étalées en fines couches dans des
coupelles, congelées a -18°C pendant 72 heures,|lymphilisées. Les protéines sont ainsi
récupérées sous forme de poudre et conservéeslaimsiin dessiccateur.

2.2.4. Méthodes électrophorétiques
2.2.4.1. Définition et principe génat

L’électrophorése est une méthode d’analygsee sur la migration différentielle de
particules chargées sous l'effet d’'un champ élgati Les protéines du fait de leur caractere
amphotere peuvent se comporter comme des aniodgugations et se déplacer de ce fait
soit vers I'anode ou la cathode. Selon leurs céretiques physico-chimiques, elles se
matérialiseront sur I'électrophoregramme par deades de migration plus ou moins
distinctes.
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Ecrémage par centrifigat
a 30009/20 min a +4°C

Lait écrémé

A 4

» Acidification a pH 4,3
avec HCI 4N

» Centrifugation a
3000g/15 min a +20°C

Caseéines Protéines
sériques

» Neutralisation a pH
7 avec NaOH 1N

» Dialyse contre H20
distillée /48h a +4°C

» Congélation et
lyophilisation

A\ 4

» Chauffage a 95°C/30 min
» Acidification a pH 4,3 avec

HCI 1N
» Centrifugation a 3000g/15 mir
a +20°C
A\ 4 A 4
Culot Surnageant

> Précipitation
au TCA etau
(NH3)2SOy

» Centrifugation
a 8000g/30min

Protéose

A

» Contréle
électrophorétique

L peptones totales

Figure 07 : étapes suivies pour l'isolement des gnds groupes des protéines du lait de
chamelle.
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2.2.4.2. Electrophorése sur gel delypacrylamide (PAGE)
2.2.4.2.1. Conditions générales

La PAGE, est la technique la plus utilis@éeraison des avantages qui sont offerts par les
propriétés du gel qui sont la transparence, laodrmtibilité élevée et une meilleure
résolution liée a sa porosité.

La propriété de tamis des gels de polyacnidle est liée a leur structure particuliere, qui
est celle d’'un réseau tridimensionnel de fibredeefpores résultant du greffage d’'unités de
N, N-méthylene-bisacrylamide (GHCH-CO-NH-CH-NH-CO-CH=CH) bi fonctionnelles
sur des chaines de polyacrylamide {(EEH-CO-NH) adjacentes. la polymérisation est
catalysée par un générateur de radicaux libres esénpde persulfate d’ammonium
(NH4).S,0s et de N,N,N,N- tetraméthylénediamine (TEMED).

La structure du gel est définie par lesdesl T et C. Sa porosité est ajustée en faisant

varier les concentrations relatives de a et htailee effective des pores d’'un gel est d’autant
plus petite que sa concentration en acrylamidélesée.

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

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

a : acrylamide (g) ; b : N, N-méthylene -bisacmyide (g) ; v : volume du tampon (ml)

2.2.4.2.2. Conduite de I'électrophorése

Le gel est préparé en mélangeant les sakutd’acrylamide et de bis acrylamide avec
une solution tampon, I'ensemble est dégazé puitiadlde des agents initiateurs (persulfate
d’ammonium et de TEMED) (figure 10).

Le mélange est immédiatement coulé entpdagues (en verre et en alumine) séparées
par des espaceurs et enfin un peigne y est intrpgumettant la formation des puits aprés
polymérisation du gel.

Les échantillons a analyser sont dissousigson de 1 a 2 mg/ml dans un tampon
approprié et additionnés du bleu de bromophenokguun indicateur coloré qui détermine le
front de migration des protéines et permet de ergdarfin de I'électrophorese.

Les échantillons ainsi préparés sont dépaséaison de 10 a 20 pl dans chaque puits
aprés avoir monté sur l'unité d’électrophoreselgsaques renfermant le gel et remplis les
cuves inferieures et supérieures de tampon d’'ééetrL’unité est alors mise sous tension,
courant et voltage constants : 20 mA, 250V (figuBe

2.2.4.2.3. En conditions non dissociantes et nonmddurantes
(PAGE- )

La PAGE native est réalisée selon la matamlHILLIER (1976), adaptée a un systeme
de mini cuves HOEFFER au niveau du laboratoire LBBAvec un gel de polyacrylamide de
porosité (T=12% ; C= 2,7%).
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Le tampon de gel est constitué de Tris O7pH 8,9. Le tampon d’électrode contient
du Tris 5 mM, glycine 77 mM, pH 8,3. Les échantidbosont dissous dans le tampon
d’échantillon composé du tampon de gel (1/10 we)|’eau distillée (7/10 v/v) et du glycérol
10% (v/v) (annexe 08).

Figure 08: Photographie d’une unité d’électrophores (HOEFFER SE 260)
A : générateur de courant ; B : cuve de migration

2.2.4.2.4. En présence du SDS et dg2ME (PAGE-SDS)
2.2.4.2.4.1. Principe

Un échantillon protéigue est chauffé a OP&ndant 5 min, en présence d’'un détergent
anionique le SDS (10% p/v) (figure 09) et d’'un dg&nlucteur chargé de rompre les liaisons
disulfure, le 2BME (4% v/v). La plupart des polypeptides sont deescas dissociés, ce qui
permet la fixation du SDS sur les zones hydrophotdes chaines peptidiques, les
polypeptides acquiérent alors une forte chargetiegat ne seront séparés que suivant leur
taille dans un gel de porosité appropri€e.

| Sodium dodecylsulfate | $.

|HsC Wﬁ—%—ﬂ' MNa*
o
non pohaire drydrophobe)

charge negative

Figure 09: Structure du dodecyl sulfate de sodiumSDS).
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PAGE-native PAGE-SDS
Acrylamide Acrylamide
Bis-acrylamide Bis-acrylamide
H20 H20
Tampon 8,9 Tampon 8,8

H20 et 6,8 HO
TEMED SDS
Persulfate TEMED

d’ammonium Persulfate

d’ammonium

Matériel et méthodes

Mise sous tension (voltage/ampérage)

A 4

Migration

A 4

Preparation des tampons

Démoulage

A 4

Fixation dans acide trichloracétique
TCA12%

native SDS
§ % | TRIS/HCI TRIS/HCI
£ pH 8,9 pH 8,9 et pH
SO H20 6,8
H20
(D)
c O . .
S g TRIS/Glycine | TRIS/Glycine
£ 9 pH 8,3 SDS
S @ H20 pH 8,3
© H20

A 4

Coloration dans (méthanol / eau / bleu d¢

v

v

coomassie)

Préparation des échantillons

A 4

native SDS
Echantillon Echantillon
(lactoserum) (PS+CN)
Tampon 8,9 kO Tampon 6,8
Glycerol H20
Bleu de
Bromophenol 2-ME
(BBP) Chauffage
Glycérol
(BBP)

Décoloration dans (méthanol / eau / acid

(U

acétique)

A 4

Conservation du gel

Figure 10 : Etapes suivies pour la réalisation dédlectrophoréese sur gel de
polyacrylamide (PAGE).
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2.2.4.2.4.2. Conditions expérimetga

La PAGE-SDS utilise un systeme de tampassodtinus selon LEAMMLI (1970),
comprenant un gel de concentration (T=4% et C=2 &&dampon (Tris 0,49M ; pH 6,8) et
un gel de séparation (T= 15,4 % et C=2,7%) en tam@ois 1,5M pH 8,8). Le tampon
d’électrode est composé du Tris 49 mM ; glycine 884 et SDS 1% (p/v), pH 8,3 (annexe
09).

Le premier gel faiblement réticulé n'exemecun effet de tamisage sur les protéines et
tend plutét & les concentrer, en les mettant sousd de fines bandes qui arrivent au gel de
séparation en méme temps. La séparation a liewars cle la migration dans le deuxieme
gel. Ce dernier est calibré avec des protéinesitis pnoléculaires connus s’étendant de 10 a
250 kDa (figure 11).

2,5
y =-0,223x + 1,9228
R2=0,9412
2 .
1,5 -
=
o
o 1
o
|
0,5 -
O T T T T 1
0 1 2 3 4 5

Distance de migration (cm)

Figure 11: Courbe de calibration du gel de séparabn en PAGE-SDS, en utilisant un
standard protéique de PM allant de 10 & 250 kDa (kBIO-RAD).

2.2.4.3. Détection des protéines ddagyel

A la fin de I'électrophorese et apres délage du gel, les protéines sont premierement
fixées dans une solution de TCA 12% (p/v) pendantminutes, puis colorées pendant 2
heures par le bleu de coomassie R250 a raisor2ée @/v) dissous préalablement dans une
solution contenant de I'eau distillée (1 voluma),mdéthanol (1 volume) et du TCA 2% (p/v).
Enfin la décoloration du gel s’effectue dans leanék (eau / méthanol / acide acétique) dans
les proportions (3,12/1,50/0,37, viviv) (figure).10
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2.2.5. Méthodes chromatographiques
2.2.5.1. Principe de la chromatographige filtration sur gel

La chromatographie de filtration sur gel permetéparer des molécules selon leur taille
et leur forme moléculaire, elle peut étre grossigmet comparée a un tamis. Cette méthode
utilise une hase stationnaire composée de billesuges de dimensions précises et uniformes
dans lesquelles les molécules de dimensions apgesgoeuvent s'insérer et étre retenues un
certain temps. Les molécules de grande taille pagpeant a elles entre les sphéres et sont
rapidement éluées de la colonne par la phase mobile

2.2.5.2. Conditions expérimentales

Pour la séparation des protéines du laatas&amelin nous avons suivi le protocole de
YOSHIDA (1990) appliqué sur les séroproteines besin

Les conditions de la chromatographie soodifrées et ajustées aux protéines étudiées.
La séparation est effectuée sur une colonne dendiimes : 30 x 1,5 cm (figure 12).

Nous avons utilisé comme phase stationrai®ephacryl S200 (poly allyle dextrane-
CO-NN -méthyléne bisacrylamide). C’est un gel mixte coséd’acrylamide et d’un agent
de pontage : le Bi-méthyléne bisacrylamide. Ce gel présente un tawéticulation élevé et
une grande résistance aux contraintes mécanigaeseuil de coupure du Sephacryl S 200 est
de 5 a 250 kDa.

Figure 12 : Photographie d’une unité de chromatogrphie basse pression (BUCHI,
Switzerland)
A : tampon d’élution ; B : pompes péristaltiques ;C : colonne (30 x 1,5¢cm) ; D :
détecteur UV ; E : enregistreur ; F : collecteurde fractions.
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La phase mobile utilisée est une soluteangon composée du Tris 0,05 M-HCI avec
0,2 M NaCl a pH 6,8 ; additionnée d’'un antimicrahikazide de sodium a 0,02%.

Préparation de la colonne

La colonne est préparée avec un grand soin poureassn compactage homogene du
gel. Le remplissage s’effectue avec environ (18wgyel mis en contact (30 min a 25°C) avec
I'éluant (tampon de chromatographie) dégazé. Leptissage est effectué de fagon réguliére.

Aprés équilibrage de la colonne et stadtiisy du débit & 28 ml/heure, le volume mort
(Vo) est estimé par chromatographie du bleu de dextaaison de 1mg/ml, qui a une masse
moléculaire élevée (2Ma). De ce fait, il n’est pas retenu dans le gelvolume nécessaire
pour I'élution de cette molécule correspond au rmwde liquide se trouvant entre les billes.

Le volume interstitiel observé pour la cole utilisée est de 15 ml. Le volume total est
de 45 ml.

Préparation des échantillons

Les protéines sériques lyophilisées sont dissautesson de 100 mg/5 ml de tampon de
chromatographie. Les protéines sont éluées paagasiu tampon dans la colonne avec un
débit constant de 28 mi/h. L’absorbance de I'ékgtt controlé & 280 nm. Les fractions de
(5ml) sont collectées et contrdlées par électrogdem

2.2.6. Traitement thermique

Les échantillons de lait de chamelle evaehe écrémés sont répartis dans des tubes en
verre (8 mm de diametre interne) fermés hermétigunera raison de 5 ml par tube. Ces tubes
ne sont placés dans le bain-marie qu’une fois guéecnier a atteint la température voulue.
Les températures et les durées du chauffage semdéterminées.

Pour ces essais, nous avons testé des raomes de 60, 70 et 80°C pendant 30 min ;
puis ce traitement est rendu extréme en élevartehlapératures du chauffage a 90 et 95°C
pendant des temps allant de 10 a 45 minutes.

Le traitement est arrété en portant leegubrefroidissement immédiat sous un jet d’eau
froide. Les protéines du lactosérum sont ensuiépanées suivant les étapes précédemment
décrites (figure 07) puis analysées en électroieore

Les pourcentages de dénaturation therngqnedéterminés par la formule :

PrD = (Pr—PrT) x 100/ Pr

PrD : % des protéines dénaturées ; Pr: quantéépdotéines avant chauffage ; PrT : quantité des
protéines aprés chauffage a la température T pwaidurée déterminée.

2.2.7. Isolement de la fraction protéosesptones totales

Pour lisolement de la fraction PPT camelimous avons adopté le protocole de
PAQUET et ALAIS (1982) appliqué sur le lait bovih enodifié par MATI et al (1991)
(figure 07).
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Les protéose-peptones sont extraites ar pdut lait camelin écrémé soumis a un
traitement thermique de 95°C pendant 30 min. Lésudillons ainsi chauffés sont acidifiés a
pH 4,3 avec une solution de HCI 1N, puis centrifug&t000 g pendant 30 min.

Le culot contenant les protéines dénatue€esejeté, tandis que le surnageant est soumis
a une précipitation par l'utilisation de I'acidectrloracétique (TCA) a des concentrations
finales difféerentes (4, 6, 8, 10 et 12%). Une pmiéation au sulfate d’ammonium
((NH4)2.SOy) est également testée sur les PP camelins avesedéds de 30, 50 et 70% de
saturation. Le surnageant de thermocoagulation @@ est soumis a une centrifugation de
8000 g pendant 30 min a 4°C. Les culots ainsi al#esont récupérés dans un volume
minimal d’eau distillée et soumis a une analysetédphorétique (apres dialyse dans le cas de
la précipitation au sulfate d’'ammonium).
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3. Résultats et discussion

3.1. Qualité physico chimique du lait de chmaelle collecté

Les paramétres physico-chimiques mesuréati€re seche, matiere grasse, lactose,
protéines et vitamine C), sont rapportés dansdliesa (1X).

Tableau IX : Résultats de I'analyse deparamétres physico-chimiques des laits camelin

collectés.
parametres local
El E2 E3
pH (20°C) 6,45* + 0,01 6,36* + 0,00 6,49* + 0,02 6,67 + 0,01
Extrait sec total " * *
(EST) (g/) 130,0* + 3,46 90,6* + 3,05 168,6* £+ 8,08 | 105,0 + 13,31
HELIETE IEEEE 42,66+ 1,15 | 28,86*+1,50 | 46,00+529 | 30,66+1,15
(MG) (g9/1)
Lactose (g/l) 32,23 +1,23 34,23 +1,89 33,24 + 0,94 42,70+ 2,48
Protéines (g/l) 30,66 + 0,57 29,66 + 1,15 31,83+1,15 | 29,00 +0,76
Vitamine C (mg/l) 41,29+0,91 | 48,09*+1,95 43,46 + 2,23 20,26 + 0,64

* Différence significative (seuil 5%).

3.1.1. Mesure du pH

Comparativement au lait de vache, le laitdamelle s’avere Iégerement plus acide. Les
valeurs de pH mesurées pour les trois échantions différentes. La valeur moyenne est de
6,43. SIBOUKEUR (2005) a signalé une valeur de pKitiant dans la méme gamme (6,31).

Tandis que d'autres auteurs ont rapporteviddeurs de pH plus élevées : 6,51 et 6,69
(ALLOUI-LOMBARKIA et al, 2007) ; 6,52 (KAMOUN, 1995) et 6,77 (KHASHKHEIgt
al, 2005).

Cette valeur relativement faible du pH dii tamelin semble étre corrélée a son contenu
élevé en vitamine C (FARAIdt al, 1992 ; HADDADIN et al, 2007), qui procure au lait un
godt légerement acide (YAGI&tal, 1994). Comme on pourrait attribuer aussi cetiditéca
la richessede ce lait en acides organiques divers (acide citrique, aciddique et acide
butyrique) (HADDADINet al, 2007).

3.1.2. Taux de matiere seche

L’extrait sec total (EST) montre que lewadillons E1 et E3 présentent les teneurs les
plus élevées (130 et 168 g/l respectivement) sepeas a celles du lait bovin (105 g/l).
L’échantillon E2 donne le taux en extrait sec lesghible (90,66 g/l).
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La teneur moyenne de ces trois échantil{®@8,77 g/l) se rapproche de celle rapportée
par ALLOUI-LOMBARKIA et al (2007) sur du lait provenant des régions stepgicie
notre pays (129,98 + 4,75) ainsi que celle signpe HADADDIN et al (2007) en Jordanie
(123 g/l £ 12,7). Cette teneur est par contre sapér a celle rapportée par certains auteurs en
Tunisie (ELLOUZE et KAMOUN, 1989 ; KAMOUN, 1995 &TTIA et al,2001) dont les
taux varient entre 96 et 116 g/I.

ZHANG et al (2005) ont noté que les grandes variations darohaposition du lait
camelin touchent surtout la matiere séche, dotaug est affecté par la teneur en eau du lait
qui lui est inversement proportionnelle. Dans cetexte, I'étude réalisée par HADDADIgt
al (2007) sur les variations de la composition dti é&& chamelle durant la période d'une
année a montré que le contenu en eau passe dél&ilhijver (Décembre) a une teneur plus
élevée (898 g/l) en été (Aout). En contre partigeheur en matiére seche chute de 139 g/l en
hiver a 102 g/l en été. Cette différence de 3&egble plus importante que celle notée par
TAMIME et ROBINSON (1999) pour le lait de vacheQ4y/1).

En effet, cette dilution du lait en périocteaude traduit un phénomeéne d’adaptation au
désert du dromadaire et par lequel le chamelonsepplémenté en éléments nutritifs
suffisants et en eau (NARJISSE, 1989 ; KHASHKHEHtIal, 2005 ; HADDADIN et al,
2007). D’un autre coté, la teneur en eau du laitedm est affectée par le contenu en eau des
plantes ingérées par la chamelle (KHASHKHEELBI, 2005).

En tenant compte de ces données, nous igasirisuggérer que la pauvreté de
I'échantillon E2 en matiere seche, en matiére gras&n protéines est die probablement a la
période de la collecte (mois de Septembre) quiisaryuste aprés une période de sécheresse.

3.1.3. Teneur en matiére grasse

La teneur en MG, comme pour la MS (matiere séchs)éthantillons E1 et E3 est plus
élevée que celles de I'échantillon E2 (42,6 et @&)0 contre 28,86 g/l pour E2). Le taux
moyen de la MG (3,91 g/100 ml) des échantillondaiteetudiés est supérieur au contenu en
matiere grasse du lait de vache collecté localement

En analysant les données rapportées pigtelature a travers le monde, nous observons
une fluctuation des teneurs en MG : 25 a 35 gldardanie (HADDADINetal, 2007) ; 29 g/l
en Mauritanie (MEILOUDet al, 2011) ; 32 a 35¢/l en Tunisie (ELLOUZE et KAMOUN,
1989 ; GORBAN et IZZELDIN, 2001) ; 37,8 g/l en EggKAMAL et al, 2007).

En plus des variations sus-mentionnéegivetaa I'état d’hydratation de I'animal et a
son alimentation (KHASKHELEt al, 2005), ELAMINE et WILCOX (1990) ont estimé que
d’autres facteurs comme la saison, le stade datiectet le nombre de mises bas sont
susceptibles d’interférer sur les taux obtenus.

3.1.4. Teneur en lactose

D’apreés les résultats du tableau (IX), les teneartactose des échantillons analysés sont
tres proches l'une de l'autre (moyenne de 33,23GMs valeurs sont toutefois inferieures a
celles du lait de vache (42,7g/).

Les taux en lactose enregistrés dans kepté étude sont proches de ceux rapportés par

ALLOUI-LOMBARKIA et al (2007) sur le lait de la région saharienne (344} alors
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gu’ils sont inferieurs a ceux rapportés pour lacégteppique (42,69 g/l). D’autres auteurs
ont avancé des teneurs plus élevées : 36,5 g/akistBn (KHASKHELIetal, 2005) ; 43,87
g/l dans la région de Ouargla (SIBOUKEUR, 2005y ;2454 g/l en Tunisie (ELLOUZE et
KAMOUN, 1989 ; ATTIA etal, 2001 ; SBOUIEetal, 2009) ; 58,59/l en Egypte (KAMAEt

al, 2007).

Les modifications dans les teneurs en $agteont responsables du golt sucré et parfois
amer du lait de chamelle (YAGIL, 1982). Ces vada$ sont trés faibles en fonction de la
saison (HADDADINet al, 2007). Elles dépendent, cependant, de la raceadaimt du stade
de lactation (ELLOUZE et KAMOUN, 1989 ; KAMAlet al, 2007). Car, comme pour le lait
bovin, la teneur en lactose est faible durant Emper jour de lactation puis elle augmente
jusqu'a se stabiliser & partir d&jour (KAMAL etal, 2007).

Enfin, notons que des études comparatives en caurda tolérance au lactose de
certains sujets, ont montré que le lait cameliais@tus digeste et plus apte a étre métabolisé
par les sujets sensibles (CARDOSCal, 2010).

3.1.5. Teneur en vitamine C

Les teneurs en vitamine C des échantilleh®t E3 sont proches (41,29 et 43,46 mg/l),
alors que celle de E2 (48,09 mg/l) est la plusédele taux moyen de cette vitamine dans le
lait camelin (44,28 mg/l) s’éleve a 2 fois la valewesurée pour le lait de vache (20,26 mg/l).

Les résultats de cette étude sont concoalat ceux cités dans la littérature : 41,4 mg/l
(SIBOUKEUR, 2005) ; 46 mg/l (SHAMSIA, 2009) ; 58i2g/| (BAIDAR KHAN et IQBAL,
2001) ; 48 a 256 mg/l (KONUSPAYEVAL al,2009b).

Toutefois, certains auteurs ont enregidgé taux plus faibles : 24,9 mg/l (MEHAIA,
1994) ; 3 a4 36 mg/l (ZHANGtal, 2005) ; 37,4 mg/l (FARAHet al,1992).

Les concentrations en vitamine C varienff@rction de la race animale, du stade de
lactation ou elles augmentent aprés 180 jours atatian (MOHAMED, 2002). STAHLet al
(2006) ont rapporté que la teneur en cette vitaragielus faible dans le colostrum que dans
le lait de chamelle (35,6 mg/l et 52,5 mg/l resperhent), mais reste 3 fois supérieure a celle
du lait de vache (10,5 mg/l), ce qui constitue wppsement pour le chamelon qui ne
synthétise cette vitamine qu’aprés f&%mois.

MOHAMED (2002) a observé que les taux etmmine C sont plus élevés chez les
femelles multipares. Cet auteur a également rapppre la synthese de cette vitamine est
réduite en cas de stress causé par les maladigs ffil chez des chamelles atteintes de
mammites alors qu’il est de 47,4 mg/l chez des dtlassaines).

Le contenu élevé en vitamine C dans ledaithamelle est d’'un grand intérét pour les
populations du désert.

3.1.6. Teneur en protéines totales

L’analyse des résultats figurant dans le tabledy f@ontre que les teneurs en protéines
sont relativement similaires entre les trois 188,66 ; 29,66 et 31,83 g/l pour E1 ; E2 et E3
respectivement). De méme, cette teneur ne révedeupa grande différence avec celle
enregistrée pour le lait de vache (29,0 g/l).
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Le taux moyen de la matiere protéique ¢otiregistré dans cette étude (30,77 g/l), est
comparable aux résultats rapportés par la biblggea: 29,42 g/l et 29,48 g/l respectivement
pour les échantillons de lait des régions sahaeieeh steppique du pays (ALLOUI-
LOMBARKIA et al,2007) ; 30,72 g/l (ATTIAetal, 2001); 30,8 et 33,1 g/l (WANGOH,
1997); 33,0 g/l (KAMAL et al, 2007); 34,6 g/l (SHAMSIA, 2009) et 35,6 g/l
(SIBOUKEUR, 2005).

Par ailleurs, des valeurs plus faibles été avancées: 22,26 g/l (ELLOUZE et
KAMOUN, 1989) ; 25,4 g/l (KHASKHELIet al, 2005) ; 28,0 g/l (ELAMINE et WILCOX,
1992). D’autres auteurs ont évoqué des teneussipiportantes: 42 g/l (HADDADINt al,
2007) ; 53 g/l (MEHAIAetal, 1995).

Les variations dans les teneurs en prasédans le lait de chamelle suivent la méme
tendance que celles de l'extrait sec total et laier& grasse, mais elles sont moins
prononcees.

Ces variations sont attribuées a la saiaanstade de lactation et au nombre de mises
bas. HADDADIN et al (2007) et WANGOH (1997) ont observé que le taugtgque
augmente en saison pluviale, alors que ZELEKE (R@hoté un taux élevé en période
séche. Les taux les plus élevés sont notés en digblactation (KAMALet al, 2007 ;
ZELEKE, 2007 ; KONUSPAYEVAet al, 2009). Quant a ZELEKE (2007), il a observé un
taux important en protéines aprés la troisiemeupéidn.

Tableau X : Répartition de la fraction protéique (g/l) des échatillons de lait étudiés.

Parametres Lait de chamelle Lait de vache
E, E, Es local

PT 30,66 + 0,57 29,66 + 1,15 31,83 £1,15 | 29,00 £ 0,55

PS 8,42* £ 0,03 6,67 £ 0,58 7,00 £0,10 4,42 + 0,03

CN 22,25 + 0,56 23,00 £1,73 24,83 +1,24 | 24,40+0,79

PT : protéines totales ; PS : protéines sériq@s ; caséines

3.1.7. Teneur en protéines sériques

La teneur en protéinsériques des échantillons E2 et E3 sont proch63% €,7,00 g/l)
(tableau X), tandis gu’elle est plus élevée pou(&42 g/l). Ces protéines présentent un taux
moyen de 25 % des protéines totales qui est swpé&ieelui mesuré pour le lait de vache
(15%) (tableau XI).

Ces résultats auxquels nous sommes parveonis conformes a ceux obtenus par
SIBOUKEUR (2005) (7,5 g/l) ; ATTlAetal (2001) (7,55 g/l). Un taux légérement supérieur
est noté par ALLOUI-LOMBARKIA et al (2007) (8,4 g/l). Alors que HADDADINet al
(2007), ont signalé le taux le plus faible (4,3.9/l
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Ce taux important en protéines sériqueadicamelin est d’un grand intérét du fait que
c’est dans cette fraction qu’on retrouve des fastamtibactériens particulierement puissants
(lysozyme, lactoferrine et les immunoglobulines) A&&AMY, 2000).

Tableau XI : Taux moyens des différentes fractions protéiqueslans les échantillons
de lait étudiés.

Parametres Lait de (%) Lait de vache (%)
chamelle local
étudié
PS 7,36 £ 0,93 25 4,41 £ 0,02 15
CN 23,36 + 1,27 75 24,40 £ 0,79 85

PT : protéines totales ; PS : protéines sériq@ ; caséines

3.1.8. Teneur en caséines

Les teneurs en caseéines des échantillongitdée chamelle analysés sont relativement
proches. Le taux moyen enregistré est de 23,36 (fbleau X). Ce taux est légérement
inferieur a celui noté pour le lait de vache (24g4D.

Des teneurs similaires ont été évoquéeKptkSKHELI et al (2005) (22,1 g/l) et par
ATTIA et al (2001)(20,60 g/l).

Toutefois, certains auteurs ont rapporte @meurs inferieures : 19,7 g/l (KAMOUN,
1995) ; 19,8 g/l (HADDADINet al, 2007) ; 19,8 et 21,3 g/l (ALLOUI-LOMBARKIAet al,
2007). SIBOUKEUR (2005) a signalé un taux impori@&, 15 g/l).

Il est admis que, comparativement au lawii, le lait de dromadaire est pauvre en
caséines, protéines responsables de la consigdanadt coagulé et son équilibre minéral, ce
qui amplifie son inaptitude a la coagulation (KAME1995)

En plus, de l'effet saison qui constitue actéur déterminant dans la variation de la
composition physico-chimique du lait de chamelles Ivariations enregistrées refletent
également, des différences de race, de stade twida¢c d’échantillonnage ainsi que des
méthodes analytiques utilisées.

3.2. Isolement et caractérisation électropinétique des protéines sériques totales

L’analyse du profil électrophorétique obtenu en HAGative (figure 13) montre une
grande similitude et homogénéité entre les troihagtllons de lait étudiés. Sur
I'électrophoregramme figurent cinq bandes prin@pdA, B, C, D et E).

Dans le cas du lait bovin, les protéinagjsés migrent également en cing bandes. En
s’appuyant sur des données bibliographiques, naus/gms les distinguer selon I'ordre
croissant de leurs mobilités : Igs < BSAta <p-Lg.

Les Igs ont une mobilité tres faible, veerl PM tres élevé qui ne leur permet pas de
migrer plus loin. Une bande bien focalisée conatitda BSA, suivie de d-La, et enfin 2
autres bandes intenses correspondent aux 2 vagiamésiques de Ig:Lg.
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Dans le cas du lait camelin, la bande d@)tres faible intensité se trouvant au méme
niveau que les Igs bovins pourrait correspondreuaslhomologues camelins. La bande (B)
intense et qui migre au méme niveau que la BSArpdworrespondre a cette protéine dans
le lait de dromadaire (CSA). Quant a la bande €@ désigne bi-La cameline. Celle -ci se
situe au méme niveau que la protéine bovine. Lex d@andes (C) et (E) qui n'ont pas
d’homologues bovins, pourraient correspondre aubants génétiques deoFLa cameline. En
effet, plusieurs travaux (CONEL al, 1985 ; BECGetal, 1985 ; OCHIRKHUYAGet al, 1998)
ont fait état de la présence de deux formes gfuedide ki-La cameline. Ces deux variants
différent dans leur pHi (estimés a 5,1 et 5,3 p@NCI et al (1985) et dans leurs séquences
N-terminales (OCHIRKHUYAGet al, 1998). Trois variants ont été détectés dansiteléa
Lama par CANTISANIet al (1990), ce qui montre la variabilité génétiqueceée protéine
dans la famille des Camelidae.

Notons que, ces mémes entités protéiquésunes du lait camelin ont été détectées et
identifiees par électrophorése sur gel de polyaonide par FARAH (1986) ;
OCHIRKHUYAG et al (1998) et LEVIEUXetal (2006).

Nous notons également I'absence de la baAnd®logue a I$-Lg bovine, rejoignant
ainsi les résultats publiés par plusieurs auteBARAH, 1986 ; OCHIRKHUYAG et al,
1998 ; MERIN et al 2001 ; FARAH et al, 2004). YOUCEFet al (2009), & partir de
techniques immunologiques, ont noté aussi I'abseleceette protéine dans les échantillons
de lait issus de dromadaires algériens.

En PAGE-SDS, les profils électrophorétiqabtenus (figure 14), révelent la présence de
bandes bien focalisées, d'intensités variables.baades sont notées (de | a Xl) selon I'ordre
de leur migration croissante. La distribution ds t@ndes est légerement hétérogene. On
remarque que les bandes I, Il, 11l et VII sont conm@s pour les 3 échantillons, La bande VI
se trouve dans E2 et E3, alors que la bande Varee@rise que I'échantillon E2.

Les MM des entités protéiques détectées estimées par une courbe de calibration du
gel par le moyen de protéines standards, avecatauiade corrélation de 0,941 (figure 11).
Ces MM sont rapportées dans le tableau (XII).

La PAGE-SDS des protéines sériques du&anache révele 6 bandes dénommeées |, I,
I, V, IX et XI selon leurs mobilités croissantes.

Les bandes (1), (1), (1ll), (V) sont tréises avec des MM de 71,6 ; 67,9 ; 61,37 et 45,08
kDa, respectivement. Alors que les bandes (IX)X& gont trés intenses, la bande (IX) avec
une MM de 17,9 kDa caractériseflaLg. la bande (XI) migre au méme niveau quela
alors que sa MM est estimée a 12,5 kDa qui estitfésieure a la MM de ti-La bovine
rapportée généralement par la bibliographie (14)kDapendant, cette valeur concorde avec
les résultats de ZHAN@tal (2005) qui ont estimé la MM de cette protéine 2 KDa.

L’examen du profil électrophorétique caractéristed échantillons de lait camelin
étudiés, révele que les 3 bandes communes aux @tdldns (1, 1I, VII) qui sont tres
intenses.

La bande (VII) de 14,5 kDa correspondrdittaLa cameline. La MM de cette protéine
déterminée dans cette étude, est similaire a Elgortée par BE@tal (1985) (14,6 kDa).

44



Résultats et discussit

LV LC1 LC 2 LC 3

IgS et ——— — - - -

PP3 —
A

BSA —

j B

C

a La D @
E

BLg

Figure 13: Profil électrophoretique des protéines du lactosérum en PAC-native (T=
12% ; C=2.9% ; pH 8.9); LV : lait de vache ; LC1, LC2 et LC3: échantillons de lait
de chamelle collectés.
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Figure 14 : Profil électrophorétique des protéines du lactosérum en PAC-SDS ; gel

de séparation (T= 15.4%; C=2.9% ; pH 8.9); gel de concentration (T= 4% ; C= 2.7

% ; pH 6.8) ; LV : lait de vache ; LC1, LC2 et LC3: échantillons de lait de chamelle
collecté: ; M : protéines étalons.
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Tableau Xll: Comparaison des MM des protéines ségues camelines et bovines
mesurées (kDa) en PAGE-SDS avec les MM rapportéearts la bibliographie.

Lait de chamelle Lait de vache
Protéines
seriques | Presente .y | oy | (3) | (4) | (5) | Présente| (6) | (7)
étude ,
étude
a-La 14,5 14,6 14 nd nd nd 12,5 11,2 14,4
SA 67,9 nd 66 69,6 66 70 67,9 65,4 69
B-Lg - nd nd nd nd nd 17,9 nd 18
Lf 71,6 nd nd 79,5 nd nd 71,6 76,9 nd

(1) : BEGet al(1985) ; (2) : FARAH (1986) ; (3) : ELAGAMY (1996 (4) : MERINet al (2001) ;
(5) : LEVIEUX et al (2006) ; (6) : ZHANGet al (2005) ; (7) : PATYet al(2003) ; nd : non déterminé.

Les 2 bandes (I et 1l) sont contiglies &t tntenses. Leurs MM respectives sont évaluées
a 71,6 et 67,9 kDa. Selon les données bibliograjgsigces bandes correspondraient a la
lactoferrine (71,6 kDa) et a I'albumine sérique eéire (67,9 kDa).

La CSA et la BSA migrent au méme niveawrkeMM sont trés proches. La MM de la
CSA déterminée dans la présente étude est prochellderapportée par ELAGAMY (1996)
(69,6 kDa), mais elle est supérieure a celle avaruar FARAH (1986) ; MERINt al (2001)
et par EREIFE&tal (2011) a savoir 66 kDa.

Quant a la lactoferrine, elle est préselates le lait camelin en quantités détectables (EL
HATMI et al, 2007 ; KONUSPAYEVAet al, 2008). En PAGE- SDS elle migre avec la CSA
en bandes trés contigies (ZHANBal, 2005 ; EL HATMl et al, 2006a ; 2006b). Dans les
échantillons analysés, le PM de cette protéinestsné a 71 600. Il est relativement inferieur
aux PM rapportés par différents auteurs (75 20@nseKAPPELER et al (1999a) ;

79 500 selon ELAGAMY (1996) et 80 000 selon EREIEEal (2011)).

Comme revélé en PAGE native, aucune bamaeologue a la3-Lg bovine n'a été
détectée dans les échantillons analysés. L’absncette protéine semble étre une spécificité
au lait camelin (FARAH, 1986 ; OCHIRKHUYAGt al, 1998 ; MERIN et al, 2001 ;
LEVIEUX etal, 2006 ; EL HATMIletal, 2006a ; YOUCEet al, 2009).

En plus de ces bandes identifiées par caoargman aux données bibliographiques, nous
notons la présence de 4 bandes tres fines de Ridatés évalués a : 28 370 ; 30 000 ; 50 000
et 61 370 dont la nature reste a déterminer.ittérdture a fait état de présence d’entités
protéigues inconnues de MM trés variables selonal#surs. Dans ce contexte, FARAH
(1986) a détecté par PAGE-SDS deux protéines ad 23 kDa, en plus de la CSA et de I’
La. De méme, MERINtal (2001) ont révélé la présence de 3 bandes incamhei@3, 32 et
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43 kDa. De leur coté, EREIFElal (2011) ont détecté plusieurs bandes de PM diftérgi®
000, 11 400, 11 800, 16 300, 17 000, 18 000, 29e2@® 500) sur des échantillons de lait de
chamelle en Jordanie.

Il faut aussi signaler que les MM des chailourdes et Iégéres des IgG1l sont estimées
par ELAGAMY (1996) a 28,5 et 60 kDa, ce qui semtxerespondre aux MM des bandes
signalées plus haut.

3.3. Isolement des séroprotéines par chromographie

Vu le grand intérét que présentent les protéinelactosérum sur le plan fonctionnel et
biologique, la mise en ceuvre de méthodes facilgseetcouteuses pour leur isolement et
purification est toujours un objectif analytiquei guiscite de l'intérét. Pour cela, plusieurs
protocoles d’isolement ont été développés initi@emsur les protéines seériques bovines
avant d’étre appliqués sur d’autres laits de diifées especes.

A coOté des méthodes de fractionnement igiass utilisant le plus souvent la
précipitation des protéines par les sels qui absaiit généralement a des niveaux de pureté
faibles, les méthodes chromatographiques sont imd&guées pour lisolement et la
purification des protéines que ce soit en bassk lvaute pression.

Dans ce cadre, nous avons essayé de fraetides protéines sériques camelines en une
seule étape en utilisant la chromatographie de @ation sur Sephacryl S200. Aprés
plusieurs essais d’optimisation des parametresparation, les séroprotéines camelines ont
éte éluées comme indiqué dans le chromatogramignar€fil5-A) en trois pics notés I, 1l et
[l

Le contrdle électrophorétique (figure 1548hplisé sur ces fractions a montré que la
fraction (1), correspondrait principalement aux &gés avec des traces de CSA. La fraction
(I) correspond a la CSA. Et enfin, la fractionidontiendrait lo-La avec ses deux variants.

Il ressort de ces résultats que le proadeléséparation utilisé est intéressant sur les
séroprotéines camelines, du fait qu’il permet déolot en une seule étape les deux variants de
I'a-La avec un haut degré de pureté.

Plus généralement, cette chromatographé¢eautilisée de facon avantageuse pour le
fractionnement des protéines sériqgues du lait desiglirs especes. Ainsi, FELIPE et
ANDREW (1997) ont appliqué le Superdex en FPLC m@parer les séroprotéines du lait de
vache, de brebis et de chévre aboutissant a unédre séparation defleLg et de lo-La.
YOSHIDA (1990), en utilisant le Sephacryl S200,emu 5 pics principaux sur le lait bovin
qui ont été par la suite purifiés par d’autres rodds. NEYESTANEtal (2003) de leur c6té,
ont utilisé le Sephadex G50 pour l'isolement dela bovine aprés avoir précipité les
globulines au sulfate d’ammonium a un seuil de 50%

Sur le lait camelin, BE@t al (1984 ; 1985) ; EL-HATMIet al (2006) ainsi que
KONUSPAYEVA et al (2008) ont utilisé la permeation sur le Sephad&®@/ G200 pour
séparer certaines protéines sériques.

Le protocole utilisé dans cette étude iagdressant, cependant, la séparation des
protéines sériques avec une pureté plus élevéesempm recoure a d'autres méthodes
chromatographiques plus fines (chromatograpraéidité, HPLC...).
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Figure 15 : Chromatographie de permeation des protéines sériqueamelines sui
Sephacryl S200 Colonne (1,5 x 30 crr ; Tampon Tris-HCI 0,05 M, pH 6,¢; 0,2 M
NaCl ; Dépobt 20 mg de protéine ; Débit d’élution : 28 ml/h.

A : chromatogramme obtent ; B : image en électrophorése PAGHative des fractions
éluées (1 ; 1l et IlI).
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3.4. Dénaturationthermique des protéines sérique

La connaissance de l'effet du traitement thermisuelesprotéinessériques est d'une
importance considérabl@our la compréhensiondes changements dans Ipropriétés
biologiques et fonctionnelles du lait qui apparamsdurant Is processus technologiq
(LEVIEUX et al, 2006§. Ce:« modificationsont été largement étudiées sur les proté
sériques du lait de vachalpors que tres ped’études ont étéonsacrées aux séroproteines
lait de chamelle.

3.4.1.Sensibilité au chauffage des protéines sériques ads
3.4.1.1. Taux de dénaturation thermiqu

Comme il apparait sur la figurel6), les effets de lahermodénaturatic sont
proportionnels a I'élévatiordu temps et de la températude chauffage. Lesprotéines
sériquegu lait de vache montrent des pourcentagesénaturation les pluélevées.

A 60°C/30 mn, un faibltaux de dénaturation (environ 16,2)ést noté pour le lait de
vache Alors gqu’il est plus important dans lait de chamelle (36,06%).

A 80°C pendant lméme¢ durée, nous observons que plus de la moitié (em@t80%)
des séroprotéindmvines sondénaturéesDans le lait de chamelle ce taux est d%.

La déaturation thermique des protéines sériques caelintendance a progres
lentement. Alors qu’elle est plus prononcée danaitele vache

100 ~

80 -

60 -

mLC
mLv

% de dénaturation

60 70 80 90 95

température (°C) de chauffage pendant 30 min

Figure 16 : Représentation destaux de dénaturation des protéines sériques apre
traitement thermique a : (1) 60°C ; (2) 70°C ; (3) 80°C ; (4) 90°C {5) 95°C pendant
30min. LC : lait de chamelle ; LV : lait de vache.
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A 90 et 95°C pendant 30 minutes, les taula dénaturationhermique mesurés dans
lait de dromadairesont de 54,40 et 63,78%espectivementDans le let de vache, la
dénaturation des protéinest estimée dans ces conditi@ 70,00 et 86,27¢ respectivement
(figure 20).

La sensibilité au chauffage des protéiisériquess’explique selon (JENES$1954 ;
PARRISet al, 1991; OLDFIELD et al,1998) par la présence deffd.g. La fonction thiol de
cette protéineest activée par le chauffageréagit avec d’autreprotéine par formation de
complexes, tel que le complef-Lg-a-La. L'absence de cettprotéine dans le lait de
chamelle expliguerait en partie la stabilité séroprotéines sériqudans ce lait.

Les résultats des taux de dénaturation de la peesEtnde se rapprochent de c
rapportés parFARAH (1986 ; AL SALEH (1996) ; WANGOH (1997) et WERNER et al
(2003).

3.4.1.2. Comportement électrophorétiqu

Comme signal@récédemme par FARAH (1986) et ELAGAMY (1996le chauffage
des échantillongle lait & 60°C pendant 30 minutes n’apporte auchangerent dans les
profils électrophorétiquedigure 17).

LV LC

O

©

Figure 17 :Electrophoregramme en PAGE-native (T= 12%; C=2.9% ; pH 8.9) des
protéines sériques camelines et bovines aprés diféts traitements thermiques. LV :
lait de vache ; LC :lait de chamelle; 1 : lait cru ; 2, 3 et 4: chauffages a 60°C, 70°C ¢

80°C/30 min respectivement.
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L’élévation des températures de chauffagé &t 80°C pendant 30 minutes, montre un
changement net dans le comportement de ces proténe l'intensité des bandes
caractéristiques a tendance a baisser. Ceci dsusulans le cas du lait de vache (surtout a
80°C/30 minutes).

Dans ces conditions, nous notons la digparde la bande caractéristique de I'albumine
sérique bovine. Cependant, cette bande n’est pastéd par ce traitement thermique dans le
lait camelin. Il apparait clairement que la CSAistesa un traitement thermique plus poussé.

Ces essais ainsi que les conclusions de AFAR1986) ; ELAGAMY (2000) et
LEVIEUX et al (2006), indiquent que la dénaturation de cettdéome survient apres un
traitement thermique de 90°C/30 minutes.

L'a-La cameline montre une thermostabilité importai@ette protéine résiste a un
traitement au dela de 95°C/30 minutes (figure @)ant a son homologue dans le lait bovin,
elle est dénaturée aprés un chauffage de 90°C/@0tesi (figure 18). Cependant, L al
(2010) ont signalé, que cette protéine bovine t&sds un traitement plus poussé. Cette
thermostabilité de dé-La est expliquée selon CAYOT et LORIENT (1998) fzaréversibilité
de sa dénaturation. Ces auteurs ont observé quiagian chauffage de 65°C, un taux de 80
a 90% de cette protéine revient a sa structurgendtine dénaturation irréversible est obtenue
apres un chauffage de 100°C/10 minutes.

La résistance au traitement thermique delL& cameline a été rapportée par
WERNERY et al (2003) et LEVIEUXet al (2006).

En plus de ces observations, nous décaloits au chauffage du lait de chamelle deux
bandes électrophorétiques de trés faible interiBgare 19-B). Les masses moléculaires de
ces entités protéiques sont estimées a 44 500 di0A5Da. Ces bandes pourraient
correspondre a des complexes protéiques résuttardsauffage (JOVANOVIE@t al,2007).

3.4.2 Sensibilité au chauffage des protéose peptsne

La thermosensibilité des protéose-peptanésé testée en effectuant des chauffages a
des températures extrémes : 90 et 95°C pendarz016f 30 minutes. Dans ces conditions,
seule cette fraction du lactosérum qui reste selubl

Il apparait clairement sur les diagrammesPAGE-SDS (figures 18 et 19), que cette
fraction protéique résiste a un chauffage de 95 CG@Mnutes dans les deux laits bovin et
camelin.

Le composant-3 dans cette fraction préskntdus grande stabilité thermique dans les
deux laits étudiés.

En poussant le chauffage de 95°C pendant 40, 60 etinutes (figure 23), nous avons
observé une diminution progressive de l'intenséé dandes caractérisant les PPT. Ce constat
est d’autant plus prononcé sur le lait de chanagileés un traitement de 95°C/60 minutes.
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BSA
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T 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figure 18 : Hectrophorégrammes des protéines sériques bovinepras traitement
thermique.
A : PAGE native (T=12% ; C=2.9% ; pH 8.9) ;
B : PAGE-SDS; gel de séparation (T= 15.49; C=2.9%; pH 8.9) ; gel de
concentration (T=4%; C=2.7 % ; pH 6.8) ;
T : lait de vache cru; 1, 2, : chauffages & 90°C /10, 20 et 30 miespectivemen ; 4,
5,6, 7,8 et 9: chuffages a 95°C/ 10, 20, 30, 35, 40 et 4in respectivemen
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Figure 19 : Hectrophoregrammes des protéines sériques camelinaprés traitement
thermique.
A : PAGE native (T=12%; C=2.9% ; pH 8.9) ;
B : PAGE-SDS; gel de séparation (T= 15.4%9 ; C=2.9% ; pH 8.9) ; gel de
concentration (T=4%; C=2.7 % ; pH 6.8) ;
T : lait de chamelle cru; 1, 2, 2 : chauffages a 90°C /10, 20 et 30 mrespectivemen ; 4,
5, 6, 7, 8 et 9 chauffages a 95°C/ 10, 20, 30, 35, 40 et 4in respectivement
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Figure 20 : Représentation destaux de dénaturation des protéines sériques apre
traitements thermiques a :
(1) 90°C/10 ; (2) 90°C/20 (3) 90°C/30 ; (4) 95°C/10; (5) 95°C/20(6) 95°C/30min.

3.5.1solement et caractérisation électrophorétique degrotéose-peptones
3.5.1. Protocole d’isolemer

A lissue des résultatde la €naturation thermique des protéirssique, nous avons
essayeé de caractériser [@®téos-peptones totales du lait camelin. Le protocole &&lppur
cela est celui ABAQUET et ALAIS (198) appliqué sur le lait de vache et repris par M,
et al (1991)sur le lait de chévre et de brek

Ce protocole repose sursélectiondes PPT par chauffage a 95°C/30 minutes. Les
sont isolés par précipitaticau sulfae d’ammonium et au TCA. Dees essais, il ressort que
sulfate d’ammonium a 70%récipite la totalité des PPT contenus dansuenagean

A 50% de saturation, la presque totalité des Iprécipite mais certainsésidus sont
observés dans le surnageant de centrifuc.

Le traitement duméme¢ STC au TCA a différentes concentrations about
I'insolublisation de la totalité des composants BEsa partir de 6% de TCA (PN

Selon MATI (1992), les PPT dlait bovin et caprin précipitergu sulfate d’ammoniur
au seuil de 50% de saturation et au TCA a :

Le profil électrophorétiqu en PAGE native de la fraction PPT du lait de chéan
obtenu par l'action du TCA a 12% en concentratioalé ressemble celui obtenu avec ¢
(NH4)2SO4 a 70 et a 50%.
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PP8S [
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Figure 21 : Effet du sulfate d’'ammonium (A) et du TCA (B) a différentes
concentrationssur la précipitation des protéose peptones totalehi lait de chamelle,
profils électrophoretiquesdes différentes préparationobtenues en PAGE native (T

12%, pH 8, 9).

De ces essais, nous concluons que le protocoleolelient des PPT p
thermocoagulation appliqué sur le lait de vache@RET et ALAIS, 1982), ainsi que sur
lait de chévre (MATI, 1992)eut étre appliqué avec succes sur le lait de char

3.5.2. Caractérisation électrophorétiqu

Les profilsélectrophorétique des PPT du lait de chamelle et du lait de vache
caractérisépar I'apparition de plusieurs bandes d’intensdifférentes En seréférant aux
données bibliographiques, nous avons essayé @e kticomposants majeurs (PPT.

Dans le lait bovin, nous distinguc: le PP3 sous forme d’'une bal intense et de tres
faible mobilité. Le doubletentral est assimilé au PP5 alors que « S» et PP8 F » ont les
mobilités les plus élevées.
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Figure 22 : Profils électrophorétiquesen PAGE native des PP du lait de chamel
1: PP du lait de vache, précipités au TCA 12¢; 2 : PP du lait de chamelle précipités atL
(NHJ,)2 SO, 70%; 3 : PP du lait de chamelle précipités au TCA 12¢

Confrontant ce schéma électrophorétique au pobfitnu pour les PPT du lait came
nous observons une ressemblance dans les profédsusbpour les deux laits. Nous notc
cependant, une différence dans les niveaux de timgraet lintensité des Indes
électrophorétiques. Les composants de la fractiodPeline sont Iégérement plus mok
gue leurs homologues du lait bovin. Le PP3 se raam@fpar une bande trés intense. C
intensité est corrélée a I'abondance de cette ippt#ans le laitamelin.Selon KAPPELER
et al (1999h), la concentration du PP3 dans le lait de chanesiteestimée & 900 mg/l. le te
de cette protéindans le lait bovin est de 300 m

Malgré qu'il y'a trépeu détudes qui ont été consacrées ptptéos-peptones dans le
lait camelin, SMAIL (2002 montréque le PP5 et PP&nt comme leurs analogues bo\
libéréssuite a I’hydrolyse de IB-CN cameline.

Les conclusions de BAEet al(1994), ont montré que I'activité de la plasminelaup-
CN du lait de chamelle esemblabl & celle notée dans le lait de vache. KAPPElet al
(1998) ont séquencé lrCN camelin, etont rapporté 64% d’homologstructurale avec la
protéine bovine. De cela, le$me sites d’action de la plasmine sont identiidans les deux
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Figure 23: Profils électrophorétiques des protéose peptones tes (PPT) el
PAGE native (T=12%; C=2.9% ; pH 8.9) ;
2, 3,4, 5 PP du lait de vache isolés apres traitement a 96f 3C-40-5060 min ; 6, 7, 8,
9 : PP du laitde chamelle isolés aprés traitement & 95°C/ -40-5060 mrin ; B: bovin.

Structuresavec deux substitutions (1?° et His®® dans le lait bovin sont remplacés par*

et Arg%’ dans le lait camelinfigure 25).

Les MM de la fraction PPT sorévaluées en PAGE-SD@gure Zz4). Dans le lait
bovin comme dans le lait ovin, les PP migrent eatigubandes principales nommées
(IV), (vll) et (IX).

Dans le lait de vache, La bande (I) 000 Da) pourrait étre attribuée au Fbovin.
Lesautres bandes de MM respecti: 17 900, 13 180 et 10 710 Dagrrespondraient x
PP5, PP8S et PP8Bien que les masses moléculairebtenues dans ce étude ne
concordent pas avec celles rapportées par PACet al (1989).

La fraction PPT dans le lait camelin, se manifgsie un profil électrophorétiqt
similaire a celui noté pour le lait de vache. Ndigtinguons quatre bandes majeures
lll, V et VI) et une bande (VIII) dtrés faible intensité.
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Figure 24 : Rofils électrophorétiques des protéose peptones totales (PFen
PAGE-SDS ; gete séparation (T=15.4% ; C=2.9%; pH 8.9) ; gel de
concentration (T=4%; C=2.7 % ; pH 6.8) ;
1: PPT du lait de brebis; 2, 3, 4: PP du lait de vache isolés aprés traiteant a 95°C/
30-40-50 min ; 6, 7, 8 PP du lait de chamelle isolés aprés traitennt a 95°C/ 3(-40-

50min.

Tableau XIlI : V aleurs des MM des composants de la fraction PP catme et bovine,
estimés par PAGE-SDS (Da) dans la présentétude

MM (Da) de la Présente étud Données bibliographique
Bandes LV LC fractions MM (Da) référence
I 30 000 - LV PP5 11500 e | PAQUET et
14 30( al (1989)
Il - 23 00( PP8S 990(
M - 19 80( PP8F 3300 et 410
v 17 900 - PP3 28000 e
18 00(
\ - 16 15( LC PP3 15 00( BEG et al
(1987)
VI - 13 85( 15700 KAPPELER
(variant A} | et al (1999)
VI 13 180 - 13800
(variant B
VI - 11 87( 22 50( GIRARDET
X - 10 71C et al (2000)
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NH.-Arg-Glu-Lys-Glu-Glu-Phe-Lys-Thr-Ala-Gly-Glu-Ala-Le-Glu-Ser-lle-Ser -Ser -Ser -Glu-
Glu-Ser-lle-Thr-His-lle-Asnkys?®-GIn?*-Lys-lle-Glu-Lys-Phe-Lys-lle-Glu-Glu-GIn-GIn-GIn-
Thr-Glu-Asp-Glu-GIn-GIn-Asp-Lys-lle-Tyr-Thr-Phe-Pi@In-Pro-GIn-Ser-Leu-Val-Tyr-Ser-
His-Thr-Glu-Pro-lle-Pro-Tyr-Pro-lle-Leu-Pro-GIn-AdpPhe-Leu-Pro-Pro-Leu-GIn-Pro-Ala-Valt
Met-Val-Pro-Phe-Leu-GlIn-Pro-Lys-Val-Met-Asp-Val-Rtgys-Thr-Lys-Glu-Thr-lle-1le-Pro-
Lys'%Arg 9% Lys*®® Glu'%-Met-Pro-Leu-Leu-GIn-Ser-Pro-Val-Val-Pro-Phe-Thru&Ber-GlIn-
Ser-Leu-Thr-Leu-Thr-Asp-Leu-GIn-Asn-Leu-His-Leu-Pteu-Pro-Leu-Leu-GIn-Ser-Leu-Met-
Tyr-Gln-lle-Pro-GlIn-Pro-Val-Pro-GIn-Thr-Pro-Met-HBro-Pro-GIn-Ser-Leu-Leu-Ser-Leu-Ser
GIn-Phe-Lys-Val-Leu-Pro-Val-Pro-GIn-GIn-Met-Val-Rigyr-Pro-Gin-Arg-Ala-Met-Pro-Val-
GlIn-Ala-Val-Leu-Pro-Phe-GIn-Glu-Pro-Val-Pro-Asp-Pv@al-Arg-Gly-Leu-His-Pro-Val-Pro-
GIn-Pro-Leu-Val-Pro-Val-lle-Ala-COOH

A

NH,-Arg-Glu-Leu-Glu-Glu-Leu-Asn-Val-Pro-Gly-Glu-lle-MeGlu-Ser -Leu-Ser-Ser -Ser -
GIu-GIu—Ser-IIe-Thr-Arg-IIe-Asri;yszi-Lyszg-IIe-GIu-Lys-Phe-GIn-SéFGIu-GIu-GIn-GIn-GIn-
Thr-Glu-Asp-Glu-Leu-GIn-Asp-Lys-lle-His-Pro-Phe-Afaln-Thr-GIn-Ser-Leu-Val-Tyr-Pro-
Phe-Pro-Gly-Pro-lle-his-Asn-Ser-Leu-Pro-GIn-AsmReo-Pro-Leu-Thr-GIn-Thr-Pro-Val-Val-
Val-Pro-Pro-Phe-Leu-GIn-Pro-Glu-Val-Met-Gly-Val-Skys-Val-Lys-Glu-Ala-Met-Ala-Pro-
LyleiHisl%-LyleiGlu108—Met-Pro-Phe-Pro-Lys-Tyr-Pro-VaI-GIn-Pro-Phe-Tyr-GBer-GIn-
Ser-Leu-Thr-Leu-Thr-Asp-Val-Glu-Asn-Leu-His-Leu-PRyo-Leu-Leu-Leu-GIn-Ser-Trp-Met-
His-GIn-Pro-His-GIn-Pro-Leu-Pro-Pro-Thr-Val-Met-RReo-Pro-GIn-Ser-Val-Leu-Ser-Leu-Se
GIn-Ser-Lys-Val-Leu-Pro-Val-Pro-Glu-Lys-Ala-Val-Pfbyr-Pro-GIn-Arg-Asp-Met-Pro-lle-
GIn-Ala-Phe-Leu-Leu-Tyr-GIn-GIn-Pro-Val-Leu-Gly-Pial-Arg-Gly-Pro-Phe-Pro-lle-1le-Val-
COOH
B

Figure 25: Structures primaires de la caséing du lait de chamelle et du lait de vache.
A : B-CN cameline (KAPPELERet al,1998) ; B :p-CN Albovine (PAQUET, 1989).
Les étoiles indiquent les sites de phosphorylatiorssir les résidus Ser. Les fleches
indiquent les sites de coupure de la plasmirf2CN bovine. En gras et souligné, des sites
similaires sur lap-CN cameline.
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Leurs masses moléculaires respectives :s@8t000, 19 800, 16 150, 13 850 et
11 870 Da. Ces MM se rapprochent de celles enrégstans le lait bovin.

La bande (Il) (23 000 Da) correspondraitt3 camelin. Tandis que les bandes V, VI
et VIII, pourraient étre attribuées aux PP5, PEB®P8F.

Par ailleurs, la bande (lIl) (19 800 Dajrespondrait au % variant génétique du PP3.
La variabilité génétigue de ce composant a étéorapp par KAPPLERet al (1999b). Ces
derniers ont estimé les MM de ces deux variants &0 Da pour le variant (A), eta 13 800
Da pour le variant (B). De méme pour EREFEtJal (2011), ces auteurs ont rapporté des
MM de 15 500 et de 12 400 Da pour les deux varidbeépendant, GIRARDEEt al (2000)
ont rapporté une MM de 22 500 Da.

Une grande hétérogénéité est notée poRPI2 bovin. Des MM tres diverses lui sont
attribuées dans plusieurs études, reflétant amsiaractere multimérique de cette protéine
(PAQUET et ALAIS, 1982 ; KANNO, 1989a ; 1989b ; ARDET et al, 1991 ; GIRARDET
et LINDEN, 1996 ; INNOCENTEet al, 1998 ; UENOQet al, 2005). Les mémes observations
ont été notées pour la protéine cameline.

Selon BEGt al (1987), la masse moléculaire du PP3 camelin éisté@s en PAGE SDS
a 15000 Da, alors qu'en chromatographie de peroreagur le Sephadex G100, ce
composant est élué a une masse moléculaire de@BDAOCette diversité s’explique, selon
ces auteurs, par la dimerisation de cette protaifiétat natif. La méme observation a été
rapportée par GIRARDEEt al (2000), qui de leur coté, ont élué le PP3 a urumel
correspondant a une masse moléculaire de 162 kumsiwcolonne de superose 12.
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Conclusion générale

Dans un environnement hostile ou il ya un mangeaul’et ou la température ambiante
est élevée, les chamelles laitieres peuvent produrdait de tres bonne qualité nutritionnelle
tout au long de I'année et en grandes quantitési. davrait rehausser la place qu’'occupe le
dromadaire parmi les especes animales laitiereshddeeusement, cet animal est toujours
marginalisé bien que le lait qu’il produit fait Bget de plusieurs travaux dans le monde qui
mettent a chaque fois en relief ses particularités.

En continuité des travaux déja initiésssoette thématique au laboratoire de Biochimie
Appliquée et Biotechnologies (LABAB) de I'universitle Tizi Ouzou, nous avons tenté dans
cette étude d’élargir le champs d’investigationaltide chamelle produit en Algérie, ou nous
avons ciblé la qualité physico-chimique du laitlecié dans les régions de Biskra, Ouargla et
Ghardaia, et nous avons axé I'étude sur lisolenuss protéines du lactosérum et leur
sensibilité au traitement thermique.

Les essais analytiques réalisés font résspe la composition physico-chimique est
assez homogéne entre les trois régions choisieslaiC&lonne en moyenne une teneur
protéigue de 31,00 g/l ; lactose (33,23 g/l); nratigrasse (39,17 g/l) et vitamine C (44,28
mg/l). Les résultats de ces analyses confirmebblae valeur nutritionnelle de ce lait.

Une fois séparees des caséines a pH K8 jprotéines sériques camelines sont
caractériseées par électrophorese sur gel de pglgaude en conditions natives et en
conditions dénaturantes en présence du SDS Bt thercaptoethanol. Ces techniques nous
ont révélé la présence d’homologues aux protéirggeures du lactosérum bovin, excepté la
B-Lg ou aucun homologue n’a été détecté.

En outre, la variabilité génétique della a été confirmée sur les électrophoréegrammes
des laits analysés, ralliant ainsi la littératune ajfait état de la présence d’un polymorphisme
génétique de cette protéine dans la familleCemelidaes

L’effet du traitement thermique sur lestgines du lactosérum camelin a été étudié ; ces
dernieres, comparativement, aux séroprotéines bs\sont plus résistantes a la dénaturation
thermique, ou de faibles taux de dénaturation odte@iregistrés dans toute la gamme de
température testée. Suivie par PAGE, la thermdeggie des protéines sériques camelines
évolue dans le sens : PP3-ta > CSA.

L’isolement de la fraction protéose pepwtotale par thermocoagulation, a permis de
détecter par électrophorése des homologues canaiinentités majeures bovines telles que
le PP3 qui est tres abondant dans le lait étudisi gue le PP5 qui est généré suite a
I'hydrolyse de Ig8-CN, ce qui suggere des homologies structuralee ¢éf-CN cameline et
bovine.

Les essais de fractionnement et séparadies protéines sériques majeures en une seule
étape par chromatographie de permeation sur ggedhacryl S200, ont aboutit a I'isolement
de I’ a-La avec des degrés de pureté trés satisfaisants.

61



Conclusion

pY

Ce travail exploratoire de base nous énains des études futures & mener des
investigations plus approfondies pour compléter répondre aux différents points qui
demeurent insuffisamment élucidés.

Dans ce cadre et concernant la qualité&ipbychimique du lait de chamelle produit en
Algérie, des investigations plus étendues doivérg genées sur un plus grand nombre de
régions ou I'élevage camelin est implanté, et sueffectif plus important.

Le recours a des techniques de séparatod’identification plus fines (HPLC,
séquencage des protéines...) permettant une idatitic complete des bandes protéiques
obtenues et confirmer, ainsi la spécificité audaiinelin de certaines protéines et la variabilité
génétique des autres.

De méme, pour la fraction des protéosdegregs camelines, I'étude de l'origine des
différents composants de cette fraction doit étené@e en hydrolysant la caséjhest en
identifiant les différents fragments issus de sgurdlyse, tout en mettant I'accent sur
I'isolement du PP3 et I'étude de ses différentdsvi€s biologiques qui ont été largement
menées sur son homologue bovin.
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ANNEXES

Annexe 01 :systématique @s camelidés et distribution géographiqualesespéces C.
dromedarius et C. bactrianus dans le monde.

Regne :Animal
Embranchement : Vertébrés
Classe :Mammiferes
Ordre : Artiodactyles
Famille : Camélidés
Genre : Camelus
Espéces Camelus dromedarit
Camelus bactriant
Genre : Lama
Espécest.ama glama
Lama guanacoe
Lama pacos
Lama vicugna

OCHEAN
ATLARTIQUE
NORD

DCEAN

ATLANTIOUE ODCEAN INDIEN

SLy

Adere e afistrinaticns di Dronudiine Sare e ehesta et du CRarmea o L

Distribution géographique du dromadaire et du chamea dans le monde
[] Aires de distributiordu dromadaireGamelus dromedarir).

[ 1 Airesde distribution du chameaCamelus bactrianys
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Annexe 02: Production du lait de chamelle dans le monde, donnéd-AO (2009)

CAMEL MILK PRODUCTION IN THE WORLD (in Metric tons)

COUNTRY:
MILK P/A:

Quantitéde lait produite selon les pays (tonnes dv an) :

De 1000 a 5000 tonr de lait de chamelle
De 5000 a 100(

De 10000 2500(

25000 &000(

50000 &10000(

Plus deL0000( (en Somalie)

AR REC
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Annexe 03: Synthese bibliographique sur le potentiel laitierdes chamelles dans le

monde.
Référence Production Production Durée de
_ journaliére (litre) totale (litre) lactation

ZS?'?'\)‘ et WAHID 9414 2722-3629 16 & 18 mois
KNOESS et al (1977) 6,6 3500 18 mois
FIELD (1979) 48a21 - -
YAGIL (1982) - 1800-12700 9 & 18 mois
SOUHAIL™ (1983) - 2275 12 mois
SAWAYA (1984) 3,5a35 4575 -20675 -
SAREHA (1985) 7,26 212,20 - -
KNOESS (1986) 18,68 5695 305 jours
QURESHI (1986) 8,020 - 9 & 18mois
KHANNA ™ (1986) 35a10 - -
%EQ%F;)E'MAR'AN 526 9030-805 305 jours
IBNOAF "(1987) - 3570 -
BASMAEIL et .
BAKKAR " (1987) 24216 ) )
RICHARD et GERARD | 123 ]
(1989)
ELLOUZE et KAMOUN | 5 1, ] ]
(1989)
NARJISSE (1989) - 800-4000 10 & 12 mois
BEN AISSA (1989) 6a9 - -
ISMAIL et ALMUTAIRI .
(1990) 16,6 533 13 mois
IBRAHIM ™ (1990) 6,0 - -
KAMOUN" et al (1990) | - 915-3900 305 jours
SCHWARTZ ™ (1992) - 12000 9 & 18mois
KHANNA ™ et RAI (1993) | 3,5a 10 - -
FARAH ~ (1993) 3,5a18 - -
HASHI™ (1993) 435 800 a 3600 9 & 18mois
KAMOUN (1995) 9 - 10 mois
EL BADAWI (1996) 3a35 - 12 & 18 mois
ROUJHAN (1997) 8a10 - -
SIMPKIN et al (1997) 2,98 - -
JASRA et AUJLA(1997) | 4412 1250-3650 4 & 12 mois
ARABA et al (1998) - 935 10 mois
ZIAUR-RAHMAN et 4412 ] ]
HAQ (1998)
MOSLAH et al (1998) 1,62 - 7 mois
EL NAGGAR (1998) - 2700-3666 9 4 18 mois
KAUFMAN ™ (1998) - 1096-1581 -
IQBAL™ (1999) 11,66 4260 12 mois
HASHIM et al (2009) 3,5a40 - -

* In BAIDAR KHAN et IQBAL (2001) ;- Données non disponibles
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Annexe 04:Détermination des teneurs en extrait sec total (ES et en extrait sec
dégraissé (ESD)
Mode opératoire :
= Peser une coupelle métallique séchée, spit M
» Introduire une prise d’essai de 1mll de lait enfpaur la détermination de EST) ou
du lait écrémé (pour la détermination de ESD) datie coupelle ;
* L’introduire dans I'étuve réglée a 103 + 2°C etlBysser pendant 3h ;
» La mettre dans le dessiccateur et laisser refrpidgu’a la température ambiante ;
= La peser encore une fois, soi{.M

Expression des résultats :

EST ou ESD, exprimés en g/l de lait est donné par :

(M1 — Mo) x 1000/ V

Ou: M est la masse en g, de la coupelle vide.
M estla masse en g, de la coupelle et du résids aj@ssiccation et froidissement.
V estle volume en ml, de la pd&essai.

Annexe 05: Détermination de la teneur en lactose par la métide de la liqueur de
Fehling

Réactifs :

» Solution aqueuse d’hexacyanoferrate Il de potasdiyairaté (i Fe (CN)s,
H,0) a 150g/I.

» Solution aqueuse d’acétate de zinc hydraté (Zn (OHO2 H, O) a 300g/I.

= Solution cuivrigue composée de sulfate de cuivigytiraté (CuSQ 5 H,0) a
4% (p/v) et d’acide sulfurique ¢d=1,83) a 0,2 % (v/v)

= Solution tartro alcaline composée de tartrate dodkelsodium (NaOH) a 0,15
%(p/v)

= Solution de lactose a 0,5% (p/v)

Mode opératoire :
Défécation : dans une fiole jaugée de 50 ml, introduire suceegsent
= 5 ml de solution d’hexacyanoferrate Il de potassiagiter ;
= 0,4 ml de solution d’acétate de zinc, agiter ;
= Compléter au trait de jauge avec de I'eau distiites en mélangeant ;
= Ajouter 0,4 ml d’eau distillée pour tenir comptevhlume du précipité, agiter ;
= Laisser reposer 15 mn puis filtrer.

Réduction de la liqueur de Fehling dans un Erlene meyer, introduire :
= 10ml de solution cuivrique ;
= 10 ml de solution tartro alcaline ;
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= Agiter et porter a ébullition ;

» Verser ensuite goutte a goutte le filtrat obtendegsus (défécation du lait) a
I'aide d’'une burette jusqu’a la décoloration totale

= Lire le volume sur la burette (chute de buretteit, ¥ en ml.

Etalonnage de la liqueur de Fehling :
L’étalonnage de la liqueur de Fehling est&altaide d’une solution étalon de lactose
de concentration & 5g/l. elle correspond a une chute de burettém).

Expression des résultats :
La concentration en lactose inconnyes& donnée par la relation suivante :
C,= (C]_XV]_/Vz) xd
Ou: . concentration en lactose de la solution étalon
. concentration en lactose inconnue
: chute de burette mesurée dans le cas de lacso&itlon
: chute de burette dans le cas du lait
d: coefficient de dilution

< < 0 )

Annexe 06 : Détermination de la teneur en vitamine C par lanéthode au 2-6-DPIP

Réactifs :
» Solution de 2-6- dichlorophenol indophénol & 0,05 préparée de la maniere
suivante :
- Sel de sodium du 2-6-DPIP.............oiiiiiii 0,05 g
- bicarbonate de sodium ... 0,02 @
- eau distillée chaude................ e 30Cml

- laisser refroidir et ajuster a 1000 ml avec @ali distillée froide, puis filtrer.
= Solution d’acide ascorbique a 0, 04 g/l
= Acide acétique glacial (99 a 100%)

Mode opératoire :
Dans un bécher de 10 ml, introduire :
*= 1 ml de solution a doser ;
= Ajouter 200 pl d’acide acétique glacial, mélanger ;
= Verser goutte a goutte la solution du 2-6-DPIRa&lé d’une burette, jusqu’a
apparition d’'une coloration rose pale persistante.
= Lire le volume sur la burette (chute de buretteit, ¥ (ml)
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Etalonnage de la solution d’acide ascorbique :
L’étalonnage est réalisé a I'aide d’une sohluttalon de concentration<€0,04 g/l. elle
correspond ane chute de burette; Yml).

Expression des résultats :
La teneur en vitamine C en mg/l, est donnée pagldion suivante :
C = (C]_ X V]_/Vz) x 1000
Ou: : concentration en acide ascorbique de la soluialon
: concentration en vitamine C dans le lait incannu
: chute de burette mesurée dans le cas de lacso&ttalon
: chute de burette dans le cas du lait

< < i0) )

Annexe 07 :détermination de la teneur en protéines par la méode de LOWRY et al.

(1951)
Préparation des solutions :
= Solutions alcalines A :
SOUAE O, N . e e e e 500 ml
Carbonate de sodium anhydre (NaO.............cocciiiiiiiiiciiccieeveeeee.. 10@
= Solution cuivrique B':
Sulfate de cuivre (CuSO5 HO) (0,329/100MI)....cvveiieiiiiiiii e 2 mi
Tartrate double de Na et de K (1g/100ml)..........cooiiiiiiiiiiiiccie e 2 mi
= Solution C:
SOIULION Ao e et e e e 50 ml
SOIULION B e e e 1ml
= Solution mere de BSA :
B S A e 10 mg
EaU AiSHlIEE. ... 100 mi

Gamme étalon :
A partir de la solution de BSA, des dilutions spréparées suivant le tableau ci-dessous

Concentration en BSA 0 20 40 60 80 100
pag/mi
Solution mére de BSA yl 0 200 400 600 800 1000

Eau distillée 1000 800 600 400 200 0
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Méthode :
= 1ml déchantillon contenant 100 pg de protéines imam et 25 ug
minimum
= ajouter 5 ml de solution C et mélanger ;
= Jaisser 10 mn a température ambiante ;
= ajouter 0,5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu ;
= Jaisser 30 mn a I'obscurité ;
» lirelaD.O a 750 nm.

Expression des résultats :
Une courbe étalon DO = f(C) est tracées Raliconcentration de la protéine inconnue X
est déterminée.

Annexe 08 :électrophorese en conditions non dissociantes eimdénaturantes (PAGE-
native)
Solution d’acrylamide (A)

ACTYIAMIAE... ... it e e et e, 30D
ST 1o oY, = 11111 [V 19
Eau diStill€e..........uvieiiieee e e ee e e in.. 100 M
Tampon de gel (B)
EaU diStillEe.........evvieieieee et et e e an. 100 M
AjustepH 8,9 avec du HCI 4N
Tampon d’électrode (pour une plague)
]|V o1] =TT 0,989
Eau diStill€e..........vvieiiieee e e e e an.,. 200 M
AjustepH 8,3 avec du Tris
Tampon d’échantillon
Tampon du gel (B)......ovvueeeeeieeiie e eee e e eee e, 100
YU L1111 L=Y= PR ¢/ O V)
1Y e=1 (o =10 T 200 pl
Bleu de bromophenol... e . ..unge d'aiguille
Dissoudre 1mg de protelﬂmaohlllsees dans 1m| de ce tampon

Electrophorese

Préparation du gel : T=12% et C=2,7% (pour une plaque)
SOIULION A e e 3,25 ml
SOIULION B e 5 mi

Bau distille. .. ..o e e e 5 ml



Couler et metie peigne immédiatement
Solution de fixation
L 1O 12 g
[ TU 0 1S3 1] 1= (0 <] ) S 10 0 B 111
Solution de coloration
Bleu de coomassie R250..................ccoeeiiiiiiiiiiicee. 0,55 g
T A e e e 49
MELNANOL. .. ... et e 100 M
Bau disStill@e.......c.oovieiii e 100 M
Solution de décoloration
ACIE ACALIQUE. ...t 37,5ml
Eau distillée...............cooo i 3125 m
MEthANOL... ... .o et i ie e 150 M

Dépbt d’échantillon : 10 & 20 pl

Mise sous tension 20 mA, 25V

Fixation : 45 mn dans la solution de fixation
Coloration : 1heure dans la solution de coloration
Décoloration : dans la solution de décoloration

Annexe 09 : électrophorese en conditions dissociantes et @ddurantes en présence du
SDS et du 2B mercaptoethanol (PAGE- SDS)
Solution d’acrylamide (A)
Acrylamide............iiiiii e 36
Bisacrylamide..................coooii e 1 g
Eau distillée..........cooieiii i e 100 M
Tampon de gel de séparation(S)
Bau distill€e.......c.oovi i e 100 M
AjustepH 8,8 avec du HCI 4N
Tampon de gel de concentration (C)
Eau distillée..........coiiiii i e, 100 M
AjustepH 6,8 avec du HCI 4N
Tampon d’électrode
1Yo T = 5,76 g
Eaudistillée. ..o e 2000 M
Ajaest pH 8,3 avec du Tris
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Tampon d’échantillon

Solution C ... 500 pl
Eau distillee..................ocooi L 2B0 Y
SDS (L000) et ettt e et e et e e 250 l
2-mercaptoethanol..........cooi i 50 ul

Dissoudre 1mg de protéines lyophilisées dans 888\ck tampon

Chauffage a 100°C pendant 4 & 5 mn puis refromiisclin bain d’eau froide
Ajouter 200ul d’une solution de glycérol 50%(v/¥)qeielques graines de bleu de

bromophenol.

Solution de persulfate d’ammonium
Persulfate d’ammonium....... ..o
e TU o 1S3 1] F= T (0 ] )

Electrophorese
Préparation du gelde séparation : T=17% et C =2,7%pour une plaque)

0,19
1ml

SOIULION (A). . e 460 M
SOIULION (S).. e e 251 M

EQU AISHIIEE. .........coooeeoses s ces e 2,73
Dégazer pertdamn maximum
SDS 10%0...ciiiiiiiiiie e e e ———— 100 pl
TEMED. ... 13 pl
Persulfate d’ammonium 1090. . e coeeeereiiiiiiiiiiinieeeeeeee e 75 pl
Couler a environ 1,5cm du sa@hde la plaque de moindre
Préparation du gel de concentration : T=4,8% et G2,7%
SOIULION (A).. e e e 1.3 M
SOIULION () rt i e e e e 2,5 ml
Eaudistillée. ... 5,8 ml
Dégazer pendarglques secondes
Solution de SDS @ 1090 ....uiviniii i et e e 100 pl
TEMED ...ttt ettt et e 20 pl
Persulfate d'ammonium @ 10%0.. e ..e e 10 u

Couler immédiatement sur le gel de st polymérisé et mettre le peigne

Dépbt d’échantillon : 10 a 20ul

Mise sous tension 20 mA, 25V

Fixation : 45 minutes dans la solution de fixation
Coloration : 1heure dans la solution de coloration
Décoloration : dans la solution de décoloration



