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Avant propos

Le mémoire de master ainsi présenté a consistéestage pratique bloqué réalisé au
laboratoire de Biochimie de la faculté des Sciendislogiques et des Sciences
Agronomiques de 'TUMMTO, pour lesquels les resptessdes formations suivantes :

- Master de Biochimie Appliquée ;
- Master de Biochimie de la Nutrition,

En concertation avec les responsables du départeleddiochimie-Microbiologie de la
faculté, ont arrété des dispositions communes cuémpreésentation finale du mémoire,
tenant compte des objectifs attendus pour sa afials tant les volets lies a la
recherche bibliographique et la rédaction de syggh@ppropriées ainsi qu’aux diverses
manipulations pratiques qui ont été centrés saoigrole et I'évaluation de la qualité de
produits alimentaires variés.

De ce fait, ce mémoire comporte deux parties & @Eayales :

- une synthése des données bibliographiques sueneetsuivant :
Les maladies cardiovasculaires et leur relatiorc #aémentation.

- une partie pratique liée au controle et a I'évatimtde la qualité de produits
alimentaires variés.
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Résumé

Les maladies cardiovasculaires (MCV) représentanpremiére cause de mortalité
dans le monde et en Algérie. Dans la majorité des tes différents types de maladies
cardiovasculaires sont la traduction cliniqgue denkladie athéromateuse qui se traduit par
accumulation de LDL-C au niveau de l'intima. Lestérs de risque de MCV sont I'age,
sexe, antécédents familiaux, dyslipidémie, alcoafg¢ine, tabac, obésité, HTA, le diabete et
sédentarité. Parmi ces facteurs les facteurs alaives prennent une place tres importante
dans I'apparition de cette pathologie et elle fabjectif de multiples recherches dans le but
de mieux prévenir et contrdler ces pathologies.e@dant, en adaptant un mode de vie sain et
actif et une alimentation riche en antioxydantsrefibres alimentaires, pauvre en cholestérol,
en acides gras saturés et en acides gras trareuopngvenir le risque de survenu de MCV.

Mots clés
Maladies cardiovasculaires, Athérosclérose, LDUrflammation, Alimentation, Facteurs de
risques.

Abstract

Cardiovascular disease (CVD) is the leading cafiseath in the world and in Algeria. In the
majority of cases, the different types of Cardiawdar disease are clinical translation of
atheromatous disease that results from the LDL-€uraclation at the level of the intima.
Risk factors of CVD are the age, sex, family antieces, dyslipidemia, alcohol, caffeine,
tobacco, obesity, HTA, diabetes and sedentarystijde. Among these factors, the factors
food plays a very important role in the emergenicthis pathology and presents the objective
of multiple searches for the purpose of prevensind control of these pathologies. However,
we can prevent the risk of CVD by adapting a hga#thd active life style and diet rich in
antioxidants, dietary fiber, low in cholesterolgated fatty acids and trans fatty acids.

Keywords :
Cardiovascular disease, Atherosclerosis, LDL-Qamfnation, Food, Risks Factor.
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| ntroduction

Les maladies cardiovasculaire (MCV) constituenpri@miéere cause de mortalité dans
le monde avec pres de 17 millions de déces changnéea Ce chiffre est inexorablement
appelé a augmenter avec le vieillissement de lalptpn.

Dans la majorité des cas les différent types de/NGnt la traduction clinique de la
maladie athéromateuse qui se traduit par une adatioude LDL-C au niveau de l'intima
de l'artere en particulier coronaire, cérébraleles membres inférieurs qui conduisent a la
survenue du thrombus.

Plusieurs facteurs de risques sont exposés a akeslies. Certains sont indépendants
de nous et sont dites modifiables comme I'age etele, d’autres sont dites modifiables
comme I'’hypercholestérolémie, I'hypertension agtésj le tabac, I'obésité, la sédentarité,
ainsi que l'alimentation et notre mode de vie genidnt de plus en plus énergiques et moins
nutritifs.

En agissant sur les facteurs de risques qui pésent aux maladies
cardiovasculaires, il est possible de prévenir etréduire la fréquence des événements
clinigues et de la mortalité prématurée par les M@V adaptant un mode de vie sain,
équilibré et moins énergétique.

Cette synthése bibliographique a pour objectitidener un apercu sur les causes et
les conséquences de cette pathologie ainsi queogeser des solutions en se basant sur de
bonnes habitudes alimentaires et un mode de viehiggie et actif.
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|. Partie bibliographique
|.1. Généralité sur le fonctionnement du cceur
[.1.1. Anatomie du coeur

Le cceur est un muscle creux situé dans le thorte & deux poumons (LOUKA&
al, 2016), composé de 50% de cellules musculairesamliomyocytes et 50% de cellules non
musculaires ; fibroblastes, cellules endotheliatgs cellules musculaires lisses (CML)
(BONNEFOY et al, 2002). Le cardiomyocyte contient 20% de mitochi@sdce qui explique
son activité intence. Son cytoplasme est compadséipalement de myofibrilles (la myosine
et I'actine) entouré de reticulum sarcoplasmiquOBERTet al, 1996).

Le coeur se compose de quatre cavités coupléespdeuabeux formants le coeur droit et le
coceur gauche, soit deux pompes juxtaposées et gynsbes (figure 1). Chacun des deux
coeurs est constitué de deux petites cavités jllatre ayant un réle de réception du sang et
le ventricule qui éjecte le sang dans l'artérecteur droit et le coeur gauche sont séparés par
le septum (SABBAH, 2015).

Aorte i_,\f-“‘\f’k S O Artere
.. /;__,/' =

pulmonaire
Artéere

pulmonaire Veines
pulmonaires
Veine cave

superieure Valvule mitrale

Valvules

" id Cloison
SIgmMoides = interventriculaire
 Valvule - Endocarde
tricuspide ; Myocarde
Veinecave VD A Péricarde
inférieure P
OD : Oreillette droite OG : Oreillette gauche
VD : Ventricule droit VG : Ventricule gauche

Figure 1: Anatomie du coeur (SABBAH, 2015).
[.1.1.2. Les valvules cardiaques
Le sang circule dans la méme direction grace aaxrgsi valvules cardiaques :
o lavalvule tricuspide

Située entre l'oreillette droite et le ventricuteit Elle est constituée de trois valves qui
sont appelées valves tricuspides. Elle est ouvantenoment du remplissage du ventricule
droit et se referme durant la contraction du vente droit (SABBAH, 2015).

o La valve mitrale

Située entre l'oreillette gauche et le ventricubuahe et constituée de deux valves
mitrales. Elle est ouverte durant le remplissageehtricule gauche laissant le sang oxygéné
provenant de l'oreillette gauche passer liboreménseereferme durant la contraction du
ventricule gauche (LEVINE, 2015).
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0 La valve pulmonaire

Située a l'entrée de l'artére pulmonaire constitlgégois valves sigmoides orientées vers
l'artere pulmonaire. Elle s'ouvre pendant la catitva du ventricule droit permettant ainsi
I'éjection du sang pauvre en oxygene vers les paamBénsuite elle se referme évitant le
reflux sanguin (DASSIER, 2014).

o Lavalve aortique

Composée de trois valves sigmoides ouvertes \egd. Elle s'ouvre a cause de la
pression du sang durant la contraction du ventigaluche (la systole) et se referme pendant
le relachement du ventricule gauche une fois queatey oxygéné a été éjecté dans l'aorte
(CABROL et al, 2002).

1.1.1.3. Vascularisation du coeur

Le systeme vasculaire est trés complexe, non homeogd composeé de plusieurs
compartiments ; macrocirculation et microcirculatieeineuse et macrocirculation artérielle.
La macrocirculation artérielle ou les artéres dey@moet de gros calibre (> 500 um) sont les
plus importants vu leur sensibilités au développdnde la plaque d’athérosclérose et de ce
fait induction des maladies cardiovasculaires (TGABT et al, 2003).La paroi artérielle
est composée de trois tuniques comme illustré daigure 2 :

o0 L’intima

C’est la paroi la plus interne qui représente uraneaouche trés fine composée de
cellules endothéliales (aplaties et jointives graaes jonctions serrées), de trés nombreuses
vésicules d’endocytose et des fibres au pble babads en actine (TOUSSAINE al, 2003).

La couche sous-endothéliale de I'intima est I'eitduisé par les lipoprotéines et les
monocytes macrophages migrés du sang, ce qui puevts développement des lésions
d’athérosclérose (DASSIER, 2014).

o0 La média

C’est la paroi la plus épaisse, elle contient i@ithnte élastique interne faisant suite au
sous-endothélium externe, CML, des fibres élastiqea proportion variable selon le type de
vaisseau), du collagene, des mucopolysaccharidesunet limitante élastique externe
(TOUSSAINTet al, 2003 et OUHAIBI, 2008).

o Adventice

C’est la tunique la plus externe de la paroi atlerid’épaisseur variable selon les artéres,
riche en collagéne fibrillaire, de quelques fibidastiques et de fibroblastes vascularisé
(vasovasorum) et innervé (nervovasorum), (TOUSSANAT, 2003).
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Membrane basals
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Figure 2: Structure des vaisseaux et des artéres (CHEVRIER3).
Tunique interne = intima ; tunique moyenne = m ; tunique externe = adventi

[.1.1.4. Systeme d’irrigation sanguine du cceu

Le sang est propulsé dans prés de 000 Km de vaisseaux au niveau du ccll circule
au travers d’'un systeme fermé et trés ramifié dgseau» Le cceur ba?0 fois par minute ¢
pompe au repos 5 a 6 litre de sipar minute (SPENCER: al, 2014).

Selon DOOST (2016)L’oreillette droite recoit le sang veineux pauvre exygene
apporté par les veines caves et I'envoie vers feriegile droit qui en se contractant envo
sang dans les poumons via l'artére pulmce pour étre ré&xygéné. Le sang oxygéné ensl
revient du cceur gauche au niveau de l'oreilletiecha via lesquatreveines pulmonaires. L
sang ensuite propulsé dans le ventricule gaucheietraverser la valve mitrale qui ccole
le débit. En se contractam, cceur propuls le sangvia la valve aortiqgue dans I'ensemble
réseau des artéres (PERMARTIN, 201%).

I.1.2. maladies cardiovasculaires
[.2.1. Définition et prévalence

Les maladies du cceur ont accompagné I'étre humgmniisl sa création, mais ce n’
gu'en 1768 qu’'ils sont décrits et portent le nomandjine de poitrine (BONNEFO'et al,

2002).

Selon 'OMS (2015), lemaladies cardiovasculaireBICV) est un ensemble deoubles
affectant le cceur, les vaisseaux sanguins et teragscirculatoire qui alimente les poumc
le cerveau et les reins ou d'autres parties duscLes MCV comptent parmi les maladi
chroniques les plus fréquentes en nombre et les glaves enermes de mortalité et «

morbidité.



Synthése des données bibliographiq Les maladies cardiovasculair

D’apres les statistiques I'OMS (2015), le nombre de décest de 17,3 millions par a
un nombre qui devrait croitre a plus de 23,6 milien 2030. Parmi ces déceés, on es
que 7,4 millions sont dus a une cardiopathie caienae et 6,7 millions a un AV
(chiffres 2012) (figure 3). Avant I'age de 70 arsmillion de déces sont liés aux malac
non transmissibles dans le monde et 82% dans gssapavenu faible dont 37% sont ¢
aux maladies cardiovasculait

MORTALITE PAR MCYV EN 2012

cardiopathid
coronaire

38,7%

Figure 3 : statistique sur les MCV dans le monde

Les MCV constituent aussa premiere causde mortalité en Algérie et tuent deux f
plus que le cancer avec un nombre de déces pre250@0 algériens chaque an
(HUFFPOST, 2014). L'infarctus du myocarde (IDM)d¢ba 1 homme sur 5 entre 40 et 60

et 3 algériens sur 1000 subissent des crcardiaques dont 22% sont des femi
(HUFFPOST, 2014).

L’évaluation de la prise en charge de I'hnyperchiéte¢émie & Tlemcen aupres de 1!
patients a permis de mieux comprendre la répartiies principaux facteurs favorisant
maladies cardiovasculaires (YAH-BERROUIGUETEet al, 2009), (figure 4

mortalité par MCV en Algérie

m Sédentarité
M Tabac
Diabéte

obésité et cholesterolémie

Figure 4 : Mortalité pa MCV en Algérie en fonction des facteurs de ris
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[.2.2. Types des maladies cardiovasculaires
En fonction d’'organes affectés les MCV sont regasugn six types (OMS, 2015)
o La cardiopathie ischémique

C’est le type le plus répandu dans les pays rieh@panifeste par une mauvaise irrigation
sanguine du muscle cardiague (ANGEHRN, 2001). bedide au niveau de I'artére coronaire
diminue le taux d’oxygene qui arrive dans le saraypquant ainsi I'angine de poitrine et la
dyspnée (la nécrose ou myocarde dans le cas dyeade complet), (POITRINEAU, 2012).

o La maladie cérébrovasculaire

Se manifeste par une mauvaise circulation sangainaiveau du cerveau. Lorsque le
blocage dure moins de 24h on parle d’accident meddpde transitoire, lorsque c’est un
blocage complet on parle de thrombose cérébrovasedu AVC. Cette derniere a des effets
a long termes (OUSMANE, 2016).

o Artériopathie périphérique

Se manifeste par une mauvaise circulation sangilams les jambes et les bras (OMS,
2015) ;

o L'insuffisance cardiague

Survient lorsque l'activité de pompage du coeur erenpt pas d'atteindre le niveau de
circulation sanguine dont le corps a besoin (OMBS52 ;

0 Le rhumatisme cardiaque

Une cardiopathie rhumatismale est une atteinte vddges et du muscle cardiaques
résultant de linflammation et des lésions cicatles laissées par un rhumatisme
articulaire aigu. Le rhumatisme articulaire aigti@®voqué par une réponse anormale de
'organisme a une infection causée par une bactétreptocoque et commence
habituellement par une angine ou une amygdalite taefant (OMS, 2015) ;

o La cardiopathie congénitale

Due a une anomalie au niveau du cceur des la naesdalhe peut étre simple comme une
petite perforation de la paroi interne du cceur ommlexe qui attaque le poumon et la
circulation sanguine. Cette anomalie peut étre ellert s'elle n'est pas corrigée
immédiatement et d’autres plus tolérantes peuvieatt@itées plus tard par des interventions
chirurgicales (OMS, 2015).
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1.2.3. Les symptdmes des maladies cardiovasculaires

Les symptdmes et les signes de la maladie cardiodl@ire sont trés variés avec une
large gamme de signaux a travers différentes fomheelm maladie OMS (2015). Les signes
les plus fréquents sont :

- douleurs ou genes dans la partie centrale deitange et au niveau du bras, de I'épaule
gauche, des coudes, de la machoire ou du dosf(pteschez la femme) ;

- difficultés respiratoires ou un essoufflement ;
- avoir des sensations vertigineuses ou s’évanéuie,prise de sueurs froides ou palir ;
- difficultés visuelles touchant un ceil ou les deux
- malaises, fievre, nausées et vomissements ;
- confusions, difficultés a parler ou a comprenghmaliscours ;
- difficultés a marcher, étourdissement, perte dildare ou de coordinations ;
- céphalées séveres sans cause connue et syncppdede conscience.

1.3. Athérosclérose

[.3.1. Définition

L’athérosclérose selon 'OMS (1957) est I'assacratvariable de remaniements de
l'intima des artéres de gros et moyen calibre &tast en une accumulation focale de lipides,
de glucides complexes, de sang et de produits s@)gde tissus fibreux et de dépodts
calcaires. Le tout slaccompagnant de modificatibm$a média (ARONOVé al, 2016).

[.3.2. Les étapes de développement d’athérosclérose

L’évolution de la plaque athéromateuse est un @sace progressif qui peut s’écouler
plus de 20 ans entre I'apparition d’'une strie ligick et un rétrécissement suffisamment serré
pour induire des symptdbmes comme I'angine de paitrCes symptdmes habituellement ne
surviennent que lorsque le diamétre de l'artér@maire est réduit de 50 a 70 %. On parle
alors d’ischémie silencieuse (BONNEFQY, 2002).

La premiére étape de l'athérosclérose est I'accatiom de LDL dans L’intima qui
deviennent alors oxydées. Ces LDL-ox sont déteptds les cellules endothéliales par
l'intermediaire de recepteurs scavengers (figure 5)

Dans la deuxiéme phase les monocytes adherent parai, la traversent et se
différencient en macrophages puis en cellules spamgrace a deux facteurs MP1 et M-CDF
(LUSIS, 2000 ; BONNEFOY, 2002 ; DE CATERIN& al, 2006 ; COVAS, 2007).
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Figure 5 : Mécanismes d’apparition et de développement diedrasclérose
(BONNEFONT-ROUSSLOT, 1998).

linfiltration des monocytes dans I'espace endad#ielentraine une réaction inflamatoire
par production de nombreuses cytokines proinflamegoqui augmentent [|'activation
endotheliale, favorisent I'adhesion de nouveaux oogtes et la dégradation de la matrice
extracellulaire (DE CATERINAet al, 2006 ; HANSSONt al, 2006).

Par la suite les cellules spumeuses s’accumulem$ dletima s’organisent en amas
appelé cceur lipidigue pour donner des stries lijpiels recouvert par une chape fibreuse
constitué par la matrice extracellulaire (collageslastine, proteoglycane) et les CML de la
média qui migrent vers le sous endothélium ou e&egroliferent sous l'influence de PDGF
(platlet derived growth factor) ce qui les trangient du phénotype contractile vers
phénotype sécrétoire (LUSIS, 2000 ; LECERF, 200 ESNIER, 2011).

Le risque de survenue de complications est souuephénoméne mécanique (rupture ou
érosion de la plaque) provoqué soit par la prodaaties facteurs pro-inflammatoires et pro-
thrombogénes soit par des facteurs extrinseques|ted des poussées hypertensives exercant
des contraintes supplémentaires sur l'appareil wlase (JEUNEMAITRE, 2014). Le
thrombus rétrécit significativement la lumiére adle sans étre tous fois complétement
occlusif, mais souvent se développe jusqu’ a oeatmmplétement l'artere conduisant ainsi a
un blocage de la circulation sanguine qui se ttgoli une ischémie aigue (DE CATERINA
et al, 2006 ; BAUDINet al, 2009).

l.4. Facteurs de risque cardiovasculaire

D’une fagon générale le risque de développer un&/M@nnée peut varier en fonction
de la présence ou de I'absence de caractéristigdesduelles dites facteurs non modifiables
et socio-économiques ou environnementales diteteuex modifiables (BAUDINet al,
2009), (tableau I).
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Tableau | : Classification des facteurs de risques cardiovases (BAUDIN et al,
2009)

Facteurs de risques Facteurs de risques nor
modifiables modifiables
Dyslipidémie Age

Triglycérides sexe

Alcool Antécédents familiaux
Caféine

Tabac

Obésité

I'hypertension artérielle (HTA)
le diabete

sédentarité

Syndrome métabolique

I.4.1. Facteurs de risques non modifiables
On distingue trois facteurs non modifiables quitson

1.4.1.1. L’'age
Les risques de MCV augmentent avec I'dge chezdaesrtes et les femmes. Ceci est
causeé par la progression de l'athérosclérose tj@llesméme due a une exposition cumulée
aux facteurs de risques cardiovasculaires (MAHL0

1.4.1.2. Sexe
Le sexe masculin est le plus prédisposé aux MC¥disaque les femmes seraient
protégées jusqu’a la ménopause grace aux cestrogenest un effet direct sur I'intima des
artéres, ce qui empéche la progression d’athéraseeEn combinant age et sexe le risque de
faire un AVC augmente a partir de 55 ans (BAURiNI, 2009).

1.4.1.3. Les antécédents familiaux de MCV
Dans le cas ou ces MCV se sont développées préentarhez au moins un parent du
premier degré ; ces relations parentales mettenévilence des caracteres génétiques de
prédisposition (MAHI, 2013).

1.4.2. Facteurs de risques modifiables

[.4.2.1. Dyslipidémie

La dyslipidémie est une anomalie du profil lipideqgui signifie un excés de LDL
cholestérol (LDL-C), de triglycérides (TG) et urfidé de HDL cholestérol (HDL-C). Elle est
traitée par une diététique appropriée, une augrientde I'activité physique et un traitement
médicamenteux (AFSSAPS, 2005). L'abaissement de lestéwol LDL sérique,
laugmentation du cholestérol HDL sérique et la malisation des triglycérides sont
actuellement un objectif pour la prévention du uisgardiovasculaire lié a I'athérosclérose.
Les plaques d’athéromes constituent un dysfonctoremt de ce systeme avec une

9
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accumulation focale de lipoprotéines riches en edtérol dans les parois artérielles
(HELKIN, 2016).

En effet, les triglycérides n’exercent pas d’'efflitect sur la formation de la plague
d’athérome, mais agissent par un processus indictest acides gras libres qui proviennent
majoritairement du tissu adipeux semblent exernerhépatotoxicité par I'intermédiaire de la
FABP (fatty acid binding protein) dont la synthésst accrue par une alimentation riche en
graisses. La FABP permet la synthese de cytokinesnflammatoires, la formation de TG,
la résistance des récepteurs a insuline. Autanfadeeurs favorisent linstauration d’un
diabéte et la formation de LDL petites et densdsLKIN, 2016).

1.4.2.2. Alcool

Une consommation excessive dalcool provoque Nation du systéme nerveux
sympathique par production de corticolibérine dumnsle la production de catécholamine. La
noradrénaline libéré au niveau des fibres postdgammaires sympathiques peut agir sur les
récepteursi-adrénergiqgues des CML et provoquer une vasocotistri Une baisse d’activité
des fibres sympathiques provoque une vasodilatgtzwr’action de la noradrénaline sur les
récepteur$§ adrénergiques et activent le systeme parasympethien outre, I'alcool aurait un
effet sur les CML caractérisées par une accoutuemanteffet aigu vasodilatateur et une
sensibilisation exagérée aux effets vasoconstrigtdas catécholamines entrainant ainsi une
augmentation des résistances vasculaires péripiesrigt une hypertension artérielle (HTA),
(KLATSKY, 2009).

Selon DI CASTELNUOVOet al (2002) et CORRACet al (2000), I'alcool multiplie le
risque de fibrillation auriculaire par 2, le risque crise cardiaque par 1,4 et le risque
d’insuffisance cardiaque par 2,3. L'alcool augmedgalement la fréquence des AVC en
particulier hémorragiques, ainsi que celle des $§mps d'insuffisance cardiaque congestive.
L'hypertension qui représente a elle seule un diacte risque majeur d'AVC favoriserait les
événements cérebraux en accentuant les effetdsdded'alcool sur la morbidité par AVC et
par myocardiopathie.

1.4.2.3. La caféine
En fonction de la quantité consommée, la caféing pe bénéfique ou néfaste pour la
santé. Cette substance est présente essentielletapsatle café, mais aussi dans le thé,
compléments alimentaires, sodas et chocolats (B&HiN 2012). Les études de CORNELIS
et a (2007) ont affirmé qu’une consommation excessieecdféine multiplie le risque
d’infarctus par 1.49. Cet effet augmente en augamdna dose de caféine par jour.

La caféine est une méthylxanthine stimulant duésgyst nerveux central et des centres
respiratoires. La caféine est un inhibiteur de logphodiestérase. Cette enzyme est
responsable de l'inactivation de la 3', 5' adémosionophosphate cycligue (AMPc). En effet,
la caféine peut se fixer a ces récepteurs du feédllg est une structure moléculaire similaire a
l'adénosine, ce qui diminue le nombre de récepidismnibles pour I'adénosine (MORELLI
et al, 2010). Quand I'adénosine se fixe sur ses réceptéactivité nerveuse est ralentie, ce
qui favorise la somnolence. L’adénosine facilitecte sommeil et dilate aussi les vaisseaux
sanguins probablement pour assurer une bonne oatygénlorsque nous dormons
(HOLTZMAN et al, 1991).
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L’activation de plusieurs circuits neuronaux parckféine va amener I'hypophyse a
relacher des hormones qui vont faire produire ditage d’adrénaline aux glandes surrénales
(ENGSTROM, 2015 ; CHRYSANT, 2017) provoquant ailesidéclenchement de certains
phénomeénes physiologiques comme la dilatation desches, 'augmentation de la vitesse
de contraction du cceur, 'augmentation d’'HTA (SHAIEt al, 2016) et la stimulation de la
syntheése des biomarqueurs de l'inflammation qut ses facteurs de déclenchement de la
plaque athéromateuse (CORNEIdSal, 2007).

1.4.2.4. Tabagisme
Les effets délétéres du tabac sont liés a la géangtiotidienne de tabac consommé par
jour, a 'age de début et a la durée d’expositiantabagisme est responsable d’environ 10%
des affections cardiovasculaires. Son effet s’ex@ren particulier au niveau des membres
inférieurs et au niveau coronaire (MAHI, 2013).

Une cigarette contient environ un milligramme deotine qui stimule le systeme
nerveux central et autonome (BENOWIT, 1988). Laotiie est une substance présente
naturellement dans le tabac a des taux de contentrariables selon les parties de la plante.
La nicotine, alcaloide majeur du tabac est une fabke qui est rapidement absorbée par les
membranes cellulaires car elle est a la fois hyaulie et lipophile. La nicotine traverse la
barriére sang-cerveau, diffuse dans le systemesnereentral de facon passive, se fixe sur les
récepteurs nicotiniques avec libération d'acétyiokoet de catécholamines (BENOWIT,
1988). Ces derniers assurent la lipolyse dansidesst adipeux ce qui augmente les acides
gras libres, stimule le métabolisme cardiaque, guoe une vasoconstriction, favorise
'agrégation plaquettaire et augmente la consomunatnyocardique en oxygéne. Cela
explique l'incidence élevé d’infarctus myocardigee d’arythmies ventriculaires chez des
fumeurs en bonne santé.

L’affinité du mono-oxyde de carbone est 245 foigspimportante que celle de 'oxygéne
de telle fagcons que la délivrance d’'oxygene auauvdu myocarde peut étre séverement
altérée (ASSMANN=t al, 1998 ; MESSNER al, 2014 ; AKOUDADet al, 2015).

1.4.2.5. Obésité

L'obésité est considérée comme étant une maladonicjue qui résulte d'un déséquilibre
entre le rapport entrées caloriques/dépenses gaéxi (MARQUAND, 2009). Lorsque
I'apport est supérieur aux dépenses le surplugsnagle sous forme de graisses dans le foie,
le cceur, le muscle squelettique et le tissu adipeacéral (KIMet al, 2016).

L’'obésité peut intervenir dans de nombreuses medaeiles que le diabéte, HTA et les
maladies cardiovasculaires (POIRIER, 2008). Ellevpque une détérioration du profil
lipidique incluant une diminution de la concetite de HDL-C, une augmentation de la
concentration des TG plasmatiques, une augmentalie I'apoproteine B (GHOORA#
al 2016). Les patients atteints d'obésité viscémlgomt révelés avoir des niveaux plus élevés
d'adipocytokines pro-inflammatoires y compris le FFBlpha, I'IL-6 et la leptine, induisant
ainsi une résistance a I'insuline, un dysfonctionaet endothélial, une hypercoagulabilité et
une inflammation systémique qui sont des marquedislencheurs d’athérosclérose
(FUSTERet al, 2016 ; MANDVIWALA et al, 2016).

11



Synthése des données bibliographiques Atlosclérose

1.4.2.6. L’hypertension artérielle

L'HTA est un trouble cardiaque et vasculaire asseca une diminution de la
disponibilité de l'oxyde nitrique (propriétés vasdathtrices) et a une augmentation des
facteurs de constrictions tels que ; le thrombox@Pet la prostaglandine H2 (O'DONNELL,
2008). L'HTA entraine une rigidification de la pardes artéres du fait de la pression
mécanique permanente exercée sur ces derniereaillBars, la pression artérielle augmente
indirectement I'activité du cceur pour maintenirdigbit sanguin constant. Cela entraine une
hypertrophie ventriculaire gauche et une perte nr@sgjve de son activité contractile pouvant
évoluer en insuffisance cardiaque (STEARMI, 1979).

De plus, le dysfonctionnement endothélial aing faugmentation du stress oxydatif qui
accompagne une tension artérielle élevée favorisemtaugmentation de la concentration des
LDL-oxydées, une augmentation de l'agrégation daguettes sanguines, une augmentation
de la prolifération des CML, un épaississement pi®is des vaisseaux sanguins et une
augmentation de la résistance périphérique vaselsiAC KEARNEY et al, 2005). Ces
anomalies vasculaires sont associées a un étathqammbotique, pro-inflammatoire et a
l'instabilité de la plaque d'athérosclérose ce ajgmente les risques de MCV (GODET-
THOBIE et al, 2008).

Selon MAC KEARNEYet al (2005), 'HTA augmente le risque de survenue diofus
du myocarde a 18 %. La prévalence est plus élevée les hommes (34,1 %) que chez les
femmes (27,8 %). Le nombre d’adultes de plus dar&Ohypertendus est estimé a 1 milliard
et devrait atteindre les 1,5 milliards d’ici 2025.

1.4.2.7. Diabéte
Le diabete de type 2 est souvent associé a d'actesorbidités dont une obésité
abdominale, une hypertension artérielle, une dygsipie, un état pro-thrombotique.
(SCHEENEet al, 2005). Selon PAQUOT (2003) le risque d’atteint pECV est multiplié par
deux a six suivant les cas, ce qui fait que pre80d# des diabétiques meurent a cause d’'une
maladie cardiovasculaire.

Au cours d’'une hyperglécémie le glucose se grefe aultiples protéines dont I'apo-B
présente dans les LDLs entrainant ainsi son oxyagff OUNIS et al, 2009). Les LDLs
oxydées s’inscrivent ensuite dans le processuaninfiatoire lié a leur endocytose par les
macrophages de [I'endothélium. De plus, 'hypgréinie entraine une diminution de la
libération de I'oxyde nitrique, une augmentatios dgents vasoconstricteurs (TAEEal,
2005).

1.4.2.8. Sédentarité
La sédentarité joue un role néfaste en associptimpable avec une mauvaise hygiene de
vie. A l'inverse une activité physique pratiquée rdaniére modérée (minimum 30 minutes
par séance, 5 jours/semaine) permettrait d'augméntdiametre des artéres, de réduire la
mortalité de 25 a 35% (KORNEICH, 2005 ; TATIANA, ), de limiter le poids, le risque
de diabete, d’hypertension artérielle ainsi quialex de graisses dans le sang faisant ainsi la
diminution du risque cardiovasculaire (ANDREal, 2013).
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I.5. Les lipoprotéines et athérosclérose

Le cholestérol est un tueur silencieux qui encrassearteres et s'accumule au cours du
temps. Il est absorbé par les entérocytes ensoitegré dans les chylomicrons. Leur
déplacement et fonctionnement dans l'organisme sséeat des intermédiaires qui leurs
permettent de traverser les différents compartiméet’'organisme. Ces intermédiaires sont
appelées lipoprotéines (SCHEENaI, 2005).

Les lipoprotéines sont formées d'un corps lipidiqugydrophobe contenant
essentiellement des triglycérides et des estechalestérol et d’'une surface lipidique polaire
composée essentiellement de cholestérols libressppiolipides et des apolipoprotéines
(figure 6). Les lipoprotéines se distinguent lesesurdes autres par leur teneur et leur
composition en apoprotéines et en lipides. On patvainsi a distinguer six classes de
lipoprotéines : les chylomicrons, les VLDL, les IDes LDL, les HDL et la lipoprotéine (a)
(Lp (a)) (Tableau II), (SAILEet al, 2007). Les principales lipoprotéines qui sonicaffe dans
le transport du cholestérol sont les lipoprotéideshaute densité (HDL) et lipoprotéine de
faible densité (LDL).

EEGSEHALIGIDES ESTER DE CHOLESTEROL

TRIGLYCERIDES

CHOLESTEROL

APOPROTEINE

Figure 6 : Structure générale des lipoprotéines (SCHEEM, 2005).

Tableau Il : Caractéristiques et classification des lipoprasi(SAILEet al, 2007).

Types de' Mobilité Densité g/l | Taille (nm) | Proportion | Principale apo-
lipoprotéines | électro- EC/TG lipoprotéine
phorétique (apo)
Chylomicron | Pas de 0.93 75-1200 1/19 B48, E, C
migration
VLDL Pre 0.93-1.006 | 30-80 1/3.3 B100, E, C
IDL B 1.006-1.019| 27-35 3/3.5 B100, E
LDL A 1.019-1.063 18-27 1/0.23 B100
HDL?2 A 1.063-1.125| 9-12 1/0.22 Al, All, C
HDL3 Prép 1.125-1.210 7-9 1/0.19 Al, All, C
PréepHDL 1.210-1.250| < 7(disque)  Nd Al
Lp (a) 1.040-1.115 25 B100 (a)
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1.5.1. Les lipoprotéines de haute densité (HDL)

Synthétisé principalement dans le foie, mais awassis l'intestin, leur rble est de
transporter le cholestérol des cellules vers le fmiis éliminées par la bile. Les HDL sont
souvent considérés comme les bons transporteurbalestérol vu leur action bénéfique sur
la santé cardiovasculaire en prévenant I'accunomadu cholestérol au niveau de la paroi
artérielle réduisant ainsi le risque d’athérome (GAER et al, 2011 ; DANIELet al, 2014).

- les HDL représentent les vecteurs de la voie dmirdtransport inverse) du cholestérol
vers le métabolisme hépatique et qu’elles jouemsiain role d’épurateur de la paroi
artériel (MAHDI ALI et al, 2012)

- Les HDL attirent le cholestérol en exces dans lesrophages et empéchent leur
transformation en cellules spumeuses. Ce transiripermis par deux récepteurs ;
CLA-1 et ABC-1 chez I'étre humain ou s’arriment I&DL a la surface des
macrophages (RADER al, 2014).

- Le r6le antioxydant des HDL est expliqué par SHA¥11) et MAHDI ALI et al
(2012) ; dans un premier lieu les phospholipidesBL entrent en compétition avec
les phospholipides des LDL lors des phénoménesydation, les hydro-peroxydes
ainsi formés pourraient étre transféré depuis [@k-bx jusqu’ aux HDL natives.

Le role antioxydant des HDL est assuré par deurdyenzymes qui sont la paraxonase
(hydrolyse les AG a long chaines oxydé) et PAF-Alydfolyse les AG a courte chaines
oxydé), (HERCBERG, 1998).

1.5.2. Lipoprotéine de faible densité (LDL)

Les LDL exercent un effet athérogene erofigant le dépbt de cholestérol dans les
arteres (SHOKEENt al, 2015). Les LDL se lient & ses récepteurs spéafqrécepteur B/E)
par lintermédiaire de l'apoprotéine B. L'interamti du récepteur avec une lipoprotéine
stimule l'internalisation du complexe ainsi formiées lipoprotéines captées par le récepteur
sont dégradées et leurs différents composantsreontiés (HAVEL, 1984). La présence de
cholestérol dans les cellules entraine une dinonutle la synthese des récepteurs, une
inhibition de l'activité de I'enzyme limitant la sthése cellulaires de cholestérol (HMG COA
réductase : redhydroxy- methyl-glutary-COA-réduejaset [I'activation de [I'ACAT
(acylcoenzyme A-cholesterol acyltransférase). laepéeur de LDL permet donc a la cellule
de recevoir du cholestérol qui servira a diversmgctions. Lorsque les LDL ne sont pas
captées par leurs récepteurs spécifiques, ils pewdtee internalisés par des récepteurs non
spécifiques ou éliminées par les macrophages dissslqui agissent comme éboueurs. C’est
a ce stade que le déclenchement du processus tpessible (MADOUNI, 1999).

[.5.2.1. Oxydation des LDL
L’'oxydation est responsable de plusieurs ph@mes deélétéres comme la
peroxydation lipidique de la membrane plasmiqus, anutations de I'’ADN et accélération
du vieillissement cellulaire. Par ailleurs le niuede stress oxydatif est I'un des facteurs qui
conditionne I'oxydation des LDL (STAR® al, 1995 ; NILSONet al, 2012).
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Les LDL les moins oxydées peuvent regagnar circulation et déclenchent
I'expression de molécules d’adhésion (I-CAM et M) attirant les monocytes a l'intérieur
de la paroi vasculaire. Les LDL les plus oxydéa®sentent une affinité plus grande
pour les macrophages qui vont les phagocytéorener ainsi des cellules spumeuses.
L’oxydation des LDL est initiée par les AGPI quingent a estérifier les TG, le cholestérol et
les phospholipides (YOSHIDAt al, 2010).

Les LDL entrent dans I'endothélium et peuvent ébeydées par les cellules
environnantes (cellules endothéliales, CML et mplcages) par l'intermédiaire d’enzymes
incluant lipoxygenase et myelopéroxydase (DURIE@D®, durant lequel un radical acide
gras ainsi formé se stabilise sous forme de di@mgugué (BONNET, 2001 ; BOUBIN,
2006).

Une fois que l'oxydation est initié, celle-citeamplifiée grace a une enzyme qui est
la PAF-AH (platelet activating factor acetyl-hgthse) ou encore Lp-PLA2 (lipoprotein-
associated phospholipase A2) possédant une acphitspholipase A2 (Paul et Baudin,
2009). Cela aboutit a la fragmentation des AGPkagweduction de cétones (éliminées) et
d’aldéhydes qui se fixent sur les résidus lysin¢'Ago-B 100 (ARUOMA, 1998). Les LDL
ainsi obtenues ne sont plus capables de se liereauepteurs des LDL mais peuvent étre
captées par les récepteurs scavenger des macrephdageCML et endothéliales (AMAR&
al, 2015).

La liaison de ces LDL oxydées aux récepteurs sgmrenentraine la production de
cytokines pro-inflammatoires et de moléculesdb&sion telles que les I-CAM et V-
CAM par les cellules endothéliales. A cette ti@acinflammatoire va s’ajouter la formation
des cellules spumeuses par phagocytose de ces LEHOXDIN et al, 2009) ainsi que la
production d’especes radicalaires de I'oxygene (ERQle I'azote (ERN) par les cellules de
la paroi artérielle qui ont pour conséquencaltdration des fonctions vasculaires et la
fragilisation des plaques d’athérome (BEAUDEb&al, 2006).

1.6. Les lipides et athérosclérose

Les lipides forment un groupe hétérogéne de congp@s@nt des structures tres
différentes et sont tous insolubles dans I'eau eu polubles. Ils peuvent étre d’origine
endogene (Synthétisés par l'organisme) ou exogafimgntation d’origine animal ou
végétal). Cette matiere existe sous forme visibiufres, huiles, graisses, margarines...), ou
invisibles (viandes, ceufs, fromages, patisseriesDYPIN et al, 1992).

Les lipides peuvent étre scindés en deux grandspgeo; les acides gras saturés et
insaturés. Parmi le second groupe on peut discéeseacides gras mono-insaturés et les
acides gras poly-insaturés. Les acides grady-ipsaturés possédent deux groupes
importants aux propriétés souvent antagamistat I'acide gras oméga 3 et I'acide gras
oméga 6. Ces lipides sont indispensables pour nefdrctionnement de notre organisme vu
leurs réle biologique, structural et énergétiquENIARCHAL, 1992). Des taux journaliers
doivent étre respectés (homéostasie) et tout déibéguipidique peut étre expliqué par un
surdosage, une carence ou une mauvaise absorptesimilation (DUPINet al, 1992).
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L’'apport théorique journalier en lipide chez I'atdukst résumé dans le tableau suivant :

Tableau Il : Apport théorique journalier en lipides (FOSSAZ001a).

Lipides Pourcentage

Graisse total 30- 35% de I'apport théorique total
Graisse saturés 10% de I'apport théorique total
Graisse mono-insaturées 15-20% de I'apport théerigtal
Graisse polyinsaturés 6-7% de I'apport théoriqual t

[.6.1. Les acides gras saturés

Il existe 24 acides gras saturés difféerents quiisgnguent par la longueur de leur chaine
de carbone. Les aides gras saturés se trouvertgigaiement dans les produits animaux
comme la viande, le lait ou le fromage mais égatdgrdans certaines huiles végétales comme
'huile de noix de coco ou de palme. Toutefois, Wepd’industrialisation les acides gras
saturés sont de plus en plus présents dans I'aiatienm (PAGE, 1997 ; LECERF, 2009).

Les gens pensent que les acides gras saturésaawmais pour la santé, mais ce n’est pas
toujours le cas car des chercheurs ont étudiéet'efé la substitution d’AGS par des AGMI,
AGPI ou des glucides, une réduction des lipidasetaugmentation en apports végétaux. Le
résultat était une réduction du risque cardiovasmI(ANSES, 2011). Les études montrent
gue La substitution des AGS par des AGPI s’avepua favorable sur le rapport LDL/HDL
(ANSES, 2011). Par contre 'augmentation de p@ap énergétigue en glucides par
rapport aux lipides peut s’avérer déléterewgmeentant la formation de LDL (KRAUSS
al, 2006).

Au final méme si les études commencent a démogtrerceux-ci auraient peu d’impact
sur le risque cardiovasculaire, il faut les cons@nmavec modération car souvent ils
contiennent aussi des acides gras trans.

1.6.2. Les acides gras insaturés

[.6.2.1. Les acides gras monoinsaturés
Les AGMIs dont le représentant principale est Hacbléique (C 18 :1) présent dans
I'huile d’olive, de canola (colza), d’arachide, marine non hydrogénée, avocats et certaines
noix (amandes, pistaches, noix de cajou et nogett8CHWINGSHACKLet al, 2012). Ces
derniers entrainent une diminution de LDL-C toutpeéservant le HDL-C. lls induisent aussi
la résistance a I'oxydation des particules LDL gthibition d’agrégation plaquettaire a un
niveau moindre que les AGPIs (LECERF, 2009 ; MARQHA 2010).

> Huile d'olive et oxydation des LDL

GUASCH-FERRE et al (2014) et GHEDIRA (2008) ont démontré qu’une
consommation d’huile d'olive permettait une dimiouat de 30 % de lincidence des
évenements cardiovasculaires et jusqu’'a 48% pdwilé d'olive extra vierge chez les
personnes qui n'ont pas un taux de LDL-cholestéoptimal a haut risque
cardiovasculaire. Les acides gras alimentaires grguwmfluencer de plusieurs manieres sur
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'oxydation des LDL. La quantité d’acide gras etirleature influe sur la quantité de LDL
présente dans la paroi artérielle (ENGEL, 2015)uile d'olive est connue par sa richesse en
AGMI et en antioxydants tels que la vitamine E et tomposés phénoliques tels que les
flavonoides (ENGEL, 2015 ; KIRITSAKI& al, 2017).

La feuille d’olivier est riche en triterpénes, ftawides, sécoiridoides et en acide phénols.
Elle exerce des activites antioxydantes, hypotessiv hypoglycémiantes,
hypocholestérolémiant et antiseptique (GHEDIRA,&00

1.6.2.2. Les acides gras polyinsaturés
Les AGPI sont principalement dorigine végétales Ipossedent une propriété
hypolipidémiante. Les plus importants sont L’aclamléique (AA) et L'acide linolénique
(ALA) qui servent de précurseurs pour la synthésméga-6 et d'oméga-3 a longue chaine.

= Les Acides gras polyinsaturés oméga-3
Dérivé de I'acidea-linolénique trouvé principalement dans les huiégétales (colza,
noix et soja). lls permettent de diminuer le taaxTdG en inhibant la biosynthese hépatique
des VLDL, Inhibent l'agrégation plaquettaire en dhoant la biosynthese du facteur
endothéliales de croissance (VEGF) et réduit lmm&dion de thromboxane A2 pro-agrégateur
en inhibant la conversion de l'acide linoléiqgue §CA n-6) en acide arachidonique
(C20: 4, n-6) (HWet al, 2013).

La famille des oméga-3 est représentée par troigéass majeures d’activités biologiques
distinctes : l'acide alpha-linolénique (ALA), I'al@ eicosapentaénoique (EPA) et l'acide
décosahexaénoique (DHA), (AFSSA, 2001). L'EPA estniermédiaire de synthése a partir
duquel sont synthétisés des prostaglandines ebtig@mes d’activité anti-inflammatoire et
anti-agrégante plaquettaire. Le DHA donne naissanckes résolvines et neuroprotectines
d’autres médiateurs anti-inflammatoires (MOZAFFARIAt al, 2011).

Les AGPIs présents dans la membrane plasmique ndedgmlement de substrat a la
phospholipase A2 qui libérent ces AG précurseursytekines dont les prostaglandines,
prostacyclines et les leucotrienes (RUSSO, 200®s Cytokines et eicasenoides pro-
inflammatoires jouent un réle important dans l'attgenése car leur présence augmente
'expression des protéines d’adhésion cellulai@AM-1 et VCAM-1) qui permettent aux
monocytes de s’infiltrer dans les tissus en casfldinmation. Ainsi, la diminution de
linflammation entrainée par les AGPIs (n-3) a loagchaine agit a différents niveaux en
diminuant le nombre de monocytes s'infiltrant d&esdothélium et I'oxydation des LDL
limitant au final la formation de cellules spumesisé au total le développement de la plaque
d’athérome (MARTIN, 2001 ; MOZAFFARIAMt al, 2011).

» L’huile de poissons des mers froide

Du fait sa richesse en AGPIs de série oméga-3 (ER#), il constitue un aliment de
valeur diététique et nutritionnelle trés importaetepermet de lutter contre les MCV. Son
action consiste a :

* [linhibition de la libération de PDGF (Plated Dri/&srowth Factor) provenant de
'agrégation plaquettaire et du facteur analoguev@nant de I'endothélium lésé ;
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facteur qui stimulent la prolifération des cellulesusculaires et des cellules
spumeuses formé a partir des LDL oxydé ;
* un effet sur le métabolisme des lipoprotéines parmition des TG et des VLDL en
agissant principalement sur la synthése hépatiged @ et Apo B ;
» effet sur le cholestérol en augmentant le HDL-Ccades doses modérés et baisse de
LDL-C a forte dose (FOSSATI, 2001b).
= Acides gras polyinsaturés oméga-6
Trouvé principalement dans les huiles végétalesclade, mais, pépin de raisin,
tournesol et soja). Le mécanisme exacte sur les éf2lmal connu, mais ce qui est sure c’est
gu'’ils inhibent la synthése des VLDL et stimulecktabolisme des LDL (CZERNICHOW,
2011).

L’influence des AGPIs (n-6) sur le développement dardiopathies liées a
I'athérosclérose découle plus d’'un désequilibreeclds métabolites issus de ces AGs avec
ceux provenant des AGPIs (n-3) que d'un excés dA&PI (n-6) (WANG etal, 2009).

En effet, les activités biologiques des AGPIs (reB8jn-6) ainsi que de leurs métabolites
sont en équilibre et leurs actions s’opposent St{EBIESSALSKIet al, 2010).

Les deux voies métaboliques agissent de concent p@er un environnement pro-
inflammatoire et anti-inflammatoire équilibré airmgi’'une fluidité sanguine optimale. Le but
de ce jeu d'opposition est de maintenir un enviemnent réactif en cas d'agression par
l'intermédiaire du processus inflammatoire (RUS2Q09).

= Effets de 'augmentation du ratio oméga-6 / oméga-8ur le cceur
Les AGPIs de ces 2 séries sont des composantstanpodes membranes cellulaires, ne
sont pas inter-convertibles par 'Homme et appansnt donc au groupe des AGs essentiels.
(BIESALSKI €t al, 2010). L'apport en AGPI peut étre délétére salgport oméga-6 / oméga-
3 qui de (4/1) n'est pas respecté (HOLUB, 2002 et ERE, 2009).

Ces deux familles entrent en compétition au niveeaA6 et A5-désaturases (figure 7).
La balance penchant en faveur de la voie métatmlidont le précurseur est le plus
biodisponible. Un afflux de substrat oméga-6 eshcdsusceptible de compromettre la
génération d’'EPA et d’'DHA a partir de leur précursBLA (GRIMSGAARD et al, 1999).

Un déséquilibre de la ratiooméga-6 / oméga-3 contribue a la formation du thmasra
partir de la plaque d’athérome, désordres alleegqunflammatoires, augmente la
susceptibilité peroxydative des lipoprotéines etélactivité plaquettaire, la prolifération des
cellules adipocytaires et diminution de la résiséaa l'insuline. Tous ces facteurs augmentent
l'incidence de MCV (ANDERet al, 2003 ; BIESALSKIet al, 2010).

18



Synthése des données bibliographiques Atlosclérose
) AS A12 W15
JE0 —» 181ng > 18206 » 18:3n-3 ..
alais 0 linolesc a-linclene - ..,
slongase l l elongasa
o AB AB .
F Y
F
20-2n-6 18:3n-6 ”,, 18:4n-3 20:3n-3
mb-gicosadienoic +-linolenic stearidonic m3-gicosatrienoic
-".“‘" ..‘A.
lﬂlﬂﬂgﬂﬂ& lelungas.a
A8 L
- o it
20306 ..o 20:4n-3 &
Dihemo-y-linclenic elcosatetrasnoic
e |-
A7 .
20:4n-8 . - 20:5n-3
arachidonic eicosapentaenoic
l slongase lolongun ,.
22:5n-6 "_'fgf____ 22:4n-6 22:5n-3 ad 22:6n-3
wd-docosapentaencic adrenic a3-docosapentaenoic - | docosahexaenoic
T [l-oeadation l elongase lelongnu T [roxidation
WE 46
24:5n-6 P — 24:4n-6 24:5n-3 - 24:6n-3

wi-tetracosapentaenoic

wE-tetracosatetraenaoic

w3-tefracosapentasnoic

wd-tetracosahexasncic

-+~ chez les eucaryotes [] chezles mammiféres

Figure 7 : Biosynthése des acides gras polyinsaturés et dedeuivés (AFSSA, 2001

= Acide gras trans (AGT)

Les acides gras trassent des acides gras insaturés dont au moins wi#edibaison es
en position trans(MARCHAND, 2010). Les AGTspeuvent étre d’originenaturelles
(produits dans l'estomac des ruminants par lehbastqui y résident(DE SOUZAet al,
2015), incorporés dans les graisses corporelles des arimtadans leur lait ou d'origir
technologique (hydrogénation) afin de donner plascdnsistance aux huiles insaturée
pour en prolonger la conservati(WILLET, 2012). Les AGTgeuvent également sormer
lors du chauffage et de la cuisson des huiles aéEgh haute température que ce soit au «
des procédés industriels de transformation ou dierd'utilisation domestique de ces hui
(GEBAUEREet al, 2017).

On trouve les AGTs dans les platsparés, les confiseries, les biscuits, les vienmieis¢
les pates a tarte, les pates a tartiner, les catscobmmerciaux, les patisseries commerci
les croustilles, les craquelins, les céréales,bsesgranulas le beurre d'arachide (n
naturel), la margarine faite d’huiles hydrogénées partiellement hydrogénéesle
saindoux,...etdMOULIN, 2001)

En revanche, la consommation d’AGT est corrélééaden continue a 'augmentation
du risque cardiovasculair&OZAFFARIAN et al, 2006 ; DE SOUZAet al, 2015) sur une
large gamme d’apports de 1,3 a 16,1g/j. Un apportA&T supérieur a 2% de I'appc
énergétique total augmente le risque de maladidiaasculaire (BEALDEet al, 2005 ;
LEGERet al, 2005).
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|.7. Traitement et prévention des maladies cardiovasilaires

« Mieux vaut prévenir que guérir ». La préventi@s analadies cardio-vasculaires passe
surtout par un changement des comportements, eitecdmmencer le plus tét possible et
passe par une bonne hygiéne de vie au quotidigariiple d’une activité sportive modérée,
mais reguliere, la suppression du tabac, la suawe de son taux de cholestérol et le
contrOle de son taux de sucre permettent de lif@gerisques de MCV.

[.7.1. Diagnostic

Tableau IV : Quelques examens cliniques de diagnostique et piiéwe des MCV

Valeurs Valeurs indiquant la présence

Réfé
Type de dosage normales de MCV eférences
<
cholestérol total >0 42_092 i >2 g/L
cholestérol HDL ent.re 1'a g ; <0.4 g/l SAILE et al, 2007 ;
cholestérol LDL gl ' >1,6 g/l GIDDING et al, 2015
Dosage des BRUCKERT, 2013
. g . >1,75 g/l et CUGNET-ANCEAU,
triglycérides entre 0, 35- 2012
1,75 g/l
Dosage de la | 30-300 > 300 mg/24h KOROSHI, 2007
micro-albumine mg/24h

Dosage de la 1 mg/l risque faible ;
CgRP ¢ 1mg/l | entre 1-3mg/l risque moyen ;>  PIOTetal, 2004
3 mg/ |l risque élevé

> 1,26 g/ | a jeun depuis
8h ;> 2g/l, 2 h aprés une charge DROUIN €t al, 1993
orale de 759 de glucose

Dosage de la | entre 0,8-
glycémie 1,26 g/l

[.7.2. Régime méditerranéen

Le régime méditerranéens réduit plus de 30% leueistp maladies cardio-vasculaires et
de mort subite assurant ainsi une protection siraikacelle des médicaments les plus efficace
mais sans effet indésirable (ESTRU@tH, 2013).

Le régime méditerranéen est caractérisé par laooomsition de céréales, de légumes et
de fruits frais et variés. Ce régime comportait gewiande rouge, viande ovine et tres peu de
lait et de beurre, mais des fromages ou des yagetntlu poisson (ESTRUCH al, 2013).

Les lipides énergétiques (supérieure a 40 % deddapenergétique totale) y sont ajoutés sous
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forme d'huile d'olive et enfin du vin rouge qui eeshsommé modérément au cours des repas
(D’ALESSANDRO et al, 2015 ; DE LORGERIlet al, 2015 ; LIYANAGE et al, 2016).

Ce régime previent et diminue le risque des MC\t@ra la forte consommation de fruits
et des légumes riches en fibres, en vitamines etneero-constituants protecteurs
antioxydants, la faible consommation de graissésréas en raison du peu de viandes, de
charcuteries et de produits laitiers, I'huile dieliriche en acide oléique, certains poissons et
végétaux vecteurs d'acides gras oméga-3 (EILAT-AD2RL.3 ; GARCIA-FERNANDEZet
al, 2014).

[.7.3. Mode de cuisson et de préparation des alimen

Il existe différente technique de cuisson qui faitpel a de haute température. Ces
dernieres peuvent avoir un impact défavorable ausanté. Il existe pour chaque type de
matiére grasse une température critique au-deka d formation de produits toxiques
dangereux ((RABERt al, 2016). Certaines recommandations peuvent rédageffets :

o Pour les huiles: il faut respecter le mode d’emploi car certagmmnt utiliser pour
assaisonnement d’autres pour fritures ;
= Huile de friture : huile d’olive et d’arachide sont plus stable etipent
donc étre chauffé a haute température car ellesrgre en AGMI, en
antioxydants naturelle et contiennent des taux mésdén AGPI. Sont
egalement utilisé pour assaisonnement (LAMRI, 2005)

= Huile réservé pour assaisonnement(colza, soja, noix ...), il faut éviter
leurs utilisation pour cuisson car du fait de leaux élevé en acides gras
polyinsaturées (surtout I'acide linoléique) qui sorstable et risque donc
d’étre transformé par oxydation et formation deoggdes. Elles peuvent
étre utilisées aux cuissons légeres qui ne dépapssnl70 °C (PAGE,
1997).

Tableau V : Quelques composés naturels a effet antiathérogéne

Substances Exemples Sources Effets sur les MCV Références

alimentaires

Antioxydants | Polyphénols| Fruits et légumes plaquettaire; réduction deNIJVELDT et al,

Empéchent le processus
Poivron rouge | d’oxydation par la réductionFAVIER, 2003 ;

fraises ; de l'anion superoxyde, I|eKNEKT,
Vitamine C | agrumes ; mais etradicaux  hydroxyles g 2004;WILLCOX,
tournesol... peroxyles ; durcissement 2008 ; YE, 2008

stabilité de s artéres ;

Inhibition de I'agrégation

(acides (les éplucheurs dépbts lipidiques ; réductign2001 ; MINK et
phénoliques| en particulier) j des pressions sanguinesal, 2007 ; KAWAI
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flavonoides | café;  céréales| inhibition de [I'expressior| et al, 2008 ; MC-
et les| thé ; vin... des récepteurs scaveng¢] CULLOUGH,
lignanes) qui sont des acteu| 2011
importants dans la formatic
des cellules spumeus
(Kawai et al, 2008a)
céreales Diminution de le
complétes, le| cholestérolémiejysqu’ a 1

légumes se|
I'huile de graine

15 %) avec une diminutic
du taux de LDL san

LING et al, 1995 ;

de tournes(, ou|incidence sur le taux ¢/ LECERF, 2006
[B-sitostérol ;| encore HDL, cet effet est du a | GUPTA e al,
Phytostérols | sitostanol ; | incorporés dan| ressemblance structurelleu | 2011 ; EILAT-
campestérol| certains aliment| cholestérol et de| ADAR, 2013
comme de:| phytostérols ou ces dernie
vinaigrettes, de| entre en compétition avec

margarines et de

cholestérol pour la formatic

des micelles au niveades
anthérocytes ;

spécialités
laitieres

a“%

Y-ﬂu

<)
,f' { B
H.o S P N

Figure 8 : Structure 2D de cholestérol  Figure 9 : Structure 2D ds phytostérols

[.7.4. ROle de l'arginine et de la lysine

L’arginine est un acide aminé basique précurseacifique de I'oxyde nitrique (NO
L’'oxyde nitrique est un dérivé de I'endothélium apt étre une molécule endoge
antiathérogéne par une action vasodilatatrice en aeffet inhibiteur de l'adhérencdes
éléments sanguins circulants a la paroi vasculdii@ginine a la capacité de rétablir
réactivité des troncs artériels qui ne présentastde plaque a une stimulation vasodilata
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cholinergique. Cette action est liée a la productie NO a partir de l'arginine par la NO
synthétase endothéliale (FAVIER, 2003).

MADOUNI, (1999) a montré l'effet inhibiteur de Igdine sur le transport membranaire
de l'arginine ainsi qu’une action inhibitrice ditecsur 'enzyme NO synthétase endothéliale.
Ces données suggerent qu’un apport excessif emelygiurrait réduire la production de NO
induisant de nombreux effets toxiques ; réductiontohus vasomoteur, augmentation de
'adhésion des plaquettes aux cellules endothéli@e augmentation de I'inhibition de
I'oxydation des lipoprotéines. Or ces éléments somtliqgués dans la premiére étape de la
formation de la plaque d’athérome et semble enuiastain role important de la lysine par sa
capacité a entrer en compétition avec le transy@iilaire et le métabolisme d’arginine.

[.7.5. Les peptides bioactifs du lait

Les protéines du lait sont des précurseurs dedepé activité anti-oxydante grace a leur
richesse en certains acides aminés comme l'histidih en acides aminés hydrophobes.
L’action de ces peptides est leur capacité a imHdperoxydation des lipides en piégeant les
radicaux libres. Par exemple, un peptide dérivead&caseine de séquence Lys-Val-leu-Pro-
Val-Pro-GlIn-Lys, est I'un des peptides les plusceifes dans l'inhibition de I'oxydation de
I'acide linoleique.

Un autre peptide du lait issu de la 3-lactoglotulinun effet hypocholestérolémiant en
réduisant significativement le taux de cholesté@ést la lactostatine (séquence lle-lle-Ala-
Glu-Lys). Le mécanisme postulé serait que la Eeatie en se fixant sur les acides biliaires,
limiterait leur adsorption et donc diminuerait laux de cholestérol dans le sang. Elle
intervient aussi dans la modulation de la transiomp de I'enzyme cholestéroleo?-
hydroxylase qui intervient dans la métabolisatiépdtique du cholestérol (LEONIL, 2014).

|.7.6. Chocolat

Le chocolat contient une quantité importante deygiuénols complexes qui ont une
propriété antioxydants en provoquant la relaxaties vaisseaux et diminuent la sensibilité
des LDL a l'oxydation protégeant ainsi contre laniation des lésions athéromateuses
(DING, 2006). IL convient aussi de rappeler quech®colat qui est d’origine végétale ne
contient pas de cholestérol (il contient du chélest apporté par le lait). De plus les
phytostérols contenu dans le cacao entravent Ifpbsea du cholestérol alimentaire, il
contribue donc a nous protéger contre I'athéroesE(GALLEANO, 2009).
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Tableau V : Propriétés curatives et préventives de certailzargs médicinale

Plantes Propriétés Doses Contre-indications Référeas
- Hypotensive - Infusion : utiliser 20 gr de feuilles- Légers troubles digestifs, des maux de téte st| de
- régulatrice du rythme cardiaque (ou baies ou fleurs séchées) pour &fourdissements
- vasodilatrice litre d'eau bouillante et laisser infuset Iaglbeplnea_et de tlro_p forltles dzses provoqéjglzt de
- tonicardiaque 15 a 20 minutes, pour obtenir ungou es cardiovascuiaires. est onc conseigen
sdative d e wrall d i bst i as dépasser les doses recommandeées et si lasture e
- sé .a ive u;ys eme nerveux centra osg e |(?ace en su s.ances ac_'vgaursuivie sur le long terme, il est indispensdble
- antispasmodique - boire 2 a 3 tasses de tisane par j0Yfentrecouper les phases de prise par des phaspsSHEEMAEKER
Aubépine | - prévenir et traiter diverses affections| de préférence apres le repas du se#pos (2011)
cardiaques ou juste avant de se coucher. En cades effets de l'aubépine peuvent s'ajouter a ceux
- atténuer les troubles liés & la nervosité utilisation prolongée, réduire deélautres plantes ayant une action sur le cceurceta
moitié la dose d'Aubépine dande meédicaments tels que les antihypertenseurs, les
- : meédicaments contre les arréts cardiaques, | les
l'infusion . -
vasodilatateurs ou encore les tranquillisants st| le
anxiolytiques
- l'aubépine est déconseillée en cas de grossesse 0
d'allaitement, et ne doit pas étre consommée sass a
et suivi médical
- Aucune contre-indication connue, sauf pour |les
- diminue la tension artérielle - Ail frais. Consommer de 1apersonnes atteintes de porphyrie
(f(rju,ctosanes, potassium, magnesium 2 gousses (de 4 g a 8 g) par jour. | - éviter la consommation de quantités importantes
adenosine) . Ail séche. Prendre de 0,59 a 1 g parail avant et aprés une intervention chirurgicale
-fluidifie le sang (prostaglandines de | . : . : :
IR jour raison de ses effets anticoagulants qui pourraiegioNNE (2009
type Al ;I'ajoéne ; allicine) - lisé: Prend j . ( )
Ail - extrait normalisé : rendre deyugmenter les saignements OLIVIER (2015)

-dilate les artéres (les peptides y-
glutamyl et d’ajoene I'adénosine)
- de baisser le taux d’homocystéine da
le sang (vitamines B6, B9 et B12).
- anti oxydants (ca, Cu, br, Mg, P, K, H
Zn, sélénium, soufre)

200 mg a 400 mg, 3 fois/J
As ail vieilli. Prendre de 600 mg
900 mg/Jd
e, huile dalil (distillation a la vapeu

d'eau). Prendre de 5 mg a 8 mg/J.

- légers malaises gastro-intestinaux occasionndés
asuite d'une forte consommation d'ail

- possibles réactions de la peau ou des muqug
f'résultant de I'application topique d'ail frais

a8 SAOZEDDE,

(2017)
puUSes

24







Partie pratique | ntroduction

I ntroduction

La qualité d’'un produit alimentaire se définit commtant 'ensemble des propriétés et
des caractéristiqgues qui lui conférent I'aptitudesadisfaire des besoins exprimés par les
consommateurs, d’'ou la nécessité de son controle.

L’évaluation des parametres physico-chimiques dedyits alimentaires constitue une
étape importante pour le contrdle de la qualitee derniers. L’analyse des aliments passe
par la séparation et la quantification des diffé&segonstituants présents dans les aliments. La
séparation permet leur identification ultérieurat(me et fonction des constituants) et la
guantification permet de déterminer leur teneumtied et ceci se fait par différentes
méthodes ; titrimétriqgues (dosage da la vitamine $pectrophotométriques (dosage des
protéines, des glucides...etc), électrophoretiquelmeimatographiques.

25






Partie pratique Matériels et méthodes

[I. Partie pratique
II.1. Matériel et méthodes

Cette étude a été realisée entierement au laberafmédagogique de Biochimie
Analytique et Biotechnologie de I'Université Moulbivammeri de Tizi-Ouzou.

[1.1.1. Matériel

Tableau VIII : Matériels utilisés

Matériels biologiques Produits chimiques Verreriest appareillages

- Echantillons -Solvants - Verreries

Lait de vache Acide acétique, acideTubes, béchers, burette,
Lait reconstitué chlorhydrique, éthanol,éprouvette gradué, fiolgs
Lait UHT glycérol, méthanol, hydroxydeugées, micro seringue,
- Matériels biologiques de sodium ... pipettes et micropipette
Sérum albumine bovine | -Réactifs et colorants graduées

Trypsine Acide ascorbique, acrylamidge;Appareillage

bleu de bromophénol, bleu dégitateur magnétigue de
coomasie, dodécyl sulfate dealliasse, vortex, balance de
sodium, glycine, lactose, 2¢précision a 0.01g, bair

mércaptoethanol, N, N+marie, centrifugeuse
méthyléne- bis- acrylamide,(8000xg), etuve

persulfate d’ammonium, réactifyophilisateur a plateaux,
de folin-ciocalteu, rouge depH metre,

méthyl, TEMED, 2-6- spectrophotometre UV-
dichlorophénolindophénol, visible, unité

acide 3,5 dinitrosalycilique... | d’électrophorése sur minj-
-Sels et tampons cuve verticale, unité de
Carbonate de sodium, chloryrehromatographie basse

de potatium, tartrate de sodiyrpression...

et de potatium, TRIS,Autres matériels
Hydroxyde de sodium, Barreaux magneétique
CuS045H20 ... coupelles, éppendorfs, gants
et masques, laine de verre,
membranes de dialysg,
poires, Porte tubes...

[72)
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11.1.2. Méthodes
[1.1.2.1. Méthodes physico-chimiques
» Détermination de la teneur en protéines

En fonction de leur solubilité a pH 4,6 les pro&&mu lait peuvent étre réparties en deux
catégories : les caséines (insolubles a pH 4 @pgatrotéines du lactosérum solubles a pH 4,6
(ALAIS, 1984).

Il existe divers méthodes qui permettent de quantié concentration totale en protéines
dans un échantillon ; chimique (méthode de KJELDABUMAS, KOFRANY!I, dosage des
acides sialiques, LOWR¥t al, 1951) méthodes par titrages au formaldéhyde, méthod
turbidimétriques, méthodes électrophorétiques, auh chromatographiques, meéthodes
immunologiques et par action d'exopeptidases (GOIUlet al, 1986).

La méthode de KJELDAHL (1883) et celle de LOWIRYal (1951) sont les plus utilisés
au niveau des laboratoires d’analyses et de reoberclassiques et spécialisés. Pour notre
recherche on a utilisé celle de LOWRY at(1951) qui présente I'avantage d’étre rapide,
simple, facile a mettre en ceuvre est tres adaptélomage des protéines dans le lait.
Contrairement a la méthode de KJELDAHL qui est imaple a tous les produits alimentaires
et souvent utilisée pour sa répétabilité élevgarétente une bonne corrélation malgré le fait
gu’elle soit fastidieuse (GUILLO al, 1986).

o Principe de la méthode de LOWRY etl (1951)

Il s’agit d’'un dosage colorimétrique basé sur deéactions simultané : une réaction de
type Biuret, par laquelle les molécules peptidiqups contiennent au moins quatre
groupements (-CO-NH-) donnent en milieu alcalin aomplexe cuivrique coloré et une
réaction par laquelle les noyaux phénoliques digriasine et le tryptophane et a un degré
moindre de cystéines et histidines, réduisentda@hosphomolybdo-tungstique de Folin. A
'aide de spectrophotomeétre on mesure la densitiu (DO) a une longueur d’onde
=750nm (WATERBORG, 2002). La concentration desé@nas inconnues est déterminée on
se référant a une courbe d'étalonnage, DO= f [@blé& avec I'albumine sérique bovine
comme standard protéique (figure 10). Le mode apigeaest donné en annexe (01).
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Figure 10 : Courbe étalon pour le dosage des protéines paréthatie de LOWR Yetal
(1951). L’albumine sérique bovine (BSA) utiliséarane protéine de référence.

> Détermination de la teneur en sucres réducteurs

La détermination de la teneur en glucides dans cimardillon se fait par divers
méthodes : chimiques (réactif de Fehling, a I'Gotinacide 3.5 dinitrosalicilique,...),
physiques (polarimétrie, réfractométrie), enzymadi] (glucose oxydase, analyseur a
enzymes immobilisées), chromatographiques (HPLCY..(&USAKOVet al, 2011).

La méthode de Fehling est la méthode référentidilssée pour le dosage des sucres
réducteurs. Cette méthode de dosage repose statdation de liqueur de Fehling qui est un
mélange d'une solution de sulfate de cuivre eetldes Seignette en présence de soude par les
sucres.Cependant, aujourd’hui cette méthode devlestléte et on lui préféere des méthodes
telles que I'HPLC ou par spectrophotométrie IRisgs dans I'industrie (GUSAKO¥t al,
2011).

Pour notre analyse on dose les sucres réducternsifalement le lactose qui est le
sucre le plus abondant dans le lait de vache @iddy) grace a leurs propriétés réductrices en
milieu alcalin et a chaud vis-a-vis de l'acide 8ibitrosalicylique (3,5-DNS). Cette derniere
reste la méthode la plus recommandée et qui doleinkaboratoires vu sa rapidité et facilité
d’emploi bien qu’elle est moins précise et moinssg#ide (GUSAKOVet al, 2011).
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OH OH

Figure 11 : Structure de lacto, p-D-galactopyrannosyl; (»4) B-D-glucopyrannos

o Principe de la méthode

En milieu alcalin et a chaud I'acide 3,5 dinitrosdlique (DNS) est réduit en acide
amino-5nitrosalicique en présence de sucres réducteursoiingosé obtenu est rouge ora
a reflets pourpres (figure 12). leut étre dosé par spectrophotoméikiéLLER, 1959

COOH COCH

OH Sucre
reducteur Sucre hg
nmyde
03 NO»

Acide 3,5-dinitrosalicylique Acide 3-amino-3-nitrosalicylique
(jaune) (rouge orange)

Figure 12 :Réaction chimique de DNS sur les sucres réduc(ALARCON et al, 2009).

La concentration des sucres réducteurs des édbaatést mesurée a partir d’'une cou
d’étalonnage DO=f [Lacto}eréalisé avec une solution dactosea 1g/l (figure 13).Le:
conditions expérimentales sont représes en annexe (02).
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Figure 13 : courbe étalon pour le dosage des sucres rédugtauda méthode acide 3,5-
dinitrosalicylique DNS avec la solutiole lactose comme étalon.

> Détermination de la teneur en vitamine C

La vitamine C ou l'acide ascorbique est une lactdne acide hexonique comporte
fonction enediol(figure 14). De part sa structure chimique elle resativement stable €
milieu acide mais elle est facilement oxydée enemibasique par des oxydants. C'est sut
pouvoir réducteur, sa principale propriété chimique sont basées la plupart dechniques
de dosage (MOSER al, 199(; LUO, 2015).

=15
— > = > -
\/P_g
| g [ —

Figure 14 : structure dda vitamine C, R)-3,4-dihydroxy-5((9-1,2-
dihydroxyéthyl)furan-2(5H)-one

Actuellement on utilise deux méthodehimiques pour ce dose; la méthode de
TILLMANNS et P. HIRSCH(1932) qui indique que l'acide ascorbique rédudéstolore un
solution de 2-@dichlorophénolindophénol (DCPIP) et la méthode deMARTINI et A.
BONSIGNORE (1934) qui utilise la propriété de ldei ascorbique a décolorer st
I'influence de la lumiérblanche une solution de bleu de méthylene (BURUIAR®39).

La premiére méthode quoique trés répandue n'estpgasfique, par contre la deuxiel
meéthode est de loin la plus spécifique mais ilsyhjmas trouvé dans les liquides biologiq
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des substams capables dans les conditions de tr, de la méthodeje décolorer la solutic
de bleu de méthyléne sous l'influence de la luntiaache (BURUIANA, 1939

o Principe de la méthode de DCPI

Cette méthode consiste a la réduction du colorar,@d DCPI par I'acide ascorbique ¢
milieu acide. En présence d’acide ascorbique quuedon agent réducteur, la couleur
du DCPIPest réeduién un composé incolore. Cette réaction est undioéaedox : I'acide
ascorbique est oxydé en acidéshydroascorbique et le DCPIP est réduit en unposé
incolore DCPIPH. (figurel5), (CABELLO, 2009) Les conditions expériments sont
représentées en annexe (03).

OOH OOH
OH OH
+t6H'+ 66 ——Pp + 2H,0
NO; NO, NO, NH;
2.6 DCPI "acide déhvdroxvascorbique]

Figure 15 : Réaction de réduction de DCPIP par I'acide ascod (DURUPTHY, 2005)
[1.1.2.2. Fractionnement des protéines seriques bovir

Le lait cru a subit au départ un écrémage par ifegation (20mn, 5°C, 4000xq), le |
du lait est amené de 8 a 4,6 par addition d’'HCL)(48n a obtenu deux pha; un
surnageant (représente les protéines sériquesh atulot (représente les caseéines).
protéines sériques ainsi récupes sont dialysées 4°C pendant 24 heures conde I'eau
distillée sous agitation pour accélérer le phénans lyophilises(figure 21).

» Ladialyse

La dialyse est un procédé de séparation par memlatas molécules ou des i basée
sur les principes régissant la diffusion a traveres membraneerméable ou sel-perméable.
Les molécules diffusibles vont traverser la meméraelon le gradient de concentrat
(déplacement net des molécules du coté le pluseotrgcvers le coté le moins concentré
I'équilibre, les concentrations de chaque ee diffusible seront égales de part et d'at

» Hydrolyse enzymatique par la trypsine

L’objectif de I'hydrolyse enzymatique est de rengglales molécules synthétiques
recherche de molécules bioactives ainsi que dertéstsensibilité des protéir sériques a
I'action de la trypsine.
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La trypsine (EC 3.4.21.4) est une peptidase du pancréatique participant a la
digestion des protéines, son poids moléculairedes4000 Da et elle est active a ph 8 (
SZMOLA €t al, 2003). Elle s'agit d’'une endoprotéase qui hydmelies liaisons peptidiques
dans lesquelles un acide aminé basique Lys-|-Xa&@iXaa engage sa fonction acide
(BERNARD ¢t al, 2006), sauf dans le cas ou l'acide aminé suigahigmatisé ici par "Xaa")
est une Proline). Elle coupe en C-terminal de a@dea aminés (figure 13). En d'autres
termes, elle transforme les chaines polypeptideskaines peptique pour permettre
la digestion (BHAGWWANDINet al, 2003).Des volumes approprié de la trypsine sjouit@
aux protéines sérique afin d’obtenir un rapportaiel enzyme/ substrat (E/S) équivalent a
2%. La réaction d’hydrolyse a été arrétée par dagafa 100°C.

L’hydrolyse enzymatique par la trypsine a étéiséah une température de 40°C en
présence d’'un tampon TRIS-HCL & raisor® 1N, les hydrolysats de protéines sériques ainsi
obtenu sont prélevés a différents temps (TO : Ofn;, 15mn, T2 : 30mn, T3 : 60mn, T4 :
120mn), puis sont lyophilisé.

» Chromatographie d’exclusion

Ce type de chromatographie aussi appelé tamisadgcutaire ou gel-filtration (figure
16) vise a séparer les molécules en fonction de neasses moléculaires et leur formes
moléculaires a travers une phase stationnaire ppprqui permet d’éluer les protéines par
ordre décroissant en faisant passer les moléaesegllis petites en dernier et les plus grosses
en premier (HONG, 2012), (figure 17).

Les protéines sériques du lait de vache ont ét@é&qgar chromatographie de permeation
sur gel de sephacryl S100 qui est un gel préparégtizulation covalente d’'un allyle de
dextrane avec N, N’ méthyléne bis-acrylamide. Ceageine grande stabilité, posséde un
domaine de fractionnement situé entré 4010 Da. Le gel est mis en contact du tampon de
départ (TRIS-HCI, 0,02 M et pH 8,4), ensuite dégsmds vide puis introduit dans la colonne
(20x1cm) en une seule fois. L’élution a été faidesempérature ambiante avec le tampon
TRIS-HCI avec un débit de 0,46 ml/min.

Les protéines sériques lyophilisées (100 mg) solabdisées dans 2 ml de tampon TRIS-
HCI (0,02 M et pH 8,4), ensuite déposées en hald delonne et éluées dans ces conditions a
des débits constants. Des fractions de 2 ml sanieiies pour les identifier. Le protocole
expérimental est représenté en annexe (04).

32



Partie pratique Matériels et méthode

Figure 16 : Unité chromatographiq: Figure 17 : Chromatographie
d’exclusior (RITCHIE, 2012).

» Meéthodesélectrophorétique

L’électrophorése est une méthode utilisée pour rictibnnement desmolécules
biologiques ionisées (Acide ams, Acide nucléiquésLes molécules migrent dans un che
électrique a des vitesses différentes en fonctienlad masse moléculaire et la cha
électrique. Les moléculesnioniques migre! vers I'anode etes moléculescationiques se
déplacent vers la cathoddsNESE, 199), (figure 18).

Cette technique est tres utilisée en immunologidaets I'étue des protéinecar elle
permet apres la séparation des différentes pratéimer transfert sur une membr de
nitrocellulose ou de polyfluorure de vinylidénerafi'étre identifiées par le biais d'antico
spécifiques Cependant son inconvénient réside dans la difécdlextraire tous le matéri
dans I'echontillon originalElle permet aussi de traiter wultanément plusieurs échantillo
en méme temps (DUNBAR, 198

Une électrophorése verticale est réalisée sur urdgepolyacrylamide qui permet
migration différentielle des protéines. Ce derr@st I'un des supports électrophorétique
plus utilisés pour ces séparations en raison de ses difféaeatgages qui sont la transpare
et la reproductibilité, mais des précautions de utemtion doivent étre prise car
polyacrylamide est neurotoxique (TILSON, 1981). ¢ a ces mailled joue le r6lede tamis
qui freinent les protéines proportionnellemenleurs tailles(PM). Les protéines les pli
grosses restent proches de leur [s de dépbtsalors que les petites migrent plus
(CHRAMBACH, 1971).

La propriété de tamis des gelspolyacrylamide est liée a leurs structures paiiticalen
réseau tridimensionnel de fibres et de [ ; résultant du griffage d'unité de N-méthylene-
bisacrylamide (CH2=CH-C@OIH-CH2-NH-CO-CH=CH2) bifonctionnelle sur des chain
de polyacrylamide (CH2=CI€O-NH2) adjacente(HAMES,198{figure 19). La structure d
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gel est définit par les indices T (rapport (%) ygamide + bisacrylamide) sur le volume du
gel) et C (rapport (%) (bisacrylamide /acrylamidbisacrylamidg Sa porosité est ajustée en
faisant varier les concentrations relatives de b. dfa taille effective des pores d’'un gel est
d’autant plus petite que sa concentration en atrga est élevée (CHRAMBACH, 1971).

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

T= (b/ a+b) x 100(¥%
a : acrylamide (g) ; b : N, N-méthylene —bisacryilden(g) ; v : volume du tampon (ml).

La polymérisation est en général initiée par dwspliéate d'ammonium (NPLS;Og en
présence de l'accélérateur TEMED (N, N, N', Na@igthylenediamine). Le TEMED (sous sa
forme basique, ce qui implique un pH suffisammédet& catalyse la formation de radicaux
libres a partir du persulfate et initie donc laypoérisation (BIO-RAD, 2000).

0

0
_)\—-NHZ

Le monomére
d'acrylamide

/

s

0
I, ‘ZLNHN/_} M,

1

0
persulfate d’ammonium 0 0 \
S K,
0 0
i TEMED o/ o O
L Ak ! \NHEA)LNN?
. . \ AN
méthyléne-bis-acrylamide —(
M
0 0

Figure 19: Réaction de polymérisation entre
'acrylamide et le bisacrylamide

Figure 18 : Unité électrophorétique

L'oxygéne étant un inhibiteur de polymérisatiors, $®lutions de monomeres devraient
donc étre dégazées avant d'étre mises a polyméisgpworth, 1956). Le mélange
acrylamide / bisacrylamide / solution tampon / téaa'initiation de polymeérisation est
coulé dans un volume défini entre deux plagues eleevet des intercalaires de faible
épaisseur.

La révélation des bandes se fera par le bleu dmassie révélant une série de bandes. La
mobilité de ces protéines est inversement propurgtle a leurs masses. On dit que la
mobilité des protéines est linéairement proportedlenau logarithme de leurs masses. |l
devient donc possible de déterminer le poids detpres par comparaison a un marqueur de
poids moléculaires.
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» Electrophorése en conditions non dissociantes et malénaturantes
(PAGE-native)

Dans l'électrophorése en conditions non dénatwsi(PAGE-native les molécules sont
séparéees dans leur état le plus proche possibdeudétat nati Pour un support et un volta
donnés la vitesse de migration dépendra charge native de la moléculelus la charge est
importante, plus la vitesse de migratiora importante)la masse moléculairelus la masse
moléculaire est importante, plus la vitesse de atign de la molécule sera faible) et
structure tridimensionnelle. En effet, a masse mdére égale, une molécule pourra selo
forme étre plus oumoins ralentie dans sa progression par le suppat. exemple, un
molécule de structure globulaire sera moins rategti'une molécule de structure fibre
(NINFA, 1998).

En se basant sur la thode de HILIER (1976), nous avondilisé un gel de
polyacrylamide a T= 12% et C=2,7%. La polymérisatest catalysée par un générateu
radicaux libres composés de persulfate d’ammoniude 8 EMED.

Le tampon de gel est composé de (TRIS, 0,75M eB 8 Le tampon d’électrode ¢
constitué de (TRIS, 5mM glycine, 77Mn; pH 8,3). Les échantillons protéiques s
préparés a raison de 2mg/ml dans une solution antde tampon de gel (1/10 V/V) de
l'eau distille (7/10 VIV) et du glycérol 10% (V/V)Les conditions expérimentis sont
représentées en annexe (05).

» L’électrophorése en conditions dissociantes et dénsiantes (PAGE-
SDS)

Le SDS est undétergent tres puissant, trés hydrophobe qui rdesptliaisons noi
covalentes (BRUNELLEet al, 2019, (figure 20) Le SDS se fixe sur les zones hydrophc
des chaines peptidiques en dénaturant les protdaémscon réversible se fixe dessus avec
une densité linéaire approximativement const(BRUNELLE et al, 2014).

Un complexe SD$rotéine ainsi se forme comporte une charge négative ce qui rer
charge des protéines négligeis. La séparation se fait donc uniquement en fonatiera
masse moléculaire (ANDREW, 201(voir annexe 06).

Figure 2C : Structure de SDSJpdécylsulfate de sodiul
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Ce type de séparation est basé sur un systemebiepie comprenant 2 types de gels :

- Un gel de concentration (T=4% et C=2,7%) en tamp&IS- HCI, pH 6,8, faiblement
réticulé qui n’exerce aucun effet de tamisage moéde et tend plutdt a concentré les
échantillons.

- un gel de séparation (T=17% et C=2,7%) en tamis-HCI, pH 8,8 a travers lequel les
protéines migrent selon leur PM (LAEMMEt al, 1973).

L’échantillon protéique est chauffé a 100°C pendarnin en présence du détergent
anionique SDS (10% P/V) et d’'un agent réducteuregtile 2-mercaptoethanol (2-ME ; 4%
V/IV) chargé de rompre les liaisons disulfures.

» Révélation des bandes de migration électrophorétiss

A la fin de la migration le gel est démoulé ensieteprotéines sont fixées par immersion
du gel dans une solution d'acide trichloracétiq@€A) (12%, P/V) pendant 45min puis
révélées apres 2 a 4h par immersion dans une @oldd bleu de coomassie (0,2%, P/V),
d’eau distillée (1volume) et de TCA (2%, P/V). Lacdloration est effectuée par plusieurs
lavages dans une solution (eau/ méthanol/ acidggaeg dans les proportions respective
3,12/ 1,5/ 0,37(VIVIV).
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Lait de vache
¥ Ecimage par centrifugation Créme écartée
(4500xg/20 min/4°C)
Lait écrémeé

Caséines
¥ Acidification (HC14N)apH 4.6 ;
* Centrifugation (4000xg/20 min)

Protéine sériques

» Dialyse 24h 3 4°C contre I"eau distillée ;
» Congélation ;
»  Lyophilisation.

Lyophilisats

Hydrolyse enzymatique J = Chromatographie de permeation J

¥ Enzyme : la trypsine (E/S : 2/100) ; T

* Incubation des aliquotes pendant 0 ;
15;30;60; 120 min a 40°C ;

» Chauffage & 100°C/5 min,

| Hydrolysats J

{ \

Electrophorése J ~ Contrle électrophorétique

PAGE-SDS PAGE-native

A"

“

Figure 21 : Etapes sulvie lors de I'isolement des proteines|ses a partir du lait de vache
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Il.2. Résultats et discussions
[1.2.1 Analyses physico-chimiques
[1.2.1.1. Composition en protéines du lait de vache

L'analyse des résultats présentés dans la figuren@@tre que la teneur en protéines
totales est de 30,36 g/l, 23,42 g/l et 21,39 giirpe lait de vache cru (LV), le lait reconstitué
(LR) et le lait UHT, respectivement. La teneur aot@ines totales pour LR et UHT est
inférieur a celle du LV.

La concentration moyenne en protéines totales itlwéavache donnée par COURTET,
(2010) est de 32 g/l. Cette valeur est conformelfe ¢rouvé pour notre lait de vache cru
(30.36 g/l). Bien que la quantité en protéines tntesijours pas stable, plusieurs facteurs
interviennent en modifiants cette valeur ; enviementaux (climat, une alimentation riche
ou pauvre en plantes herbaceées), espece (vadeessibu non) et la race, etc.

Les protéines sont des molécules sensibles a |lewhae qui fait que les divers
traitements thermiques appliqués sur le lait emstrie peuvent avoir des effets dénaturants
sur ces derniéres. En effet, lors du chauffagerémstions de dénaturation et d’agrégation de
protéines se produisent et le phosphate de calpiéuipite. Cet effet est en fonction de
l'intensité du traitement thermique (la pasteurtsatdans le cas du lait reconstitué et la
stérilisation dans le cas du lait UHT) et la dullédraitement impliqgué (CALVO, 1995).

La sensibilité des protéines du lait est due pp@leiment aux protéines sériques car les
caséines sont moins sensibles a la chaleur. Lé&rafifes protéines sériques n’'ont pas la
méme résistance face aux traitements thermiquesolelre de sensibilité est comme suit ;
immunoglobulines > sérumalbumine$-tactoglobuline >u-lactalbumine (CORREDI@t al,
1996). Le chauffage des protéines sériques entfaimeerture des structures secondaire et
tertiaire qui permet I'agrégation de ces protéimetse elles ou avec les micelles de caséine.

Les conditions du stockage et de transport inflaeissi sur la teneur en protéines dans le
lait et cela peut étre expliqué par la proliférataes bactéries lactiques qui utilisent une partie
des protéines pour initier la fermentation lactigggAUNGANA et al, 1996).
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Figure 22 : Histogramme représente la quantité des prot«dans trois échantillons de |
(LV: lait de vache cru, L : lait reconstitué et UHT).

[1.2.1.2. Composition en sucres réducteurs du lait de vact
Les résultats de dosage des sucres réducteurauslggeunr les déférents échantillons anal
(figure 23)sont respectiveme de 45,4 g/l, 43 g/l, et 48,5 g/l pour les laits LNR et UHT
La concentration en sucres réducteurs dans laléaitache (45.4 g/l) est inférieure a ci
enregistré par POUGHEO# al (2001) qui est de 48-50 g/l.

La teneur en sucres réducteurs dans le LR estelégt inférieure a celle du L\Le
chauffage du lait entraine une certaine transfdonates sucres réducteurs présentent da
lait y compris le lactose qui est le sucre majortalans le lait ainsque des sucres simpl
tels que le glucose et galactose qui se trouvéatai libre ou provenant de la dégradatior
lactoseLes sucres réducteurs présents dans le lait sqtijues dans deux types de réacti
de dégradations, soit l'isomérisatiou la réaction de Maillard. La premiére est f
importante d'un point de vue quantitatif & des #@majures supérieures a 100 °C tandis q
seconde prédomine a des températures inférieufe302C (VAN BOEKEL, 1998. Cela
explique la diminution Iégerge la quantité des sucres réducteurs dans I

La quantité des sucres reducteurs dosés au nive&itdJHT (48.5 g/l) est plus élev

par rapport au LV et LR. Ce résultat peut étre iguél par I'addition d’'une quantité de su
au cours du traitemémdustriel du lait dans le but d’améliorer seslgéas organoleptique

39



Partie pratique Résultats et discussic

[Sucres
réducteurs] g/l

49
48
47
46
45
44
43
42

a1 Echantillons

LV LR E2

Figure 23 : Histogramme représente la quantité de lactose diffasent types du lait d
vache (LV: lait de vache cru, L : lait reconstitué et lait UHT

[1.2.1.3. Compositior en vitamine C du lait de vache

D’aprés les résultats obtenus (figure 24) on reommrgne variation de la teneur
vitamine C dans les différents laits qui sont de&52@g/l, 16.4 mg et 8.2 mg/l pour le la
LV, LR et UHT, respectivemen

La quantité de la vitamine C dans I'échantillonldtiest un peu plus élevé par rapg
au donnée de POLONOVSKEet al (1971) qui est de 19 mg/l pour un lait de vachev@nant
des races étranger et jusqu'a 20 +0.6 mg/l poulaiirde vache cru local (EAZIZ et al,
2004).

La quatité de la vitamine C dans le | est Iégérement inférieure a celle trouvée dai
lait LV. Cela peut étre expliqué par la légere galit® de la vitamine C a la pasteurisati
avec une perte de 10 % en vitamine C (FAO, 1

En revanche cette quantité diminue presque de laénfusqu’a 50%) pour le lait UH
(traitement thermique intense). Cela peut étreiguplpar la fragilité et la sensibilité de
vitamine C a la lumiére et au traitement therm (BLANC, 1966). D’autre part le stocka:
du lait au réfrigérateur (2 a 4 °C) pendant 36 esutétruit la moitié jusqu’a trois quarts de
vitamine C (FAO, 1995).
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Figure 24 : Histogramme confrontant la composition en vitan@hdans différents laits ¢
vache (LV: lait devache cru, LR lait pasteurisé et UH1

11.2.2. Analyse chromatographique
L’analyse chromatographique des protéines sérida@snes sur gel de permeati
(séphacryl S100) a révélée 5 pics notés F1, F2FE3t F5 de volume d'élutir différent
comme il est indiqué dans le chromatogramr-dessous (figure 25).

Le contrdle électrophorétique en PA-native (figure 26) réalisé sur les fractic
obtenues par chromatographie de permeation sutegegphacryl S100 montre I'existence
4 bandes d'intensités différentes qui correspondent lgs, BSA, a-La et [-Lg migrant
essentiellement selon leur charge et leur poid€cutdire.

Les fractions F1 et F5 renferment une seule baodeagresponds a le-Lg, alors que les
fractions F2 et F3ie renferment aucune bande ce qui veut dire qurauguotéine n'a ét
éluée. La fraction F4 renferme 4 bandes qui coomdent aux Igs, BS/a-La et R-Lg.
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Densité (DO
035 - F1 F2
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0,25 A ﬂ
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Figure 25 : Chromatographie Sur gel de permeationprotéines sériques bovines si
Séphacryl S100colonne (20 x 1cn; Tampon TrisHCI 0.02 M, pH 8..; Dép6t 50 mg
de protéine ; Débit d’élution 0.46 ml/min.

F1 F2 F3 Fi4 F5

Figure 26 : Electrophorégramme en PA«- native (T =12 % et C = 2,7 %) et issu d
chromatographie de permeation sur gel de seph&tg0
(T : témoin, T:: B-Lg= R —lactoglobuline).
La révélation des protéines est réalisée aveele dd coomasie R2!
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L’électrophorégramme (figure 2révéle que :

- On apu isoler la Rg dans ledractions Flet F5.

- Plusieurs protéines sériques, a savoir les Ig8SIA, laa-La et la [-Lg était présentes
dans la fraction F4. Ceci engendre une mauvaisaraémp de ces protéines
chromatographie de permeati

Afin d’obtenir une meilleur séparon des protéines sériques bovines d’'autres métt

plus performantes sont actuellement utilisés y a@rlp chromatographie d’échange d’ic
dans les conditions de haute performances (FPLICsgure une pureté de haut degré en
seule étape de séptoa, ou la combinaison entre plusieurs techniqleematographique
(de permeation, d’échangeuse d’'ions d’affinité,)e

[1.2.3. Hydrolyse enzymatiques des protéines sériques hogs par la trypsine

Les fractions protéiques du lait de vache prés¢ un double intérét nutritionnel
technologique. Les protéines constituent une sodt@eides aminés indispensable avec
apport énergétique faible et comptent des peptiiésont un réle biologique importa
(MAUBOIS et al, 1991). Elle joue aussi uible fondamental dans I'industrie laitiere grac
ces propriétés moussantes, émulsifiantes, gékfsamtc (CAYOT, 1998).

Aprés hydrolyse enzymatique des protéines sérigaefa trypsinea une température
40°C, les hydrolysats de protéines sériques obtsanst prélevés a différents temps : 0
mn, T1: 15 mn, T230 mn, T:: 60 mn et T4 : 120 mn). Par la suite a effectué un contrd
électrophorétique en PAGEDS. Le résultat obnu est présenté par la figure (.

T T0 T1 12 T3 T4 S

Figure 27 : Electrophorégramme en S-PAGE (T = 4,8 % et C = 2,7%) des fractions
I'hydrolyse enzymatique des protéines sériquestas
T : Protéines sériques totale0, Ty, T, Tset T4: Prélévement ddsydrolysats enzymatique
des protéines sériques a des temps diffé ; 0 min, 15 min, 30 min, 60 min et120r ; SI :
Protéines sériques sans enzyme incubées a 40 Hamei?0 mir
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Les bandes enregistrées dans le premier p : témoin) correspond 3 protéines (lg,
B-Lg eta-la de poids moléculaires de 150 a 1000 KDa, 184eKDa, respectivement) ¢
méme bandes sont visualisés au niveau de TO (pomdsa un mélange d'échantill
protéique et enzyme sans traitement thermicLes bandes enreggrées au niveau du dern
puit SI (Protéines sériques sans enzyme incubé a 4@ridapt 120 min) sont comparabl
ceux enregistrées au niveau de TO. Ce résultatgeuexpliqué par le fait que la tempérai
(40 °C) n'a aucune influence sur la cture des protéines sériques.

Les bandes correspondantes a I'lg commencent ardisqe a partir de 15 min du fait
sa sensibilité a 'enzyme. La bande correspondané&p-Lg devient plus fine ce qui tradt
son hydrolyse.

La B-Lg est une protéine globulaire de structure comgacbmposée de 162 résic
d’acides aminés et dont la masse moléculaire velast de 18,kDa (BROWNLOW et al,
1997). La structure tertiaire de If-Lg a I'état monomeérique comprend 9 feuillets
antiparalleles (ROUFIK, 2005), (figure 28). Cetteusture ne permet pas a la tryps
d’accéder facilement aux liaisons peptidiq

Figure 28 : Structure tridimensionnelle de p- lactoglobuline (BROWNLOW et al, 199

CHOBERT et al (1991) ont démontré que IB-Lg est fortement hydrolysée par
trypsine a pH 8. L'ouverture partielle de la cavitgdrophobe de la protéine a pH alc:
(TANFORD et al, 1959 ; QINet al, 1998a) permettrait d’expliquer I'efficacité detigpsine &
ce pHles sites de coupures de la trypsine s-Lg sont illustré dans la figure :
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Leu; - Ile - Val - Thr - Gln - Thr - Met - I.}'s.—'(ily = Lewgy - Asp - 1le - Gin - l.ys!\"ul -
Ala - Gly - Thr - Trp - Tyry - Ser - Leu - Ala - Met - Ala - Ala - Ser - Asp - lle - Sery, -
Leu - Leu - Asp - Ala - Gln - Ser - Ala - Pro - Leu - ﬁrg‘ﬂ.-' Val - Tyr - Val - Glu - Glu -
Leu - Lys - Pro - Thr - Prog; - Glu - Gly - Asp - Leu - Glu - [1e - Leu - Leu - Gln - I.}'sﬂ!
Trp - Glu - Asn - Gly - Glu - Cys - Ala - Gin - I.}'s'-'lz}'s-,,,'-'lle - 1le - Ala - Glu - I,}rs'-"['hr
- Lys !Ilc = Pro - Alag, - Val - Phe - l.ysl—'l le - Asp - Ala - Len - Asn - Glu - Asngg - I.ys!
Val - Leu - Val - Len - Asp - Thr - Asp - Tyr - Lys !Lj.rs -'T}'r - Leu -Leu - Phe - Cys -
Met - Glu - Asn - Seryyg - Ala - Glu - Pro - Glu - Gln - Ser - Leu - Ala - Cys - Glnggy, - Cys -
Leu - Val - Arg !Thr - Pro - Glu - Val - Asp - Aspy3g - Glu - Ala - Leu - Glu - Lys !Phe -
Asp - I.}-s!f\la - Lengq - Lys -'Mn - Leu - Pro - Met - His - 1le - Arg! Leu - Ser gy - Phe -

Asn - Pro - Thr - Gln - Leu - Glu - Glu - Gln - Cys; g - His_ I1e5,

Figure 29 : Localisation des sites de coupures théoriques tigdaine # : Lys, Arg) dans
la structure primaire de [¢-Lg variant B.

L’ a-La est unéholoprotéini comportant 123 acides aminés, pour une masse de&Da.
Elle est composé d&8,1% hélicea et 13,3% feuillep et 15,6% de coudgs(figure 30).

Figure 30 : Structure tridimensionnelle deullactalbumine du lait bovin (JOHNKEet al,
2012)

L’ a-La présente une structure protéique riche en ly§aible en arginine). Ces acid
aminées constituent le site de coupure de la tngpsnais du fait dsa structure globulaire
compacte rend ces sites de coupures inaccessiblesla trypsine. es différents sites ¢
coupures de la trypsine surdd_a sont illustrés dans la figure 31.
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1 1 i )
EQ- L TR L PR B LR L R G U5 LB BT T D5
1 1
1 1 G0
TG TG D R BN D L TN T G R L D T L

2R 1-C-5-E- RV N-Q--1-C-ER Y,

Figure 31 : Localisation des sites de coupures théoriques tigdaine # : Lys, Arg)
dans a structure primaire de talLa.
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Conclusion

Plusieurs facteurs influencent sur la qualité etdigponibilité du lait bovin vu sa
composition chimique complexe et microbiologiqueileament altérable par I'action des
bactéries lactiques d'ou la nécessité des transftooms industriels (pasteurisation,
stérilisation...etc.) dans l'objectif d’'augmenter durée de conservation de ce produit. En
revanche ces traitements influence sur sa composg fonction du degré et la sévérité du
traitement appliqué.

Les résultats obtenus dans notre stage pratiquéengue :

- L'analyse du lait pasteurisé et lait UHT par léthode de Lowrt al, (1951) montre
une diminution dans leur composition en protéinas y@apport au lait de vache cru. Ces
résultats peuvent étre expliqués par la sensiloiégprotéines aux traitements.

- De faibles variations en sucres réducteurs daraitt UHT et lait reconstitué ont été
trouvées en utilisant la méthode de 3,5-DNS. Cela g’expliquer par le fait que les sucres
ne sont pas facilement détruits par la chaleurp@ut aussi I'expliquer par I'ajout de sucres
au cours des transformations industrielles dansbjdaif d’améliorer sa qualité
organoleptique et répondre aux besoins des consteursa

- Les résultats obtenus pour le dosage de la viar@i dans le lait de vache cru, lait
reconstitué et lait UHT en utilisant la méthode 216-dichlorophénolindophénol (DCPIP)
montrent la sensibilité de la vitamine C a la passation et a l'ultra haute température
(UHT).

- Les protéines sériques bovines séparées par etwgraphie de perméation sur gel de
Séphacryl S 100 n’ont pas pu étre purifié a I'exicgpde lap Lg qui a pu étre isolé dans les
fractions F1 et F5. L'utilisation d’autres technégunotamment a hautes performances,
comme la HPLC, pourra améliorer ce résultat.

- De toutes les protéines sériquesydaa semble étre résistante a I'hydrolyse trypsique
qui pourrait s’expliquer par sa structure globdaitompacte maintenu par 4 ponts disulfures,
ce qui pourrait masquer les sites se trouvant au deela protéine.

Les méthodes utilisées sont de mise en ceuvre fatdlefaible colt et permettent
d’obtenir des résultats fiables. Ces méthodes mmumettent un controle de qualité des
produits alimentaires, d'assuré aux consommateurs bonne qualité organoleptique
(satisfaction), hygiénique (service), ainsi qu'urenne qualité nutritionnelle (santé), ce qui
constitue une garantie aux consommateurs.

47






Réferences bibliographiques

AFSSAPS. (2005)Prise en charge thérapeutique du patient dyslipigi¢e.

AIRED W.C. (2004). Endothelium as an organ system. Crit Care Med)32{1-9.

AGNESE J.F. (1994).Principes et analyse des données de I'électrophatés protéines
enzymatiques. Centre de Recherches Océanologifjbiean, Cote d'lvoire.

AKOUDAD H., EIl KHORB N., SEKKALI N., MECHARFI A., Z AKARI N., OUAHA

L., LAHLOU I. (2015). L’infarctus du myocarde au Maroc: les données efyistre FES-
AMI. Science Direct, 64, 434-438.

ALARCON E.C., MANRIQUEZ N.R., ALVAREZ M.T., SILES E .T. (2009).
Optimization of anaerobic thermophilic culture ciiiwhs for increasing xylanase enzyme
production with encapsulated and free bacterianstr& OFARBO, 7(2), 51-59.

ALAIS C, (1984). Science du lait - principes deshtgiques laitieres. Paris, Editions Sepaic.
4°Megd., 814 pages.

AMARA T., BOUGHELLOUT M. (2015). Les effets protecteurs des plantes médicinales
contre stress oxydant. Mémoire de fin d’étude, Ersité des Freres Constantine, Mentouri,
Algérie.

ANDER B.P., DUPASQUIER MC., PROCIUK M.A and RPERCE G.N. (2003).
Polyunsaturated fatty acids and their effects oriogascular disease. Experimental and
Clinical Cardiolgy, 8(4), 164-172.

ANDRE P., SIX M., GRISON C., METRON. (2013).Intérét d'une activité physique
adaptée pour la correction des facteurs de risqodiavasculaire chez le sujet coronarien.
Kinesither Rev, 13(135), 23-28.

ANDREW B., NOWAKOWSKI., WILLIAM J., WOBIG., DAVID H ., PETERING.
(2014). Native SDS-PAGE : High Resolution Electrophoretiep&ration of Proteins With
Retention of Native Properties Including Bound Mébas. Metallomics, 6(5), 1068-1078.

ANSES. (2011).Actualisation des apports nutritionnels conseilpEsir les acides gras.
disponible en ligne sur I'adresse : http://www.anocuments/NUT2006sa0359Ra.pdf.

ARONOW H.D., BECKMAN J.A. (2016). Parsing Atherosclerosis : The Unnatural History
of Peripheral Artery Disease. Circulation, 134, 412®.

ARUOMA O.1. (1998). Free Radicals, Oxidative Stress, and Antioxidamtduman Health
and Disease. JAOCS, 75(2), 199-212.

ASSMANN G., CARMENA R., VALENCIA P.C., MUNSTER J.C., FRUCHART.,
LEWIS B., MANCINI M., OLSSON A., LINKOPING R., MILA N M.T. (1998). Maladie
coronarienne : réduire le risque. Nouvelle Sodi¢tncaise d’Athérosclérose.



Réferences bibliographiques

BAAZIZ F et SADAT L. (2003). Analyses physico-chimique et électrophorétiqus de
protéines, des laits de mélanges provenant dedeaxpde chamelles des régions de Ouargla,
Djelfa, lllizi, et Tamanrasset. Mémoire, Universilduloud Mammeri, Tizi-Ouzou, Algérie.

BAELDE D., BERTA J.L., BOUGNEUX P., CHARDIGHY J.M., CLOUET P., COMBE
N., DU CHAFFAUT L., GERBER M., JUANEDA P., LAFAY L., LAGARDE M.,
LALOUX L., LEDOUX M., LEGRAND p., QUIGNARD-BOULANGE A., SCHMITT
B., SEBEDIO J.L. (2005).Risques et bénéfices, recommandations pour l& sk acides
gras trans apportés par les aliments. Avenue déi@Ebeclerc, AFSSA, 27-31.

BEAUDEUX J.L., DELATTRE J., THEROND P., BONNEFONT-R OUSSELOT D.
LEGRAND A., PEYNET J. (2006). Le stress oxydant, composante physiopathologigue d
I'athérosclérose. Immuno Analyse & Biologie Spésésd, 21, 144-150.

BENOWIT Z. (1988). Pharmacological aspects of cigarette smoking aimbtine
addiction. N Engl J Med, 319, 1318-30.

BERNARD J.P., LOMBARDO D., MAS E. (2006).Physiologie du pancréas exocrine. éd.,
Elsevier Masson SasS, Paris.

BHAGWWANDIN V.J., HAN L.W., MALLEN S.T., CLAIR J., WOLTERS P.J. ,
CAUGHEY G.H. (2003). Structure and activity of human pancreation, aehdwptique
serine petidase expressed primarily by the padrBsol Chem, 278, 336-72.

BHATTARAI., SHAH S.K., LIMBU K. (2014). Conduction of sodium dodecylsulfate in
presence and absence of Na2SO4 and ZnSO4 in aqueedis at room temperature.
Scientific World, 12(12), 41-43.

BIESALSKI H.K., GRIMM P. (2010). Atlas de poche de nutrition. éd., Flammarion, $ari

BLANC B. (1966). Influence du stockage et des traitements industiselr la teneur en
vitamine du lait de vache. Le Lait, INRA Editiod(453-454), 141-158.

BROWNLOW S., MORAIS CABRAL J.H., COOPER R., FLOWER D.R., YEWDALL
S.J., POLIKARPOV I, NORTH A.C., SAWYER L. (1997). Bovine beta-lactoglobulin at
1.8 A resolution-still an enigmatic lipocalin. Stture, 5, 481-495.

BOHN SK., WARD N.C., HODGSON J.M and CROFT K.D. (2.2). Effects of tea and
coffee on cardiovascular disease risk.Food FundiMed, 3(6), 575-91.

BONNEFONT-ROUSSLOT D., GARDES-ALBERT M., JORE D., DELLATTRE J.
(1998). High density lipoproteins and the oxidative theof atherosclerosis. JOHN LIBBEY
EUROTEXT, 10(3), 166-74.

BONNEFOY E., LEFEVRE G., GARBARZ E., DEVAUX J.Y., BUGUGNANI M J.,
MARIE P.Y., INGRAND J., DROUET L., DAUNIZEAU A., RO DRIGUEZ-LAFRASSE
C. (2002).Les marqueurs cardiaques. Cahier de Formatiom@m®Médicale, 27(25), 15-20.



Réferences bibliographiques

BONNET J. (2001).L’Athérosclérose. Médecine/Sciences, 17, 559-67.

BOUDIN B. (2006). Stress oxydant et pathologies cardiovasculairdsCdrdio, 2(1), 43-52.

BOUDIN B., COHEN A. (2009) Données épidémiologiques des maladies cardiolzses!
et prise en charge des accidents cardiovascul&male Francophone Des Laboratoires, 409,
27-39.

BROWNLOW S., MORAIS CABRAL J.H., COOPER R., FLOWER D.R., YEWDALL
S.J., POLIKARPOV I, NORTH A.C., SAWYER L. (1997). Bovine beta-lactoglobulin at
1.8 A resolution-still an enigmatic lipocalin. Stture, 5, 481-495.

BRUNELLE J.L.,, GREEN R. (2014). One-dimensional SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis (1D SDS-PAGE). Methods Enzymol, 581-9.

BURUIANA L. (1939). Le taux de I'acide ascorbique dans le lait de qued mammiferes.

Le Lait, 19(185), 449-454.

CABELLO C.M., BAIR W.B., BAUSE A.S., WONDRAK G.T. (2009. Antimeelanoma

activity of redox dye DCPIP (2,6-dichlorophenolipt@nol) is antagonized by NQOL1.
Biomedical Pharmacologie, 78 (4), 344-354

CABROL C., VIALLE R., GUERIN-SURVILL H. (2002). Anatomie du cceur humain.
Niveau PCEM2 - EIA cardiologie, Université PierteMarie Curie.

CALVO M.M. (1995). Heat-Induced Interactions between Serum Albunmmmunoglobulin,
and k-Casein Inhibit the Primary Phase of Rennetifaurnal of Agricultural and Food
Chemistry, 43, 2823-2827.

CHRAMBACH A., RODBARD D. (1971). Electrophorese sur gel de polyacrylamide.
Science, 172(3982), 440-51.

CHRYSANT S.G. (2017). The impact of coffee consumption on blood pressure
cardiovascular disease and diabetes mellitus. ER®sr Cardiovasc Ther,15(3) ,151-156.

CHOBERT J.M., DALGALRRONDO M., DUFOUR E., BERTRAND- HARD C.,
HAERTLE T. (1991). Influence of pH on the structural changegidactoglobulin studied
by tryptic hydrolysis. Biochemica et Biophysica Act0, 31-34.

CORNELIS M.C and EL-SOHEMY A. (2007). Coffee, caffeine, and coronary heart
disease. Current Opinion in Clinical Nutrition aviétabolic Care, 10, 745— 751.

CORRAO G., RUBBIATI L., BAGNARDI V., ZAMBON A., POl KOLAINEN K.
(2000).Alcohol and coronary heart disease: a meta-arsalgsidiction, 95, 1505-1523.

CORREDIG M., DALGLEISH D.G. (1996). Effect of temperature and pH on the
interactions of whey proteins with casein micelleskim milk. Food Research International,
29(1), 49-55.



Réferences bibliographiques

COURTET L.F. (2010). Qualité nutritionnelle du lait de vache et de aegles gras. Voie
d’amélioration par I'alimentation, thése de doctpracole natoinale veterinaire d’Alfort,
Alfort.

COVAS M.I. (2007). Olive oil and the cardiovascular system. Pharnagoél Research, 55,
175-186.

CZERNICHOW S., THOMASD et BRUCKERT E. (2011). Acides gras oméga-6 et
maladies cardiovasculaires, Recommandations enéraatl’apport alimentaire. Med Sci,
27(6-7), 614-618.

D’ALESSANDRO A., DE PERGOLA G. (2015).Mediterranean Diet and Cardiovascular
Disease: A Critical Evaluation & Priori Dietary IndexesNutrients, 7(9), 7863—7888.

DANIEL J.R., HOVINGH G. K. (2014). HDL and cardiovascular disease, Lipids and
cardiovascular diseaselZancet, 384, 618-625.

DE CATERINA R ., ZAMPOLLI A ., DEL TURCO S., MADINNA R., and MASSARO
M. (2006). Nutritional mechanisms that influence cardiovasculisease. The American
Journal of Clinical Nutrition, 83(2), 421S-426S.

DEHMOLAEI A., VAD M. (2014). Comparative study of adsorption isotherms of vitami
C on multi wall and single wall carbon nanotubeie@®rJ Chem, 30(1), 233-236.

DE LORGERIL M., SALEN P. (2015). Régime méditerranéen et maladies
cardiovasculairesSpringer Link, 13(2), 91-95.

DE SOUZA R.J.,, MENTE A., MAROLEANU A., COZMA A.l., HA V., KISHIBE T.,
ULERKY E., BUDYLOWSKI P., SCHUNEMANN H., BEYENE J., S ANAND S.S.
(2015). Intake of saturated and trans unsaturated fatiysaand risk of all cause mortality,
cardiovascular disease, and type 2 diabetes: sgtitemeview and meta-analysis of
observational studies. BMJ, 351, 3978.

DI CASTELNUOVO A., ROTONDO S., IACOVIELLO L., DONATI M.B., DE
GAETANO G. (2002). Meta-analysis of wine and beer consumption intieato vascular
risk. Circulation, 105, 2836-2844.

DOOST S.N.,GHISTA D., SU B., ZHONG L., MORSI Y.S. (2016).Heart blood flow
simulation. BioMedical Engineering, 15(1), 101.

DROUIN P., BLICKLE J.F., CHARBONNEL B., ESCHWEGE E. , GUILLAUSSEAU
P.J., PLOUIN P.F., DANINOS J.M. (1993) Diagnostic et classification du diabete sucré les
nouveaux critiques. Diabetes & Metabolism, 25, 32-8

DUNBAR B. S, (1987).Two Dimensional Electrophoresis and Immunologitathniques.
New York.



Réferences bibliographiques

DUPIN H., CUP J.L., MALEWIAK M.l., LEYNOUD-ROUAUD C ., BERTHIER A.M.
(1992).Alimentation et nutrition humaines, éd., ESF, Rari

DURIEZ P. (2000). Aspects physiopathologiques du lien entre antioxisla et
athérosclérose. Le Courrier de I'Arcol et de la SBE@), 160-165.

DURUPTHY A. (2005). Oxydation de l'acide ascorbique, Chimie 1reS. ld#erEducation.

EILAT-ADAR S., SINAI T., YOSOFY C. and HENKIN Y. (2 013). Nutritional
Recommendations for Cardiovascular Disease Preremtiutrients, 5(9), 3646-83.

ENGSTROM K. (2015). Coffee Consumption and Cardiovascular Disease : Rigkat
Should We Tell Our Patients?. Einstein J. Biol 33036.

ESTRUCH R., ROS E., SALAS-SALVADO J., COVAS M.l.,, CORELLA D., AROS F.,
GOMEZ-GRACIA E., RUIZ-GUTIERREZ V., FIOL M., LAPERT A J., LAMUELA-
RAVENTOS R.M., SERRA-MAJEM L., PINTO X., BASORA J.,, MUNEZ M.A.,
SORLI J.V., MARTINEZ J.A., and MARTINEZ-GONZALIZ M. A. (2013). Primary
Prevention of Cardiovascular Disease with a Meditezan Diet. The new england journal of
medicine, 368(14), 1279-90.

FAO. 1995. Le lait et produits laitiers dans la nutrition haime. Organisation des Nations
Unies pour I'Alimentation et I’Agriculture. Romealie.

FAVIER A. (2003). Le stress oxydant: Intérét conceptuel et expérialedans la
compréhension des meécanismes des maladies et ipbtémérapeutique. Mécanismes
biochimiques, 270, 108-115.

FOSSATI P. (2001a). Facteurs nutritionnels et diététique des dyslipgnémies de
'atherothrombose. Revue d’ARCOL : comité francdis coordination des recherches sur
I'atherosclerose et le cholesterol.

FOSSATI P. (2001b).Les huiles de poissons : actualité scientifiquenétlical. OCL, 1(2),
178-179.

FUSTER J.J., OUCHI N., GOKCE N WALSH K. (2016). Obesity-Induced Changes in
Adipose Tissue Microenvironment and Their ImpactGardiovascular Diseas€irculation
Research11(8), 1786-1807.

GARCIA-FERNANDEZ E., RICO-CABANAS L., ROSGAARD N., ETRUCH R.,
BACH-FAIG A. (2014). Mediterranean Diet and Cardiodiabesity: A Revidlutrients, 6(9),
3474-3500.



Réferences bibliographiques

GAUTIER T., MASSON D., LAGROST L. (2011).Métabolisme des lipoprotéines de haute
densité (HDL). Archives of Cardiovascular DiseaSapplements, 3(4), 267-272.

HAVEL J.R, (1984). The formation of LDL : mechanisms and regulatidournal of Lipid
Research, 25, 1570-1576.

GHOORAH K., CAMPBELL P., KENT A., MAZNYCZKA A. and KUNADIAN V.
(2016). Obesity and cardiovascular outcomes: a reviewropean Heart Journal: Acute
Cardiovascular Care, 5(1), 77-85.

GEBAUER S.K., DESTAILLATS F., DIONISI F, KRAUSS R.M ., BAER D.J. (2015).
Vaccenic acid and trans fatty acid isomers frontigidy hydrogenated oil both adversely
affect LDL cholesterol: a double-blind, randomiz=ahtrolled trial. The American Journal of
Clinical Nutrition, 102(6), 1339-46.

GHEDIRA K. (2008). L'olivier. Phytothérapie, 6(2), 83—89.

GRIMSGAARD S., BONAA K., JACOBSEN B., BJERVE K. (1999). Plasma saturated
and linoleic fatty acids are independently assediavith blood pressure. American Heart
Association, 34, 478-483.

GODET-THOBIE H., VERNAY M., NOUKPOAPE A., SALANAVE B., MALON A,
CASTETBON K., PERETTI C. (2008). Niveau tensionnel moyen et prévalence de
I'hypertension artérielle chez les adultes de ¥8 ans. B.E.H Thématique, (49-50), 478-482.

GROLEAU P.E. (2003).Etude des interactions peptide-peptide dans uangélde peptides
issu d'un hydrolysat trypsique de R3-lactoglobukteale leur influence sur le fractionnement
par nanofiltration. Faculté des sciences de l'ajuce et de I'alimentation, Université Laval,
Québec, Canada.

GUASCH-FERRE M., B HU F.B., MARTINEZ-GONZALEZ M.A., FITO M., BULLO
M., ESTRUCH R, RROS E.,CORALLA D., RECONDO J.,, GOMEZ-GRACIA
E., FIOL M., LAPETRA J., SERRA-MAJEM L., MUNEZ M.A. , PINTO X,
LAMUELA-RAVENTOS R.M., BASORA J., BUIL-COSIALES P., SORLI J.V., RUIZ-
GUTUERREZ V., MARTINEZ J.A and SALAS-SALVADO J .(20 14). Olive oil intake
and risk of cardiovascular disease and mortalitthen PREDIMED Study. BMC Medicine,
12,78.

GUILLOU H., PELISSIER J.P., GRAPPIN R. (1986). Méthodes de dosage des protéines
du lait de vache. Le Lait, 66(2), 143-175.

GUSAKOV A.V., KONDRATYEY E.G. and SINITSYN A.P. (2011). Comparison of
Two Methods for Assaying Reducing Sugars in the ebwination of Carbohydrase
Activities. International Journal of Analytical Qhnestry, 2011, 04.

GUPTA A.K., SAVOPOULOS C.G., AHUJA J., HATZITOLIOS A.l. (2011). Role of
phytosterols in lipid-lowering: current perspectv€® J Med, 104(4), 301-8.



Réferences bibliographiques

HANSSON G.K., ROBERTON A.K., SODERBERG-NAUCLER C. (2006).Inflammation
and atherosclerosis. Annu Rev Pathol, 1, 297-329.

HELKIN A., STEIN J.J., LIN S., SIDDIQUI S., MAIER K .G., GAHTAN V. (2016).
Dyslipidemia part 1-review of lipid metabolism amdscular cell physiology. Vascular and
Endovascular Surgery, 50(2), 107-118.

HENSSEN G.K.,, ANNA-KARIN L.R., SAUDERBERG-NAUCLER C. (2006).
Inflamation and atherosclerosis. Anual Review ahBlgy, 1, 297-329.

HERCBERG S, PREZIOSI P.,BRIACON S., GALAN P., TRIOL I., MALVY

D., ROUSSEL., FAVIER A. (1998).A primary prevention trial using nutritional doset
antioxidant vitamins and minerals in cardiovascultseases and cancers in a general
population: the SU.VI.MAX study--design, methodsnda participant characteristics.
Supplementation en vitamines et minéraux antioxggda@ontrol Clin Trials, 19(4), 336-51.

HOLUB B.J. (2002). 4. Omega-3 fatty acids in cardiovascular careniCll nutrition.
CMAJ, 166, 608-15.

HOLTZMAN S.G, MINEMAN K.P, (1991). Role of adenosire receptors in caffeine
tolerance, J Pharmacol Exp Ther, 256(1) : 62-8.

HONG P., KOZA S., BOUVIER E.S.P. (2012)Chromatographie d’exclusion de taille pour
'analyse des proteines biothérapeutique et legrégats. J Lig Chromatogr Relat Technol,
35(20), 2923-2950.

HUFFPOST Algérie. (2014) 25 000 Algériens meurent chaque année des rmaladi
cardiovasculaires.

HU F.B., MANSON J.E., WILLETT W.C. (2013). Types of Dietary Fat and Risk of
Coronary Heart Disease: A Critical Review. Jourofathe American College of Nutrition,
20(1), 5-19.

JOHNKE M., PETERSEN T.E. (2012).The alpha-lactalbumin/oleic acid complex and its
cytotoxic activity. Department of Molecular Biologgnd Genetics, University, Aarhus.
Denmark.

JOUAN P. (2002).Lactoproteines et lactopeptides: propriétés bigjogs. éd., Quae, INRA,
Paris.

KAWAI Y., NISHIKAWA T., SHIBA T., SAITO S., MUROTA K., SHIBATA N.,
KOBAYASHI M., KNAYAMA M., UCHIDA K., TERAO J. (2008 ). Macrophage as a
target of quercetin glucuronides in human atheewstc arteries: implication in the anti-
atherosclerotic mechanism of dietary flavonoidBial Chem, 283, 9424-34.

KIM S.H., DESPRES J.P., KOH K.K. (2016).0Obesity and cardiovascular disease: friend or
foe?. European Heart Journal, 37(48), 3560-3568.



Réferences bibliographiques

KIRITSAKIS P. and SHAHIDI F. (2017). Olives and Olive Oil as Functional Foods:
Bioactivity. Chemistry and Processing;"Ed., Oxford, UK.

KLATSKY A.L. (2009). Alcohol and cardiovascular diseases. Expert RewvdiGaasc
Ther,7(5), 499-506.

KNEKT P., RITZ G., PERIERA M.A., O'REILLY E.J., AUG USTSSON K., FRAZER
G.E., GOLDBOURT U., SPIEGELMAN D., STEVENS J., WILLETT W.C., RIMM
W.C., ASCHERIO A. (2004). Antioxydant vitamins and coronary heart diseask ria
pooled analysis of 9 cohorts. Am J Clin Nutr, 8808-20.

KORNEICH., DE NUTTE N.C. (2005). The impact of regular physical activity on physica
and mental health : how motivate the patient. RedBrux, 26, 89-96.

KOROSHI A. (2007). Microalbuminuria, is it so importantDepartment of Nephrology,
11(3): 105-107.

KRAUSS R.M., SIRI P.W. (2004).Metabolic abnormalities: triglyceride and |aensity
lipoprotein. Endocrinology and Metabolism ClinidsNorth America, 33, 405-415.

LAMRI F., SAOUI B. (2005). Les lipides alimentaires, incidence dans |'agjari de
I'athérosclérose et dans sa prévention. Mémoirefimled’étude, Université de Mouloud
Mammeri, Tizi-Ouzou, Algérie.

LECERF J.M. (2006). Les phytostérols et les phytostanols : quelleglaaur la prévention
cardiovasculaire ?. Cah. Nutr. Diét, 41(5), 19%-30

LECERF J.M. (2009). Fatty acids and cardiovascular disease. Nutri®emiew, 67(5), 273-
83.

LEGER C.L., RAZANAMAHEFA L. (2005). Risques et bénéfices pour la santé des acides
gras trans apportés par les aliments, Recommanda#é-SSA, 12(1), 61-67.

LEMARCHAL P. (1992). Dossier scientifique de I'INF. Les lipides. 67-71.

LEVINE A.R., HAGEGE A.A., JUDGE D.P., PADALA M., DA L-BIANCO J.P.,
AIKAWA E., BEAUDOIN J., BISCHOFF J., BOUATIA-NAJI N ., BRUNEVAL P.,
BUTCHER J.T., CARPENTIER A., CHAPUT M., CHESTER A.H ., CLUSEL C. (2015).
Mitral valve disease-morphology and mechanismsuigaReviews Cardiology, 12, 689—710.

LING H., JONES P.G.H. (1995).Dietary phytosterols: A review of metabolism, bigse
and side effects. Science Directe, 57(3), 195-206.

LIYANAGE T., NINOMIYA T., WANG A., NEAL B., JUN M., WONG M.G,,
JARDINE M., HILLIS G.S. and PERKOVIC V. (2016). Effects of the Mediterranean Diet
on Cardiovascular Outcomes-A Systematic Review lieta-Analysis PLoS One, 11(8),
0159252.



Réferences bibliographiques

LOUKAS M., YOUSSEF P., GIELECKI J., WALOCHA J., NAT SIS K., SHANE
TUBBS1 R. (2016).History of Cardiac Anatomy : A Comprehensive Reviom the
Egyptians to Today. Clinical Anatomy, 29, 270-284.

LOWRY O.H., ROSEBROUGH N.J., FARR A.L. and RANDALL R.J. (1951).Protein
measurement with Folin phenol reagent. Journalioffigemistry, 193, 265-275.

LUO P.,, YU X.,, WANG W., FAN S., LI X., WANG J. (2015). Crystal structure of a
phosphorylation-coupled vitamin C transporter. Btatict Mol Biol, 22(3), 238-41.

LUSIS AJ. (2000). Atherosclerosisinternational Weekly Journal of Science, 407(6801),
233-41.

MAC KEARNEY P., WHELTON M., REYNOLDS K., MUNTNER P. , WHELTON P.,
JIANG H. (2005). Global burden of hypertension : analysis of woiltkvdata. The Lancet,
365, 217-223.

MADOUNI A. (1999). Rdéle des antioxydants et la lutte contre les madiclibre dans la
pathologie cardiovasculaire, dipléme d’enseignanseipérieur(D.E.S), université mouloud
Mammeri, Algérie.

MAHDI ALI K., WONNERTH A., HUBER K. and WOJTA J. ( 2012).Cardiovascular
disease risk reduction by raising HDL cholesterolusrent therapies and future opportunities.
British Journal of Pharmacology, 167(6), 1177-1194

MAHI F. (2013). Epidémiologie des facteurs de risque de linfsscdu myocarde a
Tlemcen. Université Abou Bekr Belkai, dipldme desdWa, Tlemcen, Algérie.

MANDVIWALA T ., KHALID U. and DESWAL A. (2016). Obesity and Cardiovascular
Disease: a Risk Factor or a Risk Marker?. Curr Aabeler Rep, 18(5), 21.

MARCHAND V. (2010). Les gras trans : Ce que les médecins devraienirsaPaediatr
Child Health. Jul-Aug, 15(6), 376—378.

MARQUAND A. (2009). Cceur et diabete. La Lettre du Cardiologue Risquei®aasculaire
n° 423, Congres Réunion, Paris.

MARTIN A. (2001). Apport nutritionnelle conseillés pour la populatifsancaise. gregd.,
Lavoisier, Tec et Doc, France.

MC-CULLOUGH M.L., PETERSON J.J., PATEL R., JACQUES P.F., SHAH A.R.and
DWYER J.T. (2011).Flavonoide intake and cardiovascular disease figlitaa prospective
cohort of US adult&im J Clin Nutr, 95(2), 454-464.

MESNIER N. (2011). Biomécanique de la croissance de la plaque desc&rose
contribution a I'étude des contraintes résiduellBlsese de doctorat, Université Grenoble
Alpes, France.

MILLER G.L. (1959). Use of dinitrosalicylic acid reagent for determioatof reducing
sugar. Analytical Chemistry, 31, 426-428.



Réferences bibliographiques

MINK P.J., SCARFFORD C.G.,BARRAJ L.M.,HARNACK L., HONG C-P.,
NETTLETON J.A. and JACOBS D.R. (2007).Flavonoid intake and cardiovascular disease
mortality: a prospective study in postmenopausaime. American Society for Clinical
Nutrition, 85(3), 895-909.

MORELLI M., CARTA A.R., KACHRO A. SCHARZSCILD, (20 10).
Pathophysiological roles for purines: adenosinéecee and urate. Prog Brain Res, 183, 183-
208.

MOSER U, BENDICH A, (1990). Vitamin C. In: Handboa Vitamins. éd., Machlin LJ,
Marcel Dekker, New York.

MOULIN P. (2001). Les Hyperlipoproteinémiees. Revues de particienb66b3.

MOZAFFARIAN D., KATAN M.B., ASCHERIO A., STAMPFER M .J. and Walter C.
WILLET W.C. (2006). Trans Fatty Acids and Cardiovascular Disease. Tae [England
Journal of Medicine, 354,1601-1613.

NIJVELDT R., NOOD E.V., VAN HOORN D.E., BOELENS P.G., NORREN K.V. and
VAN LEEUWEN P.A. (2001). Flavonoids: a review of probable mechanisms abacand
potential applications. American Society for Cladi®Nutrition, 74, 418-25.

NILSSON J., BJORKBACKA H., FREDRIKSON G.N. (2012). Apolipoprotein B100
autoimmunity and atherosclerosis-disease mecharasiigherapeutic potential. Curr Opin
Lipidol, 23, 422-428.

NINFA A.J., BALLOU P.D, (1998). Fundamental aproash to biochemistry and
biotechnology. Bethesda, Md : Fitzgerald Scienas&r

O'DONNELL J.C., ELOSUA R. (2008). Cardiovascular Risk Factors. Insights From
Framingham Heart Study, 61, 299-310.

OMS. (2015).Maladies cardiovasculaires. Aide mémaoire.

ORNSTEIN L. (1964). Disc electrophoresis.1. Background and theory. An¥i Acad Sci,
121, 321-349.

OUHAIBI H. (2008). Recherche de facteurs de prédisposition génétiguesnyocarde
(IDM) dans la population oranaise et étude d’asgmmn du polymorphisme affectant le gene
NO-synthase endotheliale (NOIIl) avec I'IDM et lemleurs des pressions artérielles.
Université d’ORAN ES SENIA, Oran, Algérie.

OUSMANE C., DADAH S.M.L., FATOUMA B., ElI HADJI M., DIOP M.S., NGOR
SIDE D., DIEYNABA S.A., MOJIl B.A., KAMADOR T., NDIYAE M., AMADOU
D.G., MOUHAMADOU MANSOUR N. (2016). Le profile lipidique et glucidiques des
accidents cardiovasculaires cerébraux ischémidakar. Pan Afr Med J, 27, 25- 29.



Réferences bibliographiques

PAGE. C.T. (1997).Pratique de diététiques couranté™®d., Masson, Paris.

PAQUOT N., SCHEEN A.J. (2003)Prévention cardio-vasculaire chez le patient dighét
de type 2. Rev Med Liege, 58(5), 271-274.

PEREZ-MARTIN A., DAUZAT M., POLYTECH I.S. (2013) . Physiologie Cardio-
Vasculaire. Polytech Montpellier, Montpellier.

PIOT C., AVIGNON A. (2004). CRP et risque cardiovasculaire. Correspondanc&ssgue
CardioVasculaire, 2(3), 126-128.

POIRIER P. (2008). Adiposité et maladie cardiovasculaire : utilisomais la bonne
définition pour caractériser I'obésité?. Médicingéhce, 24(12), 1096-1098.

POITRINEAU O. (2012). Principales cardiopathies. éd., Diapason 36, M6/8lle du CA.

POUGHEON S .et GOURSAUD J., (2001)Le lait, caractéristiques physico- chimiques.
Lait, nutrition et santé. éd. Tec et Doc, Paris.

QIN B.Y., BEWLEY M.C., CRAMER L.K., BAKER H.M., BA KER E.N., JAMESON
G.B. (1998). Structural basis of the Tanford transition of lavip-lactoglobulin.
Biochemistry 37(40), 14014-14023.

RADER J.D., HOVINGH G.K. (2014). HDL and cardiovascular disease. The Lancet,
384(9943), 618-25.

RITCHIE C. (2012). Purification de Protéine par chromatographie slwmrne.
Mater Méthods, 2, 134.

ROBERT H., ANDERSON A. NIGEL A.B. (1996). The Anatomy of the Heart Reuvisited.
The Anatomic Record, 246, I-7.

ROUFIK S. (2005). Etude des interactions R-Lactoglobuline bovinetidep bioactifs et
digestibilité in vitro des complexes. Universitévah

RUSSO G.L. (2009)Dietary n-6 and n-3 polyunsaturated fatty acidsnfrbiochemistry to
clinical implications in cardiovascular preventi@iochemical Pharmacology, 77, 937-946.

SABAH L. (2015).Cardiologie, 8" éd., Elsevier Masson SAS, Paris.

SAILE R., TAKI H. (2007). Cholestérol, lipoprotéines et athérosclérose :adeidchimie a
la physiopathologie. Laboratoire de Recherche ssr Lipoprotéines et I'Athérosclérose,
11(2).

SCHAGGER H, (2006). Tricine—SDS-PAGE". Nature Pcols. 1 (1), 16-22.

SCHEEN A.J., VAN-GAAL L.F. (2005). Le diabete de type 2 au coeur du syndrome
meétabolique: Plaidoyer pour une prise en chargealo Rev Med Liege, 60(5-6), 566-571.



Réferences bibliographiques

SCHEEN A.J., VAN-GAAL L.F. (2005). Le diabéte de type 2 au cceur du syndrome
métabolique: Plaidoyer pour une prise en chargealo Rev Med Liege, 60(5-6), 566-571.

SCHWINGSHACKL L. and HOFFMAN G. (2012). Monounsaturated Fatty Acids and
Risk of Cardiovascular Disease: Synopsis of thed&we Available from Systematic
Reviews and Meta-Analyses. Nutrients, 4(12), 1989+2

SHAH P. K. (2011).Targeting endogenous apoA-I-a new approach fesmgiHDL. Nat Rev
Cardiol, 8,187-188.

SHATERI Z and DJAFARIAN K. (2016). Coffee Consumption and Coronary Heart
Diseases: A Mini-Review. Journal Clinical Nutritiand Dietetics, 2(3).

SHOKEEN D., AERI B.T. (2015). Risk Factors Associated with the Increasing
Cardiovascular Diseases Prevalence in India: A &eviJournal of Nutrition and Food
Sciences, 5, 331.

SPENCER D., BRIDGEMEN J.M., BROWN N.A., MOHUN T.J., ANDERSON R.H.
(2014).L'anatomie et le développement des valves cardsadtardiol Young, 24(6), 1008-
22.

STARY H.C., CHANDLER A.B., DINSMORE R.E., FUSTER V., GLAGOV S,
INSULL W. J., ROSENFELD M.E., SCHWARTZ C.J., WAGNER W.D., WISSLER
R.W. (1995).A definition of advanced types of atherosclaeroliesions and a histological
classification of atherosclerosis. American Hdasociation, 92,1355-1374.

SZMOLA R., KUKOR Z., SAHIN-TOTH M. (2003). Human mysotrypsin is a unique
digestive protease specialised of the degradatfotrypsin inhibitors. J Biol Chem, 278,
48580-9.

TACON A.G. (1987). The nitrition and feeding of farmed fish and stpinfood and
agriculture organisation of the united nations,d8ia, Brazil.

TAEYE B., SMITH L.H., VAUGHAN D.E. (2005). Plasminogen activator inhibitor-1: a
common denominator in obesity, diabetes and caadimMar disease. Curr Opin Pharmacol,
5, 149-154

TANFORD C., BUNVILLE L.G., NOZAKI Y. (1959). The reversible transformation pf
lactoglobulin at pH 7.5. Journal of the Americare@fical Society81, 4032-4036.

TATIANA Y., WARREN., VAUGHN B., HOOKER S.P., SUI X., CHURCH T.S.
and BLAIR S.N. (2010). Sedentary Behaviors Increase Risk of CardiovascDisease
Mortality in Men. Med Sci Sports Exerc, 42(5), 8885.

TILSON H. (1981). The neurotxixity of Acrylamide: An overview neu®ehay Toxicol and
Terat, 3, 455-461.



Réferences bibliographiques

TOUSSAINT J.F., JACOB M.P., LAGROST L., CHAPMAN J. (2003).L’athérosclérose :
physiopathologie, diagnostics, thérapeutiques.Mdsson, Paris.

VAN BOEKEL M. A. J. S. (1998). Effect of heating on Maillard reactionsnmlk. Food
Chemistry, 62(4), 403-414.

WANG S., WU D., MATTHAN N.R., LAMON-FAVA S., LECKER J.L.,
LICHTENSTEIN A.H. (2009). Reduction in dietary omega-6 polyunsaturated fattils:
eicosapentaenoic acid plus docosahexaenoic acid nainimizes atherosclerotic lesion
formation and inflammatory response in the LDL poe null mouse. Atherosclerosis, 204,
147-155.

WAUNGANA A., SINGH H., BENNETT R.J.(1996). Influence of denaturation and
aggregation of-lactoglobulin on rennet coagulation propertieskim milk and ultrafiltered
milk. Food Research International, 29(8), 715-721.

WELLY F.K. (2013). How Do Elevated Triglycerides and Low HDL-CholesteAffect
Inflammation and Atherothrombosis?. Curr CardiopRE5, 400.

WILLCOX B.J., WILLCOX D.C., TODORIKI H., SUZUKI M.  (2009). The Okinawan
diet: health implications of a low-calorie, nutrigtense, antioxidant-rich dietary pattern low
in glycemic load. J Am Coll Nutr, 28, 500-516.

YAHIA-BERROUIGUET A., BENYOUCEF M., MEGUENNI K., BR OURI M. (2009).
Enquéte sur la prévalence des facteurs de risqueaaliadies cardiovasculaires a Tlemcen
(Algérie). Médecine des maladies Métaboliques,,&33-319.

YE Z. and SANG H. (2008).Antioxidant vitamins intake and the risk of corondeart
disease meta analysis of cohoert studies. EURdidvas Prev Rehabil. 15(1), 26-34.

YOSHIDA H., KISUGI R. (2010). Mechanisms of LDL oxidation. Clinica Chimica Acta,
411, 1875-1882.

YOUNIS N., CHARTON-MENYS V., SHARMA R., SORAN H., DURRINGTON P.N.
(2009).Glycation of LDL in non-diabetic people : small denLDL is preferentially glycated
both in vivoand in vitro. Atherosclerosis, 202, 1628.






Annexes

Annexe 01 : Détermination de la teneur en protéirepar la méthode de LOWRY
et al (1951)

1. Solutions :

- Solution A : N&CO; anhydre 2% dans NaOH, 0,1M ;
- Solution B: 2 ml de CuSgbH,0, 0,5% + 2 ml de tartrate de Na et K, 1%
- Solution C: 50 ml A + 1ml B.

Gamme étalon

A partir de la solution mere de BSA, des dilutisosit préparées suivant le tableau ci-
dessous :

N° de tube 01 02 03 04 05

Concentration (ug/ml) 0 30 50 80 100

Solution mére d’albumine 0 150 250 400 500

sérique bovine (BSA) (ul)

Eau distillée (ul) 500 350 250 100 0
2. Méthode :

- Réaction et mesure de lI'absorption

A 0,5 ml de la solution d’échantillon contenantrer25 et 100ug de protéines :

- Ajouter 2,5 ml de la solution C et mélanger ;

- Laisser 5 a 10 min a température ambiante ;

- Ajouter 250 pl de réactif de Folin —Ciocalteu ;

- Homogénéiser rapidement et mettre les tubes 8Griobscurité.

- Apres 30min, homogénéiser les solutions rapidemelire la DO & 750nm contre le blanc

- Détermination des teneurs protéiques

- Tracer la courbe étalon : DO = f (concentratierpdotéine standard : BSA)

- Déterminer a partir de cette courbe les tenenzretéines des échantillons inconnus

NB : il faut préparer les dilutions nécessairesrdes échantillons inconnus (1Q 10? ...)
dans la cas ou ils sont concentrés (leurs DO arisprés la réaction doit etre inclue dans
la gamme étalon).

Annexe 02 : Dosage des sucres réducteurs par la meétle utilisant I'acide 3,5
dinitrosalycilique (DNS)

2. Méthode :

- Mettre 1ml de la solution a doser (ou des difféze dilutions) dans un tube a essai ;
- Ajouter 2ml du réactif (3,5 DNS) ;
- Chauffer au bain-marie bouillant pendant 5min ;
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- Refroidir par écoulement d’eau sous le robinet ;

- Ajouter 7ml d’eau distillée et homogénéiser ;

- Laisser reposer pendant 15min a température aebja
- Faire la lecture a 530 nm contre le blanc.

NB : afin de déterminer la quantité de sucres rimus présente dans les échantillons
inconnus :
v’ réaliser une courbe d’étalonnage avec une soldidactose a 1g/l.
v préparer les dilutions necessaires pour les édloasti (10*,10°...... ) dans le
cas ou ils sont concentrés (leurs DO a 530 nmsalaré réaction doit étre
inclues dans la gamme étalon).

Gamme étalon

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

Annexe 03: Détermination de la teneur en vitamin€ par la méthode de de 2,6
dichlorophénol indophénol (DCPIP)

1. Solutions

- Solution de 2,6 dichlorophénol indophénol (DCPIPRa 0,5 g/l : Dissoudre 0,5 g du 2,6
dichlorophénol indophénol et 0,2 g de bicarbonaesddium dans 300 ml d’eau distillée
chaude. Refroidir et compléter a 1 litre avec dau distillée.

- Préparation d’'une solution titrée d’acide ascorbgue a 0,5 g/l :Dissoudre 0,5 g d’acide
ascorbique pur dans 200 ml d’eau distillée. Ajukterolume a un litre.

2. Protocole

- Préparation du blanc (témoin) : Prendre 5 ml de la solution de 2,6 dichlorophénol
indophénol (DCPIP) a 0,5 g/l dans un bécher, etrtipar I'acide ascorbique (pour 20 ml

d’acide ascorbique + Ajouter 5 ml d’acide acétigylacial). Prendre le volume d’acide

ascorbique nécessaire ayant réagi avec la soldtiddCPIP (décoloration total du DCPIP).

- Dosage de la vitamine C contenue dans des échawtils variés de lait de vache :
Prendre 5 ml de la solution de 2,6 dichlorophémolophénol (DCPIP) a 0,5 g/l dans un
bécher, et titrer par le lait. Prendre le volumdaienécessaire ayant réagi avec la solution du
DCPIP.

- Evolution de la teneur en Vit C dans différentesonditions de traitement :

Préparer une série de 4 tubes A, B, (D.eMettre 20 ml de la solution d’acide
ascorbique a 0,5 g/l dans chacun de ces tubeseicas tubes comme indiqué ci- dessous :
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A : laisser 15 min a température ambiante et expotelumiere ;

B : laisser 15 min a température ambiante et mattiari de la lumiére ;
C : porter 15 min au bain marie a 40 C° ;

D : porter 15 min au bain marie a 80 C°.

NB : (Pour 20 ml d’acide ascorbique + Ajouter 5 dvcide acétique glacial). Prendre le
volume d’acide ascorbique nécessaire ayant réasg v solution du DCPIP (décoloration
total du DCPIP). Noter les volumes correspondants.

- Etalonnage de la solution d’acide ascorbique :

L’étalonnage de la solution d’acide ascorbique fagt a I'aide d’'une solution étalon de
concentration &=0,04 g/l. elle correspond a une chute de burett@mV).

3. Expression des résultats :
- La teneur en vitamine C exprimé en mg/l est donmépar la relation suivante :
C,= (Cix Vo/V;) x 1000
Ou:
C, est la concentration en acide ascorbique de ldisnlatalon (G=0, 04g/l) ;
C, est la concentration en vitamine C dans le laibmma ;
V; est la chute de burette mesurée dans le cassoéulion étalon ;
V, est la chute de burette mesurée dans le castdu lai
Annexe 04 : Chromatographie de permeation sur geledsephacryl S100

1. solutions

- Gel de sephacryl S100 (environ 5 g) prét a I'empl
- Tampon Tris-HCI 0.02 M, pH 8.4

- Echantillons : protéines sériques lyophilisé&30(fng)

2. Méthodes

Le gel de sephacry S100, est mis en contacterdpata de départ (Tris-HCI 0.02 M,
pH 8.4) pendant 30 mn. Il est ensuite dégazé sidas puis coulé dans la colonne (20 x 1cm)
en une seule fois. Apres stabilisation par I'élyanin débit de 1ml/min, le volume mort de la
colonne (\§) est déterminé par injection de bleu dextranecdtecentration de 1 mg/ ml.

Les protéines sériques lyophilisées (100 mg) sohibilisées dans 5 ml de tampon
Tris-HCI (0,02 M ; pH 8.4), déposées en haut dedimnne et éluées dans ces conditions a
débit constant. Des fractions de 5 ml sont redasifpour les besoins de leur identification.
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Annexe 05 : Hydrolyse enzymatique des protéines dait par la trypsine

1. Solutions a préparer
- Tampon Tris-HCI 0.5M ; pH 6,4
- Tampon d’échantillon (Voir page 16)

2. Méthode

Protéines lyophilisées
(CN ou PS) Enzymes : trypsine

\ 4

Incubation
(E/S : 2/100 ; T : 40°C ; pH : 6,5 ; Tris-HCI 0.5M)

\ 4
Prélevement d'aliquotes (400 pl d’hydrolydat
additionné du méme volume du tampon d’échantiléof)
des temps variables (0" ; 15’ ; 30’, 60’ ; 120°)

A 4

Arrét de la réaction par chauffage a 100°C/5mr

\ 4

[ PAGE - SDS ]

Etapes suivies pour I'hydrolyse enzymatique des ptéines du lait par la trypsine

Annexe 06 : Electrophorese en conditions non dissaates et non dénaturantes
(PAGE-native)

1. Solutions :

- Solution d’acrylamide (préte a I'emploi)

ACTYIamMIde. ... 360
Bisacrylamide. ..o 1lg
Eau distilée....... ..o 100 ml

- Tampon de gel (B)
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£ 9.14 ¢
Eau distill@.........ccoonni 100 ml
Ajuster a pH 8.9 avec de HCI 4N

- Tampon d’électrode

TS e 1.2g
GlYCINE ... 5.769
Eau distillée.........c.ovevri 200 ml

- Tampon d’échantillon

Tampondu gel (B)...ooovveiiiiiii e 100 pl
Eau distilée .......ccvvvii i 700 pl
GIYCErol 50%0......ie i e e 200 pl
Bleu de Bromophénol.............cccccevvvienne. une téte d'aiguille

Dissoudre 1 mg de protéines lyophilisées dans 1 dé ce tampon

2. Electrophorese
- Préparation du gel : T = 12% et C = 2.7% (pour um plague)

SOIULION (A) et 3.25 mi
SOIULION (B) .ot e 5ml
Eaudistilée ..........cooeviiiiiii .. 1,68 M
Dégazer le mélange (maximum 2 mn)

TEMED. ... 10 pl

Solution de persulfate d’ammonium 10%.......ccccceevveve... 75 [
Couler et mettre le peigne immeédiatement

Dépbt d’échantillon : 10 & 20 pl

Mise sous tension : 20 mA, 250 V

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

Annexe 07 : Electrophorese en présence de SDS etdmercaptoéthanol (PAGE-

SDS)
1. Solutions
- Solution d’acrylamide (préte a I'emploi)
ACTYlamide. .. ... 369
Bisacrylamide. .. ..o 1lg
Eau distilée....... ..o 100 ml

- Tampon de gel de séparation
1 9.25¢
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BEaudistillé..........coooii 50 ml
Ajuster a pH 8.8 avec de HCI 4N

- Tampon de gel de concentration (Solutions C)

Ajuster a pH 6.8 avec de HCI 4N

- Tampon d’électrode

I £ 1.29
GlYCINE . e 5.769
Eaudistillée..........cooiiii i, 200 ml

- Tampon d’échantillon

SOIULION (C) vt 500 pl
Eaudistillé..........ccooivi e, 250
SDS (L0%0) . cn e e e e e 250 pul
2-mercaptoethanol...............ouvvvveenn s e e eeeeeeeeeeen 50 pl

Dissoudre 1 a 2 mg de protéines lyophilisées dangu8 de ce tampon
Chauffage a 100°C pendant 4 & 5 mn puis refroalscun bain d’eau froide
Ajouter 200 ul d’'une solution de glycérol 50% (vét)quelques graines de bleu de

bromophénol

- Solution de fixation :

T A e 12 g
Eau distillée..........coiiiii 100ml

- Solution de coloration
Bleu de Coomasssie R250...............cceeeeivevenee...05 g

MELNANOL. .. ... e 100 ml
Eaudistillé.......c.cooviiii i .. 100 M

- Solution de décoloration

Acide aCetIQUE........o e e e e 37.5 ml
Eau distill@e.......cooovii e 312.5 ml
MELNANOL. .. . e e e e 150 ml

- Solution de persulfate d’'ammonium
Persulfate d'ammonium.............ccooii i, 0.1¢
Eau diStillée (gSP)..vvevvereeriieieie e e e v 1ml

- Conduite de I'électrophorese
Préparation du gel de séparation : T = 17 % et20%#% (pour une plaque)
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SOIULION (A) et e e e e e 4.60 ml
SOIULION (S)..riie e e e 2.51 ml
Eau distillée.........ccoiii 2.73 ml
Dégazer pendant 2 mn maximum

SDS 10%0..ccuiiieiiiiiieeee e 100 pl
TEMED... . 13 pl

Persulfate d’'ammonium 10%...................cemmmmmeevveennn. /5
Couler a environ 1.5 cm du sommet de la plague deaimdre hauteur

- Préparation du gel de concentration : T= 4.8 % eC = 2.7 % (pour une plaque)

SOIULION (A) et e e 1.3 ml
SOIULION (C) vt 2.5 ml
Eau distillées.........ccoiiiiii 5.8 ml
Dégazer quelques secondes

Solution de SDS & 10%.........ccooviiuvvrrrmmmmmeneeeeeeeeeeee 100 pl
TEMED. ... 20 pl
Persulfate d'ammonium a 10%.............cevvceeeeeennnnnnnnn. 10 pl

Couler immmédiatement sur le gel de séparation polyérisé et mettre le peigne

Dépo6t d’échantillon : 10 & 20 pl

Mise sous tension : 20 mA, 250 V

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



