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Résumé

Résumé

Le lait camelin est resté longtemps inexploré. Cependant, un intérét grandissant lui a
été porté ces derniéres décennies, ou il a fait 'objet de multitudes de travaux mettant en
évidence des activités biologiques intéressantes de ses protéines et des peptides issus de leurs
hydrolyses.

Dans ce présent travail, nous nous sommes intéressées a la caséine f (B-CN), protéine
micellaire majeure de ce lait. La B-caséine cameline a été isolée et purifiée a partir des
caséines totales du lait camelin collecté dans la région d’El Oued par chromatographie
échangeuse d’anions sur DEAE-cellulose en batch. La pureté de cette fraction a été contrblée
par électrophorése sur gel de polyacrylamide dans différentes conditions. Les
électrophoregrammes en PAGE-Urée et PAGE-SDS ont montré que la fraction correspondant
a la B-CN migre en une seule bande bien focalisee.

La sensibilité de la B-CN a été testee en examinant I’action de trois protéases
digestives (trypsine, pepsine et chymotrypsine). L'hydrolyse de la B-CN a été réalisée avec un
rapport enzyme/substrat (protéine) de 1 :100 (m/m) pendant 240 mn a 37 °C. Les résultats ont
montré que la B-CN est plus sensibles a I’action de la pepsine que la trypsine et la
chymotrypsine. Ces resultats sont confirmés par les profils chromatographiques des
hydrolysats obtenus apres 240 mn d’incubation analysés par RP-HPLC.

L’activité anti-oxydante de la f-CN ,de ses hydrolysats pepsiques et I’acide ascorbique
(référence) a été évaluée en utilisant deux tests in vitro : test de DPPH (2, 2-diphenyl-I-
picrylhydrazyl) et test ’ABTS (acide 2,2’-azino-bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique). Il
ressort de ces tests que le potentiel antioxydant le plus élevé a été trouvé dans 1’hydrolysat
pepsique de la B-CN cameline. Les CI50 de la B-CN native, I’hydrolysat pepsique et de
I’acide ascorbique sur DPPH sont respectivement de 1,78 pg/ml, 0,69 pg/ml et 4,74 ug/ml.
Concernant le test ABTS les CI50 sont 0,66 ug/ml, 0,64 pg/mlet 2,11ug/ml respectivement.

Mots clés : lait camelin, B-caséine, purification, hydrolyse enzymatique, activité anti-
oxydante.



Abstract

Abstract

Camel milk was unexplored for a long time ago. However, a growing interest has been
dedicated to camel milk in the last decade, and several investigations reported valuable
biological activities regarding its proteins and peptides after hydrolysis.

In this study, the p-casein of camel milk, collected from the El Oued region was isolated and
purified using the DEAE cellulose ion exchange chromatography. Furthermore, Urea PAGE
and SDS PAGE analysis were performed as to control the purity of the B casein. The gels
depicted a well-focused band of the obtained F1 fraction, which corresponds to the f-CN.

The hydrolysis of the B-CN was carried out using three digestive enzymes (trypsin,
chymotrypsin, and pepsin) at an enzyme/substrate ratio of 1:100, which were incubated at
37°C for 240 min. The results showed higher sensitivity with trypsin than that with
chymotrypsin, and pepsin. This was confirmed by the chromatographic profiles of the
hydrolysates, which were obtained after 240 min in the RP-HPLC.

The antioxidant of the B-CN fraction of the pepsin hydrolysate was assessed with DPPH (2, 2-
diphenyl-I-picrylhydrazyl) and the ABTS (2,2’-azino-bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid) in vitro tests using ascorbic acid as a standard. As a result, the B-CN of camel milk
yielded the highest antioxidant activity compared to the native B-CN and the ascorbic acid.
The 1C50 of the native B-CN, pepsin hydrolysate and the ascorbic acid with reference to the
DPPH test was on one hand 1,78 pg/ml, 0,68 pg/ml, and 4,74 pg/ml respectively, and on the
other hand 0,66 ug/ml, 0,64 pug/ml et 2,11ug/ml respectively regarding the ABTS.

Keywords: camel milk, B-casein, purification, enzymatic hydrolysis, antioxidant activity.
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Introduction générale

Le lait représente 1’'unique source de nutriments pour I’ensemble des nouveau-nés des
espéces mammiféres. Il est particulierement essentiel pour la croissance de I’enfant et
I’entretien de son organisme. Il joue par conséquent un role crucial dans 1’alimentation de
I’Homme. Mais a part sa valeur nutritive, il comporte des composés biologiquement actifs tels
que les caséines, sources d’acides aminés indispensables et les protéines lactosériques,
importantes pour les diverses fonctions physiologiques et biochimiques qu’elles assurent.

Le lait camelin, appelé également "Or blanc du désert" (KULA, 2016), est considéré
non seulement comme un aliment essentiel du fait qu’il couvre une part substantielle des
besoins nutritionnels quantitatifs et qualitatifs des populations, mais parce qu’il est aussi
utilisé comme un reméde contre divers maladies (KONUSPAYEVA et al., 2004, KULA,
2016). Dans le but de bénéficier de ses vertus avérées ou supposées, le lait de dromadaire est
principalement consommeé par la population locale a I'état cru ou fermenté spontanement.

Malgré leur importance, les sources laitiéres en Algérie restent insuffisantes, et sont
essentiellement d’origine bovine. Les autres sources comme les laits de brebis, de chévre et de
chamelle sont confrontées a plusieurs contraintes. L’une des principales contraintes
rencontrées dans les pays du Maghreb, est le tabou sur la vente de ces bioproduits. Autrefois,
ils n’étaient pas vendus mais offert a des fins thérapeutiques. Actuellement, on assiste a regain
d’intérét de ces produits par le consommateur et a une vente non réglementaire, a 1’issu des
services de contrdles.

Cependant, et en depit de toutes ses propriétés, le lait de dromadaire a longtemps été
ignoré ou sous-estimé, ne faisant que rarement l'objet de quelques recherches, centrées pour la
plupart sur ses caractéristiques physico-chimiques, ses fonctionnalités (AL KANHAL, 2010 ;
BOUSSOUAR, 2017) ou sur la comparaison de sa composition avec celle du lait de vache ou
de chévre (BENDIMERAD et al., 2012 ; AKHMETSADYKOVA et al., 2015).

La valeur nutritive de ce lait est trés remarquable et essentiellement par sa fraction
caseique qui, de point de vu compositionnel, se differe de son analogue bovin. Le lait de
dromadaire contient a peu pres 1,63 a 2,76 % des caséines, ce qui représente environ 52 a 87
% des protéines totales. La caséine B est la principale fraction caséinique (65%) du lait de
chamelle suivie de la caséine aS1 (21%), contre 36% et 38% respectivement dans le lait de
vache (MEDJOUR, 2014). Quant a la caséine «, protéine responsable de la propriété
coagulante des caséines, ne représente qu’environ 3,47% du total des caséines, contre 13%
dans le lait bovin (KAPPELER et al., 2003). Le lait de chamelle est similaire au lait humain
en ce qui concerne ce pourcentage ¢élevé en caséine B, ce qui pourrait refléter son taux de
digestibilité plus élevé et une plus faible incidence allergique dans I’intestin des nourrissons
que le lait bovin et la caséine B est plus sensible a I'hydrolyse peptidique que la caséine aS
(EL-AGAMY et al., 2009).

Les caséines camelines qui sont le composant majoritaire de ce lait sont trés
susceptibles a la protéolyse et capables de produire des peptides a activités biologiques
diverses. Une fois ingéré, une des conditions pour leur action sur la santé des consommateurs
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est que I’activité biologique de ces protéeines ne soit pas affectée par les actions successives
des enzymes protéolytiques gastro-intestinales.

Dans ce contexte, nous avons jugé utile de mener une étude sur la f caséine (B-CN) du
lait de dromadaire, en raison de son abondance en tant que protéine micellaire, mais surtout
du fait qu’elle est susceptible de renfermer des peptides bioactifs, comme ceux qui ont été mis
en évidence dans la B-CN du lait bovin.

L’objectif de la présente étude s’articule autour des points suivants :

- Isolement des caséines camelines totales ;

- Purification par chromatographie échangeuse anionique de la caséine f ;

- Caractérisation électrophorétique (PAGE-SDS, PAGE-urée) de la B-caséine cameline ;

- Etude de la sensibilité de cette entité protéique a 1’action de trois enzymes digestives ;
pepsine, trypsine, chymotrypsine ;

- Evaluation de P’activité antioxydante de la B caséine et ses hydrolysats par le test
DPPH, test ABTS.
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I. SYNTHESE DES DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES
1.1. Généralités sur le lait de chamelle

Le lait est un produit naturel sécrété par les glandes mammaires des femelles aprés la
naissance du jeune. A la fois aliment et boisson (FREDOT, 2009; BOUBEZARI, 2010), et un
milieu de composition chimique et physique complexe qui permet au jeune chamelon et au
consommateur de couvrir ses besoins énergétiques et nutritionnels (ADAMOU et FAYE,
2007; MAL et PATHAK, 2010; SBOUI et al., 2015).

Dans de nombreuses régions, le lait de dromadaire est utilisé pour traiter certaines
maladies et problémes de sant¢ tels que la jaunisse, la tuberculose, I’asthme, I’anémie et ayant
des propriétés anticancéreuses, hypoallergéniques et antidiabétiques. Ces propriétés
thérapeutiques peuvent étre reliées a la composition du lait camelin. Certains composants tant
sur le plan quantitatif que qualitatif pourraient étre associés a ces propriétés particulierement
les facteurs antibactériens (lysozyme, lactoperoxydase, immunoglobulines, ...), I’insuline et la
vitamine C (FAYE et al., 2009; KOTB-ELSAYED et al.,, 2011; RIYADH et al., 2012;
ALWAN et al., 2014; BARAT et al., 2014; HAMIDI et al., 2014).

1.1.1. Caracteristiques organoleptiques

Le lait de chamelle est de couleur blanche opaque, en raison de la structure et de la
composition de sa matiére grasse, relativement pauvre en f-caroténe (SAWAYA et al., 1984 ;
FARAH, 1993; VALERIE, 2007; KULA et DECHASA, 2016; PATEL et al., 2016). Il est
Iégerement sucré, avec un golt acide, parfois méme salé (ABDEL-RAHIM, 1987) et/ou
amere en fonction de sa teneur en lactose et minéraux (RAMET, 2003) et est d’un aspect
moins visqueux que le lait de vache, qui est de couleur jaunatre (SBOUI et al., 2009).

En effet, la localisation géographique, la période de lactation, ’alimentation (fourrage
vert ou plante du désert : Atriplex et Acacia) et la disponibilité de I'eau potable sont les
principaux facteurs du changement de gotlt du lait de chamelle. L’ingestion des fourrages
comme la luzerne, donne un godt sucré, certaines plantes halophytes le rendent salé (FARAH,
2004 ; SIBOUKEUR, 2007 ; EL IMAM ABDALLA, 2012).

Le lait de chamelle est mousseux quand on le secoue légerement (YAGIL, 1982 ; AL
HAJ et AL KANHAL, 2010) car il renferme des quantités plus importantes de composant 3
des protéose-peptones par rapport au lait de référence. Cette glycoprotéine lactosérique native
est un bon agent tensioactif (SIBOUKEUR, 2007). Comparé au lait de vache, le lait de
chamelle s’acidifié trés peu, il peut étre conservé longtemps sans réfrigération (3 jours a 30°C
et 2 semaines a 7°C) (HAROUN OMER et ELTINAY, 2009).
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1.1.2. Caracteéristiques physico-chimiques

1.2.2.1. pH
Son PH qui varie de 6,2 a 6,5 est plus bas que celui du lait de vache (6,8) ou du lait de
femme (7,6) (SENOUSSI, 2011).
Le pH du lait camelin frais se situe entre 6,5 et 6,7. Il est similaire & celui du lait de
brebis, mais un peu acide par rapport a celui du lait bovin, ce dernier se situe entre 6,6 et 6,8
(SOUID, 2011).
1.2.2.2. Extrait sec total
La teneur en matiére séche totale du lait de chamelle est estimée a 130 g/l. Cette
valeur est proche a celle du lait bovin (128 g/l) (KAMOUN, 1995).
1.2.2.3. Densité
Le lait camelin est moins dense que le lait de vache, sa densité moyenne est de 1,029
g/cm® (MEDJOUR, 2014).
1.2.2.4. Acidité
L’acidité moyenne du lait camelin en degré Dornic est 14,66 ° D. (GHENNAM et al.,
2007).

1.1.3. Qualité nutritionnelle du lait de chamelle

Le lait occupe une place importante dans la ration alimentaire de la population
mondiale. En effet, ce produit, irremplacable pour les nourrissons, est aussi vital pour les
autres tranches d’age, du fait de son apport important en nutriments de base (protides, lipides
et glucides) et sa richesse en éléements minéraux (voir tableau 1) notamment le sélenium, le
zinc, le fer et le manganese (AL-AWADI et SRIKUMAR, 2001). Cette matiere alimentaire,
source de protéines animales relativement bon marché et ayant une bonne digestibilité connait
une hausse croissante de sa demande, soit en tant que produit commercialisé a 1’état de lait
frais ou transformé en produits dérivés (fromages, beurre, laits fermentés, cremes glacées..etc)
(AMELLAL, 1995).

Tableau I : Concentration moyenne en sels minéraux du lait de chamelle et du lait de vache.
(KAMAL, 2016).

Concentration (mg /L)
Type de Macro-éléments Oligo-éléments Références
lait Na K Ca Mg P Fe Cu Zn Mn

702 1586 1078 122 641 2,64 - - - SAWAYA et al., 1984
Lait 270 450 1310 140 510 0,40 - - - GNAN et SHEREHA,1986

de 431 725 300 45 -
chamelle 902 2110 1462 108 784 3,40

2,80 - - - ELAMIN et WILCOX,1992
BENGOUMI et al., 1994

688 1464 1180 125 889 237 144 6,08 0,82 MEHAIA et al., 1995

590 1560 1140 105 -
Laitde 501 1402 1127 117,73 961 - - 2 .
vache 498 1475 1203 135 953 0,71 0,18 3,92 0,038 SOLIMAN, 2005

2,90 - 547 051 AL-HAJet ALKANHAL, 2010
GAUCHERON, 2005

444 1362 1166 103 867 0,31 0,31 4,12 0,041 MEDHAMMAR etal., 2012

(-) : valeurs non déterminées.
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La composition chimique globale du lait de chamelle (Tableau I1), méme si elle
fluctue selon les auteurs montre néanmoins des teneurs importantes et equilibrées en
nutriments de base (protéines, matiére grasse et lactose) avec des proportions similaires a
celles présentes dans le lait de vache (ATTIA et al., 2001 ; SIBOUKEUR, 2007). Toutefois,
elle présente une grande originalité dans la composition fine et qualitative des matiéres
protéiques, des matiéres grasses et des vitamines.

Tableau Il : Composition chimique globale du lait de chamelle.

Extrait Matiéres Protéines Lactose Cendre Références

sec(%o) grasses (%) (%) (%) (%)

9,60 1,20 3,07 5,40 0,99 ATTIA et al.,2001
11,31 2,8 3,56 4,38 0,72 SIBOUKEUR, 2007
12,18 5,74 2,90 - 0,69 ESHRAGA et al.,2011
10,92 3 3,39 3,52 0,93 BOUDJENAH, 2012
10,13 4,4 2,8 4,3 0,82 MORTADA et al., 2013

La composition du lait camelin a été considérée comme la moins stable comparée a
celle des laits des autres especes, bovine en I’occurrence. La variation de la composition du
lait camelin peut étre attribuée a plusieurs facteurs, comme la localisation géographique, les
conditions alimentaires, la race, le stade et le rang de lactation (SOUID et al., 2013).

Le lait de chamelle apporte 665 Kcal par litre contrairement a 701 Kcal pour le lait de
vache. Le lait camelin est bien connu pour sa richesse en acide glutamique et une faible teneur
en lysine (EL-AGAMY, 2006). Ce lait est aussi riche en vitamines (3,7 g/l) (voir tableau I11)
tels que la vitamine B3 (niacine) (EL-AGAMY, 2006) et en vitamine C (acide ascorbique)
(FARAH et al., 1992 ; MEHAIA, 1994). Enfin, la matiere grasse du lait de chamelle apporte
des acides gras a longue chaine tels que I’acide stéarique (C18:0) et I’acide oléique (C18:1)
(ATTIA et al., 2000a).

Tableau 111 : Concentration moyenne en vitamines du lait de chamelle et du lait de
vache (KAMAL, 2016).

Vitamines Lait de chamelle (mg/L) Lait de vache (mg/L)
SAWAY KAPPELER, ZHANGetal., FARAH, MEDHAMMAR et
Acetal., 1998 2005; ZHAO 1993 al., 2012
1984 et al., 2015
A (Rétinol) 0,15 0,15 0,97 0,27 0,47
B1(Thiamine) 0,32 0,58 0,13 0,57 051
B2(Riboflavine) 0,40 0,78 1,24 1,56 1,75
B3(Niacine) 4,47 4,46 - 0,63 0,93
B5(Acide 0,85 0,85 - 3,63 3,81
pantothénique)
B6(Pyridoine) 0,51 0,50 0,54 0,50 0,41
B9(Acide Folique) 0,0040 0,004 - 0,053 -
B12(Cobalamine) 0,0015 0,002 - 0,004 0,0046
E(Tocophérol) - 0,51 1,50 0,15 -
C(Acide ascorbique ) 23,26 29,07 30,07 12,60 -
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Le lait de chamelle contient des teneurs élevées en molécules a activité
antimicrobienne tels que le lysozyme, la lactoperoxidase, la lactoferrine et les
immunoglobulines (EL-HATMI et al., 2006; EL AGAMY et al., 1992; KAPPELER et
al.,1999). Cette richesse, entraine une résistance a la fermentation et a la prolifération
bactérienne tels que Brucella Melitensis (HAMDY ET AMIN, 2002; KAMOUN, 1990).

1.2. Les protéines

Les protéines du lait sont des constituants essentiels, vitaux font partie intégrante de la
nourriture en tant que source d'énergie et d'acides aminés exogénes nécessaires a la croissance
d'un organisme (SZWAJKOWSKA et al., 2011)

La quantité totale de protéines camelines varie de 2,15 a 4,90 g/100g avec une
moyenne de 3 g/100g (KONUSPAYEVA et al., 2009 ; BREZOVECKI et al., 2015).

Selon son organisation tridimensionnelle, la fraction protéique du lait peut étre scindée
en deux grands groupes. Le premier, représente environ 80% des protéines totales, est de type
micellaire, peu organisé et qui a la particularité de précipiter entierement a son pH
isoélectrique. Cette fraction est constituée de caséines. Le second d’environ 20% a 25 %
restant, comprend des protéines relativement organisées, pour la plupart de type globulaires a
savoir les protéines du lactosérum (WANGOH et al., 1998).

Le lait contient également un certain nombre de protéines présentant des propriétés
biologiques variées (enzymes, facteurs de croissances, immunoglobulines ...etc).

1.2.1. Protéines du lactosérum

Les protéines du lactosérum constituent 20 a 25% des protéines totales (KHASKHELI
et al., 2005). Leur taux fluctue entre 0,9 a 1,0 % de la composition globale du lait, cette teneur
est plus importante que celle du lait de vache (0,7-0,8 %) (AL-ALAWI et LALEYE, 2011).

La composition en protéines du lait camelin est différente de celle du lactosérum du
lait bovin. Le lait de dromadaire se singularise par I’absence en son sein de la protéine sérique
majeure du lait bovin a savoir la B-lactoglobuline (FARAH, 1986 ; FARAH et ATKINS, 1992
; KAPPELER et al., 1998 ; LALEYE et al., 2008), qui est aussi absente dans le lait humain
(SALAMI et al., 2008 ; EL-AGAMY et al., 2009 ; ELHATMI et al., 2012). Cette protéine a
été signalée comme étant l'une des principales sources d'allergie du nourrisson.

En effet, en plus de I’a-Lactalbumine, ’albumine sérique, les immunoglobulines, les
protéose-peptones, la lactoferrine, la lactopéroxydase et le lysozyme (KAPPELER et al.,
1999, EL-AGAMY, 2000 ; GIRARDET et al., 2000), d’autres protéines spécifiques au lait de
chamelle ont été isolées et caractérisees dont :

» Une protéine a caractére acide dénommeée Whey Acidic Protein (KAPPELER, 1998) ;

» Une protéine de reconnaissance du peptidoglycane homologue a celle du lait humain
(KAPPELER, 1998) ;

» Une protéine basique dénommée Camel Whey Basic Protein (EL-HATMI et al., 2007) ;
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» Une protéine de 14000 Da riche en résidus cystéine et dont I’extrémité N-terminal

présente une similitude de structure avec celle des caséines a- et B-camelines (BEG et
al., 1984).

En outre, ces protéines sériques sont thermorésistantes (FARAH et al., 1996). EL-
AGAMY et al., (2000) ont montré que le chauffage du lait camelin & 85°C pendant 10 min
inhibe seulement 56% du lysozyme et 65,5% de la lactoferrine alors que I’application du
méme traitement thermique au lait bovin inhibe 73 % du lysozyme et 98,8% de la lactoferrine.

L’a-Lactalbumine est la principale composante de la fraction protéinique du
lactosérum camelin. A 1’opposé, la B-Lactoglobuline représente la composante principale
(50%) des protéines lactosériques bovines, suivie par I’a-Lactalbumine (25%) (AL HAJ et Al
KANHAL, 2010). L’a-Lactalbumine cameline est trés riche en acides amines essentiels et
particulierement en : Trp, Cys et Lys, ou elle contient 21,6% de ces trois aminoacides alors
que son analogue bovin n’en contient que 19,6%.

Le lait de chamelle contient d’autres protéines protectrices, on peut citer :

elLa lactoferrine du lait est connue par sa rétention du fer. En outre de ce réle, la
lactoferrine est un antimicrobien (MAL et PATHAK, 2010), notamment pour les espéces
bactériennes dont le méetabolisme exige cet élement.

e La lactoperoxydase, enzyme d’oxydo-réduction a activités bactériostatique et bactéricide
principalement sur les bactéries GRAM négatif (TAYEFI-NASRABADI et al., 2011b).
elLe lysozyme du lait de chamelle posséde une activité de lyse supérieure a celle du
lysozyme bovin, mais inférieure a celle du lysozyme du blanc d'ccuf (EL-AGAMY et al.,

1996).

e Les protéines de reconnaissance du peptidoglycane (PGRPs) possedent une activité
antimicrobienne et ont la capacité de contrbler les métastases du cancer (MAL et
PATHAK, 2010).

e Les immunoglobulines se distinguent par l'organisation de leurs chaines lourdes qui
different complétement de ce qui est connu chez les autres vertébrés (KONUSPAYEVA
et al., 2004).

vl
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1.2.2. Les caséines

Les caséines sont des protéines spécifiques du lait et elles représentent la majeure
partie de ses composants azotés. Ce sont des complexes protéiques phosphorés a caractére
acide, elles sont naturellement regroupées formant des particules colloidales appelées micelles
de caseéine (FILION, 2006 ; LIU et GUO, 2008).

Les caséines sont synthétisées par I’épithélium sécrétoire mammaire sous forme de
précurseurs contenant un peptide signal qui permet 1’adressage et qui sera clivé au cours du
passage de ces protéines a travers la membrane du réticulum endoplasmique (GAYE et al.,
1977 ; MERCIER et GAYE, 1980).

Les caséines se définissent comme étant la fraction protéique précipitant a pH 4,6 et a
20°C pour le lait écrémé bovin (THOMPSON et al., 1965) et a pH 4,3 et 20°C pour le lait
écrémé camelin (WANGOH et al., 1998). La teneur des caséines dans le lait de chamelle est
généralement plus faible que dans le lait de vache et varie de 1,63 a 2,76 g/100g, ce qui
constitue un pourcentage de 52 a 87 % des protéines totaux (AL HAJ AND AL KANHAL,
2010; MEHAIA et al., 1995 ; SEHER et al., 2013; MATI et al., 2016).

Les caséines sont au nombre de quatre : caséine asl, caséine as2, caséine [ et caséine
K, ce sont des protéines multi-phosphorylées. La caséine [ est la principale fraction cas€inique
(65%) du lait de chamelle suivie de la caséine aS1 (21%) (KAPPELER et al., 1998). La
composition en acides aminés des caséines camelines est caractérisée par un faible taux en
glycine et en cystéine et cette composition est identique a celle de leurs homologues bovins
(FARAH et RUEGG, 1989, OCHIRKHUYAG et al., 1997 ; KAPPELER et al., 1998).

Dans le lait, les caséines sont organisees sous forme de micelles et s’associent par un
complexe minéral de phosphate de calcium. Les micelles se forment a I’intérieur des vésicules
du Golgi ou il a été observé en microscopie €lectronique 1’agrégation de petites particules
submicellaires en plus grandes particules micellaires (FARRELL Jr., 1988). Un des réles de la
micelle est de transporter le phosphate et le calcium dans le lait, permettant de maintenir dans
le lait une concentration élevée de calcium fortement assimilable.

A la différence des protéines solubles qui ont une structure globulaire compacte et
résistante a I’attaque protéolytique, les caséines présentent une structure lache et peu ordonnée
qui les rend accessibles aux enzymes protéolytiques (SCHMIDT, 1982).

Le lait de chamelle est similaire au lait humain en ce qui concerne ce pourcentage
¢levé en caséine B, ce qui pourrait refléter son taux de digestibilité plus élevé et une plus

faible incidence allergique dans I’intestin des nourrissons que le lait bovin (EL-AGAMY et
al., 2009; EI HATMI et al., 2012).

vl
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Le tableau IV résume les principaux constituants protéiques du lait de dromadaire et de vache.

Tableau IV : Concentrations moyennes des protéines dans le lait de dromadaire et de vache
(mg/L) (KAPPELER et al., 2003 ; BENKERROUM, 2008).

Protéines Dromadaire Vache Fonction principale

asl caséine 5000 12000 Nutritive (aa, Ca,P)

as2 caséine 2200 3000 Nutritive (aa, Ca,P)

B caséine 15000 10000 Nutritive (aa, Ca,P)

K caséine 800 3500 Coagulation de la micelle de caséines

o Lactalbumine 3500 1260 Synthése du lactose

B Lactoglobuline 00 3500 Liaison et transport des a. gras et du rétinol
Lactophorine (PP3) 950 300 Inhibition de la lipolyse

Lactoferrine 95 140 Anti-inflammatoire, nutritive, fixation du fer
Lactoperoxydase = 30 Anti-inflammatoire, activité bactéricide
Lysozyme 0,6-6,5 0,05-0,21  Activité bactéricide, N-acétylmuralidase

- : élément non dosé
1.2.2.1. Les différents types de caséines
» Caséine asl

La caséine aslest la protéine la plus abondante dans le lait de vache. Elle représente
entre 34 et 40% des caseines soit entre 9-11g/l de lait de chamelle. Cette fraction compte 215
acides aminés pour une masse moléculaire de 25,773 kDa et un point isoélectrique de 4,4
(KAPPELER et al., 1998 ; HAILU et al., 2016). Cette caséine est sensible a 1’action des
protéases (DE ROISSART et LUQUET, 1994 ; FARREL et al., 2004).

La caséine aslcameline a deux variants génétiques A et B (KAPPELER et al., 1998)
qui sont phosphorylés au niveau des résidus serines : 18, 68, 70, 71, 72 et 73 et un autre
variant C a été rapporté par SHUIEP et al (2013).

> Caséine as2

Cette fraction est présente dans le lait de chamelle a une moyenne de 2,6 g/l (AL-
ALAWI et al., 2011). Sa structure primaire contient 178 résidus d’acides aminés dont 11
résidus de sérine phosphorylés et deux résidus cystéine font un pont disulfure. C’est la caséine
la plus hydrophile et la plus sensible au calcium. Le poids moléculaire de cette fraction est
d’environ 21,266 kDa, alors que son pH isoélectrique est 4,58 (KAPPELER et al., 1998).

La caséine aS2 cameline présente des délétions au niveau de sa structure primaire,
cette délétion entraine la perte de trois sérines phosphorylées successives présentes dans la
caséine aS2 bovine. Ce qui n’est pas sans conséquence dans ’assemblage de la micelle, dans
sa stabilité et dans ses propriétés nutritionnelles (FERRANTI et al., 1995).
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» Caséine B

La B-CN est la principale protéine de la caséine du lait de dromadaire et représente
environ 65 % de la caséine totale (KAPPELER et al., 1998). L’analyse quantitative effectuée
par OMAR et al., (2016) a montré une quantité plus élevée de B-CN dans le lait camelin :
B-CN (12,78 mg/mL), as-CN (2,89 mg/mL) et k-CN (1,67 mg/mL).

La sequence primaire, étudiee par KAPPELER et al. (1998) (Figure 01), présente 217
acides aminés, avec une masse moléculaire qui varie de 23,8 a 35 kDa (OCHIRKHUYAG et
al., 1997 ; KAPPELER et al., 1998 ; SHUIEP et al., 2014) et son point isoélectrique est a pH
4,76 (KAPPELER et al., 1998).

Arg-Glu-Lys-Glu-Glu-Phe-Lys-Thr-Ala-Gly-Glu-Ala-Leu-Glu-Ser(P)-lle-Ser(P)-Ser(P)-Ser(P)-Glu-Glu®
Ser-lle-Thr-His-1le-Asn-Lys-GIn-Lys-lle-Glu-Lys-Phe-Lys-1le-Glu-Glu-GIn-GIn-GIn-Thr-Glu-Asp-Glu-GIn®*®
GIn-Asp-Lys-lle-Tyr-Thr-Phe-Pro-GlIn-Pro-Gln-Ser-Leu-Val-Tyr-Ser-His-Thr-Glu-Pro-lle-Pro-Tyr-Pro-lle™
Leu-Pro-GIn-Asn-Phe-Leu-Pro-Pro-Leu-GIn-Pro-Ala-Val-Met-Val-Pro-Phe-Leu-GIn-Pro-Lys-Val-Met-Asp-Val®®
Pro-Lys-Thr-Lys-Glu-Thr-lle-lle-Pro-Lys-Arg-Lys-Glu-Met-Pro-Leu-Leu-GIn-Ser-Pro-Val-Val-Pro-Phe-Thr!?
Glu-Ser-GIn-Ser-Leu-Thr-Leu-Thr-Asp-Leu-Glu-Asn-Leu-His-Leu-Pro-Leu-Pro-Leu-Leu-GIn-Ser-Leu-Met-Tyr'4
GIn-lle-Pro-GIn-Pro-Val-Pro-GIn-Thr-Pro-Met-lle-Pro-Pro-GIn-Ser-Leu-Leu-Ser-Leu-Ser-GIn-Phe-Lys-Val‘

Leu-Pro-Val-Pro-GIn-GIn-Met-Val-Pro-Tyr-Pro-GIn-Arg-Ala-Met-Pro-Val-GIn-Ala-Val-Leu-Pro-Phe-GIn-Glu'®

Pro-Val-Pro-Asp-Pro-Val-Arg-Gly-Leu-His-Pro-Val-Pro-GIn-Pro-Leu-Val-Pro-Val-lle-Ala?'

Figure 01: Séquence primaire de la p-caséine cameline. (KAPPELER et al., 1998).

L’étude de KAPPELER (1998) a montré que la B-CN cameline est phosphorylée aux
niveaux des Serl5, Serl7 et Serl18. En 2014, SAADAOUI et al. ont montré la présence d’un
autre phosphate, probablement la Serl9. Elle est dépourvue de résidus glucidiques et de
cystéine. Sa teneur en proline est légerement supérieure a celle obtenue dans le lait bovin
(17,1 contre 16,7 %, respectivement). Cette teneur en proline plus élevée dans les caséines
camelines peut conduire a une déstabilisation des structures secondaires de maniére plus
prononcée que dans les caséines bovines.

L'analyse des acides aminés de la B-CN cameline a montré une quantité élevée de
résidus hydrophobes (34 %), alors que les acides aminés acides et basiques représentent 17 et
25 %, respectivement (ASHIQ, 1993).

Comme dans le cas du lait de référence, la caséine 3 est la plus hydrophobe de toutes
les caséines bien qu’elle ait un caractére amphipolaire assez marqué (BALTHAZAR et al.,
2017). En effet, les charges négatives de la caséine B sont essenticllement présentes dans la
partie N-terminale, contenant les résidus phosphorylés ce qui rend cette partie fortement
hydrophile. La partie C-terminale est trés riche en groupements apolaires.
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Les caséines camelines contiennent plus de B caséine que de aS et de k caséine
(WANG et al., 2017). Selon BREZOVECKI et al. (2015) et BALTHAZAR et al. (2017), la
concentration élevée en B caséine peut-étre la raison de la bonne digestibilité de ce lait et la
diminution des allergies infantiles car la B-CN est plus sensible a I’hydrolyse peptidique que
les caséines oS (EL AGAMY et al., 2009).

> Caséines k

C’est la plus étudiée en raison de son rble fondamental dans le phénomene de
stabilisation/déstabilisation de la micelle. La caséine x représente seulement 3,47% de la
caséine cameline totale (AL HAJ et Al KANHAL, 2010). Le site d’action de la chymosine
dans la caseine « est : Phe 97-11e98 (KAPPELER et al., 1998).

La k-caséine du lait de chamelle est composée de 162 acides aminés avec un pH
isoelectrique de 4,11 et une masse moléculaire de 18,254 kDa (KAPPELER et al., 1998). Les
sites de phosphorylation y sont présents en 2 positions (Ser141 et Ser159) (HAMIDI, 2015).
Une grande majorité de cette caseine se trouve a la surface de la micelle, accessible a la
présure. Cette caséine est insensible au calcium et stabilise les autres caseines phosphorylées
(MAAMRI et MEKHLOUFI, 2013).

1.2.2.2. La micelle de caséine

Les caséines du lait de chamelle, comme pour les autres types de lait, sont organisées
en micelles. La micelle de caséines permet, par un regroupement adéquat, de maintenir en
solution des protéines non globulaires et de fixer en son sein une quantité importante de
phosphate de calcium et magnésium colloidal (KADA et ANANE, 2018).

Pour comprendre comment ces protéines arrivent a s’organiser dans le lait et permettre
les différentes transformations connues en produits dérivés du lait, trois modeles ont été
proposes jusque-la :

- a noyau enveloppé de WAUGH et al. (1971) ;
- a structure interne uniforme décrit par GARNIER et DUMAS (1970) ;
- en submicelles de SCHMIDT (1980).

L’organisation de la micelle de caséines du lait camelin est compatible avec le modele
moléculaire proposé par Schmidt (1980) (Figure 02) pour le lait bovin (ATTIA et al., 2000 ;
KHEROUATOU et al., 2003).




Synthese bibliographigue

caséine x
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de calcium 2 g hydrophobes { /

phosphate

Figure 02 : Représentation de la micelle de caséine bovine selon le modele de SHMIDT
(1980).

Le modéle de SHMIDT qui repose sur I’existence de submicelles de caséines, qui
s’associent par pontage phosphocalcique (figure 03), reste 'un des plus admis, car il est
conforté par les essais de comportements des protéines dans diverses conditions (action
enzymatique de la chymosine immobilisée, fixation de la B-lactoglobuline en surface induite
par des traitements thermiques excessifs, action des détergents) (HOLT, 1992).

subnicelle

Figure 03 : Schéma de pontage de deux submicelles par le phosphate calcium
(SCHMIDI, 1982)
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Néanmoins, 1’observation, par balayage aux rayons X, pour la premiére fois de la
structure des micelles de caséines sur un domaine étendu d’échelles de longueurs allant de 2
nm a 1000 nm et I’analyse des courbes de diffusion qui en découlent n’ont pas confirmé la
présence de ces structures "submicellaires" (PIGNON et al., 2004; MARCHIN et al., 2007).

La composition des submicelles au centre et en périphérie est différente. En effet, les
caséines P et asl sont plus présentes au centre de la micelle et forment le cceur hydrophobe
alors que la partie externe, d’avantage hydrophile, est formée de caséines asl, as2 et «
(AMIOT et al., 2002).de ce fait la caséine «k est accessible a I’enzyme coagulante
(BOUDJENAH, 2012).

En ce qui concerne ’organisation structurale de la micelle de caséine cameline, les
rares travaux publiés sur ce sujet ont concerné exclusivement I’aspect et la taille visualisée par
microscopie électronique. Elle est de forme sphérique, de taille variable (25 a 400 nm selon
GOUDA et al. (1984) et est composée d’un certain nombre de submicelles (FARAH et
BACHMANN, 1987).

KHEROUATOU (2004) a mentionné que la micelle de caséine du lait de dromadaire
differe de son homologue du lait de reférence sur plusieurs aspects :

v un diamétre micellaire plus important (0,4-0,5 um contre 0,13-0,16 um) ;

une distribution de taille plus large (0,6 um contre 0, 3 um) ;

une minéralisation plus élevée (11,4 contre 7,2 g/100g de poids sec) ;

un taux de caséines totales plus faible (20,60 g/kg contre en moyenne 28 g/kg).

ANEANERN

Certaines différences concernant la charge minérale des micelles ont également été
remarquées. Par conséquent, il est a noter que le diamétre moyen des micelles de caséine est
étroitement liée a la fraction de Ca / Caséine. En outre, il a été établi que les grandes micelles
sont plus riches en phosphate de calcium alors que les petites micelles sont plus riches en -
CN.

Les micelles peuvent étre déstabilisées en agrégat en utilisant 1'une de ces trois principales
méthodes : I'utilisation d’enzymes protéolytiques, les conditions acides et les traitements
thermiques.

1.3. La digestion enzymatique de la caséine

Les enzymes protéolytiques (protéases ou protéinases) font partie de la classe des
hydrolases (EC 3.4.21-24.x). En effet, ce sont des enzymes qui catalysent I’hydrolyse des
protéines dans des sites bien spécifiques en scindant la liaison peptidique qui lie deux acides
aminés dans une chaine peptidique et sont produites dans le milieu extra et intra cellulaire
(KUMAR et al., 2008).

Dans I’hydrolyse enzymatique, le taux de clivage des liaisons peptidiques dépend

principalement de deux facteurs : la spécificité de I’enzyme et 1’accessibilité aux liaisons
peptidiques (ADLER-NISSEN, 1986).
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1.3.1. Enzymes gastriques
1.3.1.1. Pepsine

La pepsine, découverte par Theodor Schwann en 1825, fut la premiere enzyme
identifiée dans la famille des protéases aspartiques. En 1836, Schwann avait dénommé
« pepsine » la protéase qu'il avait obtenue a partir de I'estomac de porc (FOLTMANN et al.,
1995).

La pepsine est une endoprotéase appartenant a la famille des protéases a acide
aspartique, présente dans le suc gastrique de tous les mammiferes et les oiseaux. L’une de ses
remarquables caractéristiques est sa grande activité dans cet environnement acide ; elle est
active méme a pH 1 ou plusieurs enzymes et protéines subissent une rapide dénaturation.

Elle hydrolyse les liaisons peptidiques dans lesquelles un acide aminé aromatique
(Tyr, Trp, Phe) engage sa fonction amine (RAISONNIER, 2004). Lors de I’hydrolyse de la
liaison peptidique, les deux acides aspartiques jouent simultanément le role de donneur et de
receveur de protons (DUNN, 2002).

1.3.1.2. Chymosine

Le nom « chymosine », donné par le pharmacien avallonnais Jean-Baptiste Deschamps
(1840), dérive du mot grec "Khymos” qui veut dire « liquide gastrique ». On 1’appelle aussi
rennine, mais 1’Union Internationale de Biochimie et de Biologie Moléculaire (IUBMB) a
préféré le terme chymosine pour éviter la confusion avec la rénine, enzyme plasmatique
spécifique qui hydrolyse I’angiotensinogéne.

La chymosine (EC 3.4.23.4), est une enzyme néonatale possédant une forte activité
coagulante. Elle clive spécifiquement la caséine k dans la position (Phe105-Met106) du lait de
vache et la position (Phe97-Met98) provoquant la coagulation du lait dans 1’estomac des pré-
ruminants (FOLTMANN, 1970 ; KAGEYAMA et al., 2000). Ce phénoméne permet aux
proteines du lait d’étre suffisamment exposées aux enzymes gastriques pour une digestion
plus complete (PETIT et al., 1987).

C’est une protéine globulaire constituée d’une seule chaine polypeptidique de 323
acides aminés (35,6 kDa). Elle est synthétisée in vivo sous forme de préprochymosine de 381
acides aminées (42,1 kDa) avec une séquence signale amino-terminale de 16 aides aminés
hydrophobes, clivés avant la sécrétion, produisant ainsi la prochymosine de 365 acides aminés
(40,7 kDa) (FOLTMANN, 1966).

La prochymosine devient active sous I’action de l’acidité présente dans le milieu
gastrique. A pH 4-5, elle est convertie en chymosine mature par coupure d’un pro-segment de
42 acides aminés N terminaux, tandis qu’a pH 2, elle subit un clivage d’un peptide de 27
acides aminés N-terminaux générant un intermédiaire actif appelé pseudo-chymosine de 338
acides aminés (37,4 kDa) (PEDERSEN et al., 1979). Ce dernier est stable a un pH inférieur a
3 ou supérieur a 6 mais a pH 4,5, il se transforme en chymosine (KUMAR et al., 2010).
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Au moins trois variants génétiques ont été mis en évidence pour la chymosine bovine :
la chymosine A, B et C (DONNELLY et al., 1984 ; DONNELLY et al., 1986). La variante C
a été considérée comme un produit de dégradation de la chymosine A, avec perte d’un
tripeptide (Asp244-Glu245-Phe246) (DANLEY et GEOGHEGAN, 1988).

En PAGE SDS, les trois variantes ont la méme mobilité électrophorétique avec un PM
de 35,6 kDa mais ils peuvent étre séparés 1'un de ’autre par chromatographie liquide haute
performance (HPLC) (RAMPILLI et al., 2005).

Bien que la chymosine A possede une plus grande activité coagulante que la
chymosine B, cette derniére reste la plus utilisée en fromagerie car elle a une plus grande
durée de conservation (PALMER et al., 2010).

1.3.2. Enzymes pancréatiques

Les cellules acineuse du pancréas expriment et secrétent de grandes quantités de
molécules dont 90% sont douees d'une activité enzymatique. Le pancréas humain délivre
quotidiennement de 6 a 20g d'enzymes (de proenzymes inactives ou zymogenes) (MEDART,
2005)

1.3.2.1. Endopeptidases
» Trypsine

La trypsine (EC 3.4.21.4) est une des protéases a serine, sécrétée par les cellules
acineuses du pancréas sous forme d'une pro-enzyme appeléee le trypsinogéne (MIKES et al.,
1966). Ce dernier est activé au niveau du duodénum sous I’action de I’entéropeptidase, par
hydrolyse spécifique de la liaison Lys15- Ile16. Dés qu’une trés faible quantité de trypsine est
libérée du précurseur, la réaction devient autocatalytique (ABITA et al., 1969). La trypsine est
formée de 201 résidus d’acides aminés en une seule chaine polypeptide et possede quatre
ponts disulfures, son poids moléculaire est de 24 kDa. (KAUFFMAN, 1965; HUBER et al.,
1974).

Le rdle physiologique de la trypsine est alors de participer au processus de digestion:
hydrolyse des protéines alimentaires en petits peptides ou acides aminés assimilables
(GHASEMI, 2007). C'est une endoprotéase qui hydrolyse les liaisons peptidiques dans
lesquelles un acide aminé (Lys, Arg) engage sa fonction acide (RAISONNIER, 2004).

» Chymotrypsine

La chymotrypsine appartenant a la famille des protéases a sérine. C’est une
endopeptidase synthétisée dans le pancréas sous la forme d'un précurseur inactif le
chymotrypsinogene, qui sous l'action d'enzymes protéolytiques des intestins gréles est
converti en chymotrypsine (DUBOIS, 2006). Elle hydrolyse les liaisons peptidiques dans
lesquelles les acides aminés Tyr, Trp, Phe et Met engagent leur fonction acide.

La chymotrypsine est composée de 241 résidus d’acides aminés avec une masse
moléculaire de 25,230 kDa. Elle présente une structure globulaire compacte de trois chaines
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reliées par deux ponts disulfures, inter chaines, Cys1-Cys122, Cys136-Cys201 et repliées en 2
domaines (domaine 1 et domaine 2), de 120 acides aminés, chacun étant constitué
essentiellement d'un tonneau B, formé de 6 brins  anti-paralleles. 11 y a une certaine similarité
de séquences entre les deux domaines. Elle posséde également trois ponts disulfures intra
chaine: Cys42-Cys58, Cys168-Cys182, Cys191-Cys220 (BROWN et HARTLEY, 1966).

1.3.2.2. Exopeptidases

Ces enzymes catalysent I'nydrolyse des liaisons a I'extrémité des chaines peptidiques
(SALAH, 2008).

Les carboxypeptidases sont des métallocarboxypetidases qui possedent un atome de
zinc, fortement lié a I'enzyme et nécessaire a son activité hydrolytique, sécrétées sous la forme
d'un précurseur inactif (procarboxypeptidase) (SALAH, 2008).

A. Carboxypeptidase A : Elle existe sous forme de deux variantes Al et A2 dans le
suc pancreatique humain. Ces variantes agissent tous au niveau des acides amines
aromatiques et complétent l'action de la chymotrypsine (SALAH, 2008).

B. Carboxypeptidase B : Elle est présente sous forme de deux variantes dans le suc
pancréatique humain. Cette enzyme compléte I'action de la trypsine par I'nydrolyse des
liaisons peptidiques C-terminale impliquant soit I'arginine soit la lysine (GIARDINA
et al., 1999).

1.4. Activites biologiques des caséines

Il est maintenant bien connu qu'a c6té du rdle physiologique principal des caséines du
lait en tant que source d'acides aminés nécessaires a la croissance du nouveau-né, ces
proteines peuvent contenir des peptides cryptés dans leurs séquences, qui peuvent présenter
diverses activités biologiques une fois libérées (JRAD et al., 2015). Par conséquent, les
caseines peuvent jouer des fonctions biologiques importantes aprés avoir été hydrolysees avec
différentes protéases (JRAD et al., 2015 ; KUMAR et al., 2016) (tableau V).

Certains auteurs ont également signalé que les peptides bioactifs dérivés des caseines
diminuent le risque des maladies cardiovasculaires, de diabete et de cancers. Ces vertus
seraient dues aux activités : antioxydante, antibactérienne et anti-hypertensive assignées a ces
peptides (MCLACHLAN, 2001; RIVAL et al.,, 2001 ; KUMAR et al., 2016). Des tels
rapports stimulent I'intérét pour les aliments fonctionnels, qui ont des propriétés favorables.

1.4.1. Activité antioxydante

L'oxydation est un processus vital dans tous les organismes vivants, méme si ses effets
secondaires sont la production des radicaux libres (REN et al., 2008). Le mécanisme d'action
d’un antioxydant est li¢ a l'inactivation des especes réactives de I'oxygéne (ROS) par piégeage
des radicaux libres, chélation des métaux de transition pro-oxydatifs et réduction des
hydroperoxydes (ZHOU et al., 2012). Il est bien documenté que la formation des radicaux
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libres est un facteur majeur impliqué dans la progression de nombreuses maladies humaines,
telles que les maladies vasculaires cérébrales, I'athérosclérose et le cancer, qui ont été
considérées comme les principales causes de déces chez I'homme (DAVALOS et al., 2004).

Des hydrolysats de caséine ayant une activité antioxydante cellulaire ont été rapportés
dans des nombreuses études. Plusieurs auteurs ont signalé que les caséinophosphopeptides
présentaient des effets cyto-protecteurs contre le stress oxydatif induit par H>O dans les
cellules Caco-2 (GARCIA-NEBOT et al., 2011 ; XIE et al., 2013).

L’activité antioxydante des caséines issues du lait de chamelle et de leurs hydrolysats a
été rapportée par plusieurs auteurs. Comme la fraction des caséines du lait de chamelle est
riche en B-CN, ce composant pourrait étre la meilleure source de peptides antioxydants
(JRAD et al., 2014). KUMAR et al. (2016) ont montré que I’hydrolyse des caséines
camelines par des protéases telles que 1’a-chymotrypsine, papaine et 1’alcalase produit des
hydrolysats avec une activité antioxydante beaucoup plus élevee que celle des caséines
natives. SALAMI et al. (2011) ont rapporté que la B-CN cameline possede une activité
antioxydante élevée apreés hydrolyse par la chymotrypsine.

1.4.2. Activité anti-hypertensive

L’enzyme de conversion de I’angiotensine (ECA) est une carboxypeptidase peptidique
qui catalyse la production de I’angiotensine II (peptide qui entraine une vasoconstriction) et
I’inactivation de la bradykinine (nano peptide qui est un puissant vasodilatateur
endotheliumdépendant). Les molécules inhibant de maniére significative son activité peuvent
exercer une activité anti-hypertensive in vivo, mais il est clair qu’une inhibition significative
de ’ECA in vitro ne justifie pas un effet antihypertenseur in vivo (HERNANDEZ-LEDESMA
etal., 2011).

Les peptides dérivés du lactosérum et de la caseine ont montre des activités
inhibitrices de 'ECA (LOPEZ-FANDINO et al., 2006).

SALAMI et al. (2011) ont mesuré in vitro I’inhibition de I’activité de ’ECA par les
caséines du lait camelin (caséine entiére de dromadaire et B-CN) et qui ont montré une forte
activité inhibitrice de 'ECA apres I'hydrolyse avec de la pepsine et avec le mélange de 3
protéases (pepsine, chymotrypsine, trypsine). Les résultats obtenus dans cette étude suggérent
que la B-CN peut jouer un réle important dans la caséine du lait de chamelle comme source
naturelle d'agents antihypertenseurs.

1.4.3. Activité antibactérienne

Dans le lait, des systemes inhibiteurs naturels ou non, peuvent agir sur les
microorganismes, certains sont liés a la composition physico-chimique de lait (OMANE et
ZRUG, 2015), parmi ces composants figurent des protéines. Le lait de chamelle est connu
pour étre une source importante de peptides (HILL et al., 1974).




Synthese bibliographigue

Certaines études ont montré que la caséine a des effets antibactériens. La caséine a été
utilisée pour inhiber les bactéries qui causent les infections des gencives (Gingivitis)

(HUSSIEN, 2011).

Les casécidines sont issues de 1’hydrolyse des caséines du lait bovin. Elles font partie
des peptides anti-microbiens les plus purifiés actuellement, qui montrent une activité in vitro
contre Staphylococcus, Sarcina, Bacillus subtilis, Diplococcus pneumoniae et Streptococcus

pyogenes (LAHOV et REGELSON, 1996).
Tableau V: Activités biologiques des peptides identifiés dans le lait de chamelle.
Origine du peptide Séquence du peptide Fonction attribuée Référence

k-CN (fermentation
par Lactobacillus

AIPPKKTQD (f 100- 107)

Activité inhibitrice de
I'ECA

Shuangquan et al.
(2008)

helveticus)
Kk-CN (digestion par les | IPP Activité inhibitrice de Tagliazucchi et al.
enzymes I'ECA (2016)
pancréatiques)
Caséines (fermentation | KVLPVPQ Activité de piégeage
par Streptococcus VPYPQR des radicaux
thermophilus) PVRG
B-CN
L pp Activité inhibitrice de
V118 PFlZO I.ECA
|158 PPlGO
AMPVQAVLPFQEPVPDPVR | Activité anti-
inflammatoire
El Hatmi et al.
(2016)
aS1-CN (Ct) G*" GKTDVMPQW W2/ Activité de piégeage
des radicaux
aS2-CN (Ct) M**® TPWNHIKRY F'"® Activité de piégeage
des radicaux
k-CN YPSYGIN Homologue de
I'antagoniste opioide
Fermentation par Peptides < SKDa Activité inhibitrice de Moslehishad et al.

Lactobacillus
rhamnosus

Peptides 5- 10KDa

I'ECA
Activité de piégeage
des radicaux

(2013)

Caséines (digestion par
la pepsine et la
pancréatine)

Peptides < 1KDa

Activité antibactérienne

Jraj et al. (2015)

B-CN et I'hydrolysat
total

Peptides 3KDa

Peptides 5- 10KDa

Activité inhibitrice de
I'ECA
Activité Antioxydante

Salami et al.
(2011)
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1. Matériel & Méthodes

La partie expérimentale de cette présente étude a éte réalisée au niveau du Laboratoire
de Recherche de Biochimie Analytique et Biotechnologies (LABAB) de [I’Université
Mouloud MAMMERI de Tizi-Ouzou.

2.1. Matériel

2.1.1. Matériel biologique
2.1.1.1. Lait de chamelle

Les échantillons de lait utilisés proviennent de troupeaux de chamelles saines
(Camelus dromaderius) de la population Sahraoui en élevage extensif dans des parcours
naturels d’E1-Oued (sud d’ Algérie).

Il a été recueilli dans des bouteilles en plastique neuves et propres et acheminé au
Laboratoire dans une glaciére.

2.1.1.2. Enzymes et protéines étalons

- Pepsine (EC 3.24.3.1), extraite de la muqueuse de l'estomac porcine, activite de 3000-
4500 unités/mg de protéine.

- Trypsine (EC 3.4.21.4) extraite de pancréas bovin, activité de 1645 U/mg de protéine
(Sigma Chemical, Etats-Unis).

- o- chymotrypsine (E.C. 3.4.21.1) extraite de pancréas bovin, activité de 57,24 U/mg
(Sigma Chemical, Etats-Unis).

- Kit de protéines étalons préparé au laboratoire, il comprend 4 protéines de PM connu :
I’a-Lactalbumine (14 kDa), la B-lactoglobuline (18 kDa), ’ovalbumine (47 kDa) et
I’albumine serique bovine (67 kDa) ), utilise pendant le contrdle electrophorétique
PAGE-SDS.

2.1.1.3. Appareillage

- Unité de chromatographie liquide haute performance en phase inverse (RP-HPLC) avec
une colonne analytique Lichrosorb C8 ;

- Unité d’électrophorése sur mini cuves verticales (Hoeffer SE 260) comprenant : couleur
de gel, cuves d’¢lectrophorése, générateur de courant (250V, 100mA), plaques en verre
et en hydroxyde d’alumine (10 x 12 cm), espaceurs de 1mm d’épaisseur ;

- Centrifugeuse réfrigérée (max 28 000 x g ; SIGMA) ;

- Spectrophotometre UV-Visible (SHIMADZU) ;

- Lyophilisateur a plateaux (Telstar LyoQuest) ;

Autres matériels d’usages courants :

- Balance de précision a 0,01 mg (Denver Instrument) ;

- Balances analytiques a affichage digital (0,01 g ; Denver Instrument) ;
- pH metre (Hanna Instruments);

- Distillateur d’eau (GFL) ;

- Bain-marie (Memmert) ;

- Agitateurs varies (magneétique, vortex, basculant....etc.).
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2.1.1.4. Produits chimiques et réactifs

= Solvants usuels: Acéto-niltrile, éthanol, méthanol, eau distillée, glycérol, acide
acétique, acide chlorhydrique (HCI), acide trichloracétique (TCA) ;

= Sels et tampons : Tris/HCI, phosphate monopotassique (KH2POs), phosphate
dissodique (Na:HPOgs), persulfate de potassium, hydroxyde de sodium et azide de
sodium ;

» Colorants et réactifs spécifiques : acrylamide, N,N’-méthyléne bis-acrylamide, bleu de
bromophénol, bleu de Coomassie R250, B-mercaptoéthanol, dodécyl-sulfate de sodium
(SDS), persulfate d’ammonium, N,N,N',N'-tétraméthyléthyléne diamine (TEMED),
glycine, tris-hydroxy-méthyl-amino-méthane  (Tris),  2,2-diphenylpicrylhydrazyl
(DPPH), acide 2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique) (ABTS), di-éthyl-
aminoéthyl-cellulose (DEAE-cellulose)... etc.

2.2. Méthodes
2.2.1. Isolement des caséines totales
2.2.1.1. Ecrémage

C’est une étape nécessaire pour éviter les interférences des lipides sur les entités
proteiques. Elle consiste a éliminer la matiere grasse par centrifugation a 3500 x g pendant 20
min a 4 °C. Le lait camelin est préalablement chauffé sous agitation pendant 30 min au Bain-
marie a 30°C afin de permettre la remontée de la matiére grasse en surface. A la fin de la
centrifugation, la creme qui se consolide en surface est écartée a I’aide d’une spatule tandis
que le lait est filtré par passage a travers une laine de verre qui permet d’emprisonner le reste
de la matiere grasse dans ses mailles.

2.2.1.2. Précipitation isoélectrique

Le lait écremé qui en résulte est acidifié pH 4,3 comme préconisé par WANGOH et al.
(1998) par ajout d’une solution d’acide chlorhydrique (4 N). Les caséines qui précipitent a
leur pH isoélectrique sont séparées des protéines sériques par centrifugation a 3500 x g / 15
min, a 20°C (Figure 04).

Le culot des caséines est lavé trois fois sous agitation avec de I’cau distillée puis
neutralisé a pH 7,0 avec une solution de NaOH 1 M. Cette opération est répétée trois fois pour
une meilleure séparation des caseines avec les protéines sériques.

2.2.1.3. Dialyse et lyophilisation

Les caséines obtenues sont dialysées contre de 1’cau distillée, contenant un
antibactérien (azide de sodium 0,005 M) pendant 72h & 4°C avec un changement d’eau
biquotidien.

Une fois dialysées, les solutions de caséines sont versées en fines couches dans des
coupelles, puis congelées avant d’étre lyophilisées et conservees sous cette forme dans un
dessiccateur.

La pureté des cas€ines est vérifiée par électrophorése en gel de polyacrylamide
(PAGE-SDS ; PAGE-Urée).
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Lait camelin I

-Ecrémage par centrifugation
(3500 x g/20min/4°C)

Lait écrémé I

- Acidification a pH 4,3 avec HCI 4N,
- Centrifugation a 3500 x g/15min a 20°C

Surnageant de
lactosérum écarté

Culot contenant les Caséines I

- Neutralisation a pH 7 avec NaOH 1N,
- Dialyse contre H,O distillée 72h & 4°C,
- Lyophilisation.

Chromatographie échangeuse Contrdles électrophorétiques
d’anions (DEAE-Cellulose) (PAGE-Urée, PAGE-SDS)

Figure 04: Etapes suivies pour I’isolement des caséines du lait de chamelle.

E
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2.2.2. Purification de la p-caséine cameline

La B-caséine cameline peut étre isolée et purifiée a partir des caséines totales selon
différentes techniques. Néanmoins, les rendements d’extraction et la composition des
fractions fluctuent selon le mode de séparation utilisé.

De ce fait, les choix a opérer sont ceux qui répondent le mieux aux critéres suivant :

- une sélectivité de la méthode permettant I’obtention une fraction de p-caséine pure ;
- un bon rendement d’extraction sans perte de la matiére ;

- D’utilisation de méthodes les moins dénaturantes possibles ;

Pour cela, nous avons opté pour lachromatographie échangeuse d’anions sur
diéthylaminoéthyle (DEAE) cellulose en batch.

2.2.2.1 Chromatographie d’échange d’anions sur DEAE-cellulose
2.2.2.1.1. Principe

La séparation par chromatographie d’échange d’ions se base sur la différence de
charge électrique des protéines. La phase stationnaire de la DEAE est une résine de cellulose
sur laquelle sont greffés les groupements diéthyleaminoéthyles, qui sont chargés positivement
a pH alcalin. La phase mobile permet d’éluer sélectivement les protéines suivant un ordre
décroissant de leurs charges, et ce en augmentant progressivement la concentration en sel
(NaCl). La chromatographie est réalisée en « batch » : la résine est mise en suspension dans la
solution et agitée mécaniquement.

2.2.2.1.2. Mode opératoire

Pour I’isolement de la B-CN cameline, la méthode de Rasmussen et al. (1995) a été
adoptée. La résine est equilibrée avec le tampon acétate de sodium 20mM pH 6,6 (contenant 4
M urée, 35 mM EDTA, 10 mM 2-mercaptoétahnol) jusqu’a ce que le pH du filtrat soit
confondu avec celui du tampon utilisé.

Les caséines camelines totales (2g) ont été solubilisées dans 40 ml de tampon acétate
de sodium préalablement préparé a pH 6,6. Le mélange est centrifugé a 16 000 x g pendant 45
min a 4°C. Le surnageant récupéré apres la centrifugation a été mélangé avec la DEAE-
cellulose activee et pré-équilibrée par le tampon de départ pendant 30 min a 4°C puis introduit
dans un dispositif de filtration sous vide (Chromatographie en batch).

L’¢lution est réalisée a température ambiante par un gradient discontinu de chlorure de
sodium dans le méme tampon (0, 0,2, 1let 2M de NaCl).

La pureté des fractions obtenues a été contrdlée par électrophorése en PAGE-SDS et
en PAGE-Urée.
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2.2.3. Analyse par Chromatographique Liquide Haute Performance en phase inverse
2.2.3.1. Principe

En chromatographie de phase inverse (RP), la phase stationnaire est composée de
silice greffée par des chaines alkyles ayant 8 ou 18 atomes de carbone. Les phases greffées
(qualifiées d’inverses) sont les supports les plus couramment utilisés. Elles sont apolaires et
hydrophobes et nécessitent donc un éluant polaire tel que I’acétonitrile, le méthanol, I’eau.

En réalisant une surface hydrophobe, on inverse totalement la nature des interactions
fournies par la silice. Les solutés les plus polaires seront les moins retenus, les solutés
apolaires seront retenus d’autant plus fortement que leur hydrophobicité est élevée.

2.2.3.2. Mode opératoire

La B-caséine est solubilisée a raison de 6 mg/ml dans un tampon bis-Tris contenant
8M Urée, 1,3% citrate de sodium, 0,1M bis-tris et 0,3% B-mércaptoethanol.

Le mélange est filtré a travers un filtre a membrane en nylon 0,45um, puis un volume
de 60 pl est injecté dans une colonne Lichrosorb C8 (5 mm, 125 x 4,1 mm). La phase mobile
est constituée d’un solvant A (10 % acétonurie, 90% d’eau distillée et 0,1 % de TFA) et d’un
solvant B (60 % acétonitrile, 40% d’eau distillée et 0,1 % de TFA).

L’¢lution est effectuée avec un débit de 0,2 ml/mn a une température de 38°C en
utilisant un gradient binaire (0-50 %) pendant 50 minutes. La détection se fait en UV a 280 et
a 214 nm.

| Injecteur I :
] Phase stationnaire

[ Colonne .
*» ; ! 7 -/ apolaire
-] \J
—A— " s ; | ’ ‘ Four thermostaté .‘ m
Y @ | DA R

el 2 p 2 -
deiytion Détecteur ] Exploitation
de données

Figure 05 : Représentation schématique de la chromatographie liquide de haute
performance en phase inverse (RP-HPLC)
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2.2.4. Méthodes électrophorétiques

L’¢lectrophorése est un terme d’origine grecque signifiant transport (TRIVIN et
LEBRICON, 2003), découverte par Tiselius en 1937, elle s’est affirmée comme I'une des
méthodes d’analyses les plus avantageuses de la chimie des macromolécules.

2.2.4.1. Principe

L’électrophorése est une méthode d’analyse basée sur la migration différentielle de
particules chargées sous I’effet d’un champ électrique. Les protéines, du fait de leur caractére
amphotére, peuvent se comporter comme des anions ou des cations et se déplacer ainsi soit
vers I’anode ou la cathode et étre visualisées sous forme de bandes de migration distinctes
selon leurs charges et leur poids moléculaires.

Les séparations des particules dans un champ électrique sont souvent réalisées sur des
supports solides : papier, agarose, acétate de cellulose et polyacrylamide. Parmi ces supports,
le gel de polyacrylamide étant 1’'un des supports les plus utilisés en raison d’un certain nombre
d’avantages qu’il procure : transparence du gel, permettant une analyse quantitative des
protéines par densitometre ; reproductibilité €élevée et facilité de mise en ceuvre ; possibilité de
servir comme tamis moléculaire et de varié a volonté sa porosité. De ce fait, 1’électrophorese
sur gel de polyacrylamide (PAGE) constitue une des méthodes de séparation les plus
résolutives.

Le gel de polyacrylamide (PAGE) utilisé est le produit de polymérisation de
monomeres d’acrylamide (CH2=CH-CO-NH:) et d’un agent de pontage le N, N’ méthyléne-
bis-acrylamide (CH>=CH-CO-NH-CH>-NH-CO-CH=CHy>). Cette réaction est catalysée par un
générateur de radicaux libres composé de persulfate d’ammonium (NH4)2S20s et de N,N,N,N-
tetraméthylenediamine (TEMED).

La structure du gel est définie par les indices T et C. Sa porosité est ajustée en faisant
varier les concentrations relatives de a et b ; la taille effective des pores d’un gel est d’autant
plus petite que sa concentration en acrylamide est élevee.

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

C = (b/atb) x 100 (%)

a : acrylamide (g) ;
b : N,N ’-métylene-bis-acrylamide (g) ;
v : volume final de la solution (ml) ;

T : pourcentage de la concentration totale en acrylamide + bis-acrylamide ;
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C : pourcentage de la concentration en bis-acrylamide par rapport au total (acrylamide
et bisacrylamide).
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Figure 06 : Structure du gel de polyacrylamide

2.2.4.2. Electrophorese sur gel de polyacrylamide en présence de dodécylsulfate
desodium (SDS-PAGE)

Ce type d’électrophorése permet la migration des protéines uniquement selon leur
taille et leur forme. Pour ce faire, un détergent anionique (dodécylsulfate de sodium ou SDS,)
est rajouté dans le milieu (10%) avec un agent réducteur des ponts disulfures (B-
mercaptoéthanol (4%) et un traitement thermique des échantillons a 100°C pendant 2-3 min
est utilisé. La plupart des protéines sont dans ce cas dissociées, ce qui permet la fixation du
SDS sur les zones hydrophobes des chaines peptidiques, les polypeptides acquiérent alors une
forte charge négative et ne seront séparés que suivant leur taille dans un gel de porosité
appropriée.

Le procédé adopté est celui décrit par LAEMMLI et FAVRE (1973) qui utilise un
systéeme de tampons discontinus comprenant: tampon 1 (Tris/HCI 0,125M pH 6,8 pour le gel
de concentration (T = 4%, C = 2,7 %) contenant 0,1 % de SDS et tampon 2 (Tris/HCI 3,8M
pH 8,8 contenant 0,1 % de SDS pour le gel de séparation (T = 15 %, C = 2,7 %).

Le tampon d’électrode pH 8,3 est composé de 50 mM de Tris, de 384 mM de glycine
et de 0,1 % de SDS. L’échantillon est déposé dans les puits a raison de 10 pl (d’une solution a
1 mg/mL). L’électrophorése est conduite sur mini-cuves sous des conditions électriques de
20 mA, 10 W et 250 V.

A la fin de 1’électrophorése, les protéines sont fixées dans une solution d’acide
trichloracétiqgue (12 %) pendant 45 min, puis colorées pendant 2 heures par le bleu de
Coomassie R250 a raison de 0,2 %. La décoloration du gel s’effectue dans des solutions
(eau/méthanol/acide acétique, 3,12 : 1,5: 0,37).
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FigureQ7 : Uniteé d’électrophorése sur mini-cuve SE28.

2.2.4.3. Electrophorese en presence d’Urée et de 2-Mercaptoéthanol (PAGE-Urée)

La PAGE-Urée est une meéthode particulierement adaptée pour la séparation des
caséines qui sont difficilement dissociables en conditions natives. L’urée a forte concentration
élimine les liaisons faibles, plus particulierement les liaisons hydrogénes et hydrophobes.

Lors de cette étude, nous avons utilisé la methode décrite par ANDREW (1983), qui
comprend un systeme biphasique : un gel de concentration (T =4 % et C = 2,7 %) en tampon
(Urée 0,8 M ; Tris 0,49 M ; pH 6,8) et un gel de séparation (T =13 % et C = 2,7 %) en
tampon (Urée 4 M, Tris 1,5 M ; pH 8,8). Le tampon de gel est composé de (Tris 0,75 M, pH
8,9). Le tampon d’électrode pH 8,3 est constitué de Tris 5 mM et glycine 77 mM.

Les échantillons protéiques sont préparés et mis en solution dans le tampon de gel de
concentration (8 %) contenant de I’urée (3,3 M), du B-ME (0,3 %, V/V) et du glycérol (10%).

Les échantillons protéiques sont déposés a raison de 10 pl (a partir d’une solution a
1mg/ml).La migration électrophorétique a lieu sous voltage et ampérage constants (20 mA,
250 V). A la fin de la migration, les protéines sont fixées dans une solution d’acide
triachloracétique (12 %) pendant 45 min, puis colorées pendant 2 h par le bleu de Coomassie
R250 a raison de 0,2 %. La décoloration du gel s’effectue dans des solutions
(eau/méthanol/acide acétique, 3,12 :1,5: 0,37).

2.2.5. Hydrolyse de la p-caséine cameline par les enzymes digestives

L’hydrolyse enzymatique de la B-caseine cameline par trois enzymes différentes
(trypsine, pepsine et chymotrypsine) a été testée, afin d’avoir une idée sur la sensibilité de
cette derniere vis-a-vis de I’action des enzymes digestives.
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La B-caséine cameline est solubilisée a raison de 1 % (P/V) dans les tampons
réactionnels correspondants. L hydrolyse pepsique est réalisée a pH 2 (tampon HCI, 0,1 N)
alors que celles de la trypsine et de la chymotrypsine sont effectuées a pH 8 (tampon Tris 0,2
M).

Chaque enzyme est ajoutée a un ratio d’enzyme/substrat (E/S) de 1 %. Le mélange
homogénéisé soigneusement puis porté a incubation pendant 24 heures a 37 °C au bain
Marie. Des prélévements d’hydrolysats de la B-caséine ont été effectués comme suite : 5, 10,
15, 30 et 45 min, puis, 1, 2, 3, 4 et 24 heures. L’arrét de la réaction de ’hydrolyse se fait par
chauffage des tubes a 80°C pendant 15 min dans un bain Marie.

2.2.6. Evaluation du pouvoir antioxydant de la p caséine cameline et ses hydrolysats

pepsique
2.2.6.1. Test de pouvoir de piégeage du radical libre DPPH
2.2.6.1.1. Principe

Le potentiel anti-radicalaire d’une substance peut étre évalué a 1’aide d’une méthode
colorimétrique en utilisant des radicaux de substitution.

Cette méthode utilise le 2, 2-diphényl-2- picrylhydrazyle (DPPHe¢), qui est un radical
libre, coloré, stable, facile a doser et capable d’arracher les atomes hydrogéne labiles des
groupements OH. En effet, a température ambiante et en solution, ce radical se caractérise par
une coloration violette intense avec un maximum d’absorption a 517 nm.

En présence d’un antioxydant, le DPPH libre est réduit (Figure 08). Cette réduction se
traduit par le passage de la couleur violette de la solution a la couleur jaune ce qui conduit a la
diminution de I’absorbance de radical libre a 517 nm.

VIOLEY JAuUNL

b

Figure 08 : Réaction du DPPH avec un antioxydant.
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2.2.6.1.2. Mode opératoire

Afin d’étudier Dactivité anti-radicalaire de la f caséine cameline et ses hydrolysats,
leurs réactivités envers le radical libre a été évaluée in vitro par la mesure du pouvoir de
piégeage du DPPH libre. La capacité de libération des électrons par les fractions protéiques
testées est mise en évidence par colorimétrie & 517 nm en suivant la disparition de la couleur
violette d’une solution éthanolique contenant le radical libre DPPH.

La détermination de I’activité anti-radicalaire par le test de DPPH a été effectuée en
utilisant la méthode décrite par MOLYNEUX (2004) légérement modifiée. Une solution
éthanolique de DPPH" a été préparée en dissolvant 4 mg de DPPH dans 100 ml d'éthanol
(0,001M). 0,1ml de chaque échantillon (B-CN native et ses hydrolysats enzymatiques) sont
mélangées avec 2 ml de la solution de DPPH. L’acide ascorbique (vitamine C) est utilisé
comme référence.

La B-CN native et les hydrolysats de la pepsine ainsi que la référence (acide
ascorbique) sont testes a différentes concentrations ;

Les mélanges sont bien homogénéisés puis incubés pendant 24 heures a température
ambiante et a ’obscurité. La mesure de 1’absorbance est effectuée par spectrophotomeétre a
517 nm.

L'activité anti-oxydante liée a l'effet de piégeage du radical DPPH" est exprimée en
pourcentage d’inhibition (PI) a I’aide de la formule suivante :

% d’Inhibition (PI) = [(Ao- A1)/Ag] x 100

- Ao : Absorbance du blanc (DPPH dans le méthanol) ;
- A1 : Absorbance du I’échantillon.
Tous les essais ont été effectués en triplicate afin de Vérifier la reproductibilité.

2.2.6.2. Test de piégeage du radical ABTS

2.2.6.2.1. Principe

L’ABTS est un radical cation caractérisé par sa couleur bleu vert foncé qui va
disparaitre aprées la réduction par un antioxydant donneur des protons (hydrogene). Ce radical
est facilement formé a partir de 1’acide correspondant par oxydation en présence de persulfate
de potassium. Plus la perte de couleur est rapide plus le donneur d’hydrogeéne considéré
comme un antioxydant fort. (Figure 09).
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Figure 09 : Réaction d’oxydo-réduction du radical ABTS (PANNALA et al., 2011).
2.2.6.2.2. Mode opératoire

L'activité de piegeage des radicaux libres de la caséine cameline (CN) et de ses
hydrolysats (CNH) ont éte analysés par JRAD et al. (2014), selon la méthode décrite par RE
et al. (1999) et adapté pour les petits volumes par SADATE et al. (2011).

Le cation radicalaire ABTS™ a été produit par réaction 7 mM de cation ABTS" dans
2,45 mM de persulfate de potassium. La solution est conservée a l'obscurité a température
ambiante pendant 12 a16 h a température ambiante. Le réactif cationique radical ABTS™ a été
ensuite dilue avec 5 mM du tampon phosphate de sodium, pH 7,4 pour atteindre une
absorbance de 0,700 + 0,02 & 734 nm avant ’utilisation.

Un volume 3ml de la solution d’ABTS™ a été mélangé avec une solution de (1%) de B-
caseine cameline, de ses hydrolysats pepsique et de la référence (acide ascorbique) a
différentes concentrations (0, 20, 40, 60, 80, 100 ul). Les absorbances sont mesurées a 734 nm
aprés une incubation de 10 minutes a I’obscurité et a la température ambiante.

Trois essais ont été effectués pour chaque concentration de produit testé et le
pourcentage (%) de piégeage du radical ABTS est calculé selon la formule suivante :

% de piégeage du radical ABTS = [(Ao- A1)/Ao] x 100

- Ao : Absorbance en absence du produit a tester ;
- Ax: Absorbance en présence du produit a tester.

Détermination de I’ICso: les résultats des différents tests sont rapportés en calculant
les valeurs des 1Cso (mg/mL) qui est définie comme étant la concentration
d’antioxydant requise pour diminuer la concentration initiale de 50%, il est
inversement lié a la capacité antioxydante.
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I11. Résultats et discussion
3.1. Isolement et purification de la p caséine cameline
3.1.1. Isolement des caséines totales

La précipitation acide des caséines laitiéres est utilisée comme méthode de séparation,
car elle est rapide, reproductible et ne nécessite pas de moyens particuliers mise a part ’acide
chlorhydrique dilué.

Pour cela, I’isolement des casé€ines camelines a été réalisé par une précipitation acide a
pH 4,3 comme suggéré par WANGOH et al. (1998), KHEROUATOU et al. (2003) et ALIM
et al. (2005). Ces auteurs ont signalé que, a cette valeur de pH, les micelles de caséines de lait
de chamelle analysé perdent totalement leur stabilité dans le milieu. Elles floculent et donnent
un précipité net et stable aprés centrifugation, par contre la précipitation acide réalisée
habituellement a pH 4,6 sur le lait bovin n’entraine pas une précipitation totale des caséines
camelines. Le méme effet est d’ailleurs constaté sur le lait caprin ou la précipitation
isoélectrique totale a lieu a pH 4,2 (MATI, 1992). Cette différence dans le seuil de séparation
est due a des variations dans la nature et le nombre des acides aminés constitutifs de ces
caséines (CAYOT et LORIENT, 1998).

3.1.2. Purification de la p caséine cameline

Afin de controler I’état de pureté de nos préparations, nous avons analysé les fractions
isolées (aprés dialyse et lyophilisation) par électrophorése sur gel de polyacrylamide en
conditions dissociantes en présence d’urée (PAGE-Urée) et en conditions dissociantes et
dénaturantes en présence du dodécyl sulfate de sodium (PAGE-SDS).

La B-caseine cameline a été isolée et purifiée a partir des caséines totales suivant la
méthode de RASMUSSEN et al. (1995) par chromatographie échangeuse d’anions sur
diéthylaminoéthyle (DEAE) cellulose en batch.

Aprés une premiére séparation obtenue par centrifugation suite a la dissolution des
caséines totales dans un tampon d’acétate de sodium, additionné d’urée, du 2-ME et de la
I’EDTA, deux fractions ont été récupéré.
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Le profil électrophorétique en PAGE-Urée et PAGE-SDS des fractions éluées en
chromatographie échangeuse d’ions reléve 2 fractions (notées F1 et F2) (figure 10).

CNr F1 F2 CNr F1
v Vo _
l___

a5;-CN
B-CN

aS;-CN

Figure 10 : Electrophorégramme des fractions collectées apres séparation des
caséines camelines par chromatographie sur DEAE-cellulose. A: PAGE-SDS ;
B : PAGE Urée ; CNy : Caséines camelines totales ; F1 : p-CN et F2 : as-CN

En analysant le profil électrophorétique des fractions obtenues, nous pouvons dire que
cette technique nous a permis de séparer la B-CN de la aS-CN avec un degré de pureté
satisfaisant.

Le contréle en PAGE-SDS (figure 10A) montre que les caséines camelines migrent
en trois bandes bien distinctes avec une plus faible mobilité et un ordre de séparation
différents par rapport en PAGE Urée. L’ordre de migration décroissant des caséines totales est
comme suit : aS1-CN < B-CN <aS3:-CN.

En PAGE-Urée (figure 10 B), nous relevons la présence de deux bandes caseiniques

dans le lait camelin, correspondant respectivement, en partant du dépot, aux B-CN, aS-CN ,
en se référant aux donneées bibliographiques (MATI, 1992 ; PESIC et al, 2011 a et b).

Il est admis que selon HINZ et al. (2012), les caséines camelines présentent une
migration plus lente, du fait de leurs charges négatives nettes moins élevées. Ces protéines
migrent en trois bandes : deux bandes distinctes qui correspondraient aux B-CN et aS:-CN et
une troisieme bande diffuse de faible intensité et de plus grande mobilité électrophorétique,
qui caractériserait la aS>-CN (FARAH et FARAH-RIESEN, 1985 ; MOHAMED et al., 1989 ;
OCHIRKHUYAG et al., 1997).

Les électrophoregrammes en PAGE-Urée et PAGE-SDS montrent que la fraction F1
obtenue migre en une seule bande bien focalisée qui correspondrait bien a la -CN.

Nous pouvons estimer qu’au niveau qualitatif, le résultat est probant. Cette méthode
est avantageuse du fait qu’elle a permis d’avoir en une seule étape une bonne quantité de p-




Résultats & discussion

CN et de aS-CN, avec un degré de pureté non négligeable. En plus, elle est relativement facile
a réaliser et nécessite peu de temps et de moyens.

La chromatographie échangeuse anionique est assez utilisée pour séparer les caséines
individuelles du lait de différentes espéces (TOMPSON ,1966 ; SANOGO et al., 1989 ;
STRANGE et al.,1991). Toutefois, un nombre limité d’études a été consacré a la séparation
chromatographique des caséines camelines. Certaines investigations ont utilisé d’autres
supports chromatographiques pour des objectifs similaires. Ainsi, OCHIRKHUYAG et al.
(1997), sur les caséines camelines, ont montré la possibilité de seéparer les différentes caséines
sur une résine QAE-Sépharose, tandis que CHAOUI- KHEROUATOU et ATTIA (2008) ont
relevé une résolution non satisfaisante des as-caséines sur Mono Q HR 5/5.

3.1.3. Détermination du poids moléculaire de la p-caséine cameline

Nous avons analysé la fraction F1 en PAGE-SDS afin de contrdler la pureté de cette
fraction et de déterminer le poids moléculaire en comparant leurs niveaux de migration dans
les méme conditions a ceux des protéines de référence (Figure 11). Ces dernieres sont la
BSA, l'ovalbumine, la béta-lactoglobuline et T’alpha-lactaloumine avec des masses
moléculaires respectives de 67 000, 47000, 18000 et 14000.

Il est admis qu’en PAGE-SDS, les caseines du lait migrent en 4 bandes selon une
mobilité qui est de 1’ordre suivant : la caséine a-S2, la caséine a-S1, la béta caséine et la
caseine kappa (VAIRO CAVALLI et al., 2008).

PM (kDa) M Fl
47 —>
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67 —bu
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Figure 11: Eléctrophorégramme de la -CN cameline en PAGE-SDS ; gel de séparation :
T=15%, C=2,7% ; gel de concentration : T =4 %, C =2,7 %.
M : marqueurs de taille ; F1 : B-CN cameline
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Pour déterminer le poids moléculaire de la beta caseine cameline purifiée, nous avons

tracé une courbe étalon [(Log PM = f (distance de migration)] (Figure 12) a partir de profil
électrophorétique en PAGE-SDS.
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Figure 12 : Courbe de calibration du gel de séparation en PAGE-SDS ; standard
protéique de PM allant de 14 a 67 kDa.

Afin de comparer la taille de B-CN du lait camelin analysé avec celles relevées par
d’autres auteurs, nous avons récapitulé dans le tableau (V) les différents travaux qui ont donné
une estimation des PM de cette fraction proteique.

Tableau V : Masse moléculaire (kDa) de la -caséine mesurée en PAGE-SDS comparée
avec quelques données bibliographiques

Présente étude Références bibliographiques

PM 31,04 31 (a) 31,6(b) 35(c)

(@) : ALIM et al. (2005) ; (b) : SI AHMED et al. (2013) ; (c) : OMAR et al. (2016).

L’estimation de PM de la beta caséine cameline analysée est assez comparable a celles
signalées par ALIM et al. (2005) et SI AHMED et al. (2013) pour le lait camelin algérien,
mais se différencient l1égérement avec la valeur rapportée par OMAR et al. (2016).
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3.1.4. Controle de la pureté par RP-HPLC

Afin d’évaluer I’état de pureté de la fraction -CN issue de la chromatographie
d’échange d’anions sur DEAE-cellulose, nous avons soumis cet isolat & un contréle par
chromatographie liquide a haute performance en phase inversée (RP-HPLC) sur colonne C8.
Les conditions d’élutions utilisées ont permis d’avoir un pic dont le temps de rétention est
évalué a 24mn (figurel3)

EID 2‘5 Mijgm 3‘5 4IIJ 4‘5 5ICI 5‘5 E;
Figure 13 : Chromatogramme en RP-HPLC de la fraction g-CN cameline.
Colonne utilisée : C8 ; gradient binaire : 0 a 50 % ; débit : 0,2 ml/mn ; temperature :
38°C ; Deétecteur UV : 214 nm.

Le protocole de purification adopté nous a permis d’avoir la f-CN avec une purete tres
satisfaisante. En comparant ce résultat obtenu aux données bibliographigues, notamment les
travaux de ATAMER et al., ( 2017), nous pouvons confirmer par la méme occasion le degré
de pureté de la B-CN isolée par chromatographie échangeuse d’anions, puisque aucun autre
pic ne figure sur le chromatogramme.

3.1.5. Sensibilité de la p caséine cameline a ’hydrolyse enzymatique

Afin d’avoir une idée sur la sensibilité¢ de la B caséine du lait camelin a I’action de la
pepsine trypsine et chymotrypsine, des essais préliminaires d’optimisation des conditions de
réalisation des cinétiques ont été faite enopérant plusieurs variations dans le rapport E/S. Ces
essais, visualisés en électrophorése PAGE-SDS, ont montré que le rapport E/S= 1/100
correspond aux conditions optimales d’activités, évaluées selon le seuil de dégradation des
protéines initiales, I’apparition des fragments d’hydrolyse, l’intensité des bandes qui
apparaissent ou qui disparaissent au cours de la cinétique.

Le suivi des cinétiques d’hydrolyse est effectué¢ a des temps d’incubation allant de 5 a
240 min. Les hydrolysats de ces trois enzymes obtenus ont été analysés par électrophorese
PAGE-SDS et par RP-HPLC.




Résultats & discussion

Le contr6le électrophorétique en PAGE-SDS de la beta caséine cameline hydrolysée
par les trois enzymes digestives (figurel4) montre la disparition progressive de la bande
correspondant a la beta caséine et I’apparition de plusieurs bandes électrophorétiques qui

pourraient correspondre aux fragments peptidiques de 1’hydrolyse.
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Figure 14 : Electrophorégramme en PAGE-SDS des hydrolysats protéiques libérés apres
I’action des trois protéases (A : chymotrypsine ; B : trypsine ; C : pepsine) sur la beta
caséine cameline (E/S= 1/100).

1:B-CN;2;3;4;5;6;7;8;9et10: temps d’incubation correspondant
respectivement a5; 15; 30; 45; 60; 90 ; 120 ; 180 et 240 mn.
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Les profils électrophorétiques obtenus suite a I’hydrolyse enzymatique montrent une
disparition progressive de la bande correspondante a la B-CN cameline et I’apparition
successive de bandes de migration a plus fortes mobilités eletrophorétiques, mais dont
I’intensité diminue au cours du temps.

Sous I’action de la chymotrypsine (figure 14 A) et la trypsine (figure 14 B), une
disparition compléte des bandes principales est observée apres 5 mn d'incubation et, au-dela
d’une heure d’incubation, des bandes électrophorétiques de faible poids moléculaire sont
obtenues. Ces dernieres se caractérisent par une diminution de leurs intensités en fonction de
la durée d’hydrolyse.

Par contre sous I’action de la pepsine, I’intensité de la bande B-CN diminue au cours
du temps d’incubation jusqu’a sa disparition totale aprés 30 mn. Ces résultats sont en accord
avec ceux rapportés par CHAN et al. (2013) qui ont également mentionné que la B-CN était
hydrolysée plus rapidement que les autres caséines.

La B-CN cameline posséde 45 sites potentiels de clivage possibles pour la pepsine, 33
pour la chymotrypsine et 13 seulement pour la trypsine (http: / www.expasy.org). Ce qui
explique les différences observées dans les cinétiques d’hydrolyse conduites avec ces
enzymes et ses hydrolysats analysés en RP-HPLC (Figure 15), ou nous relevons que le profil
de I’hydrolysat pepsique présente un plus grand nombre de pics comparé aux hydrolysats
chymotrypsique et trypsique.

Les Chromatogrammes en RP-HPLC des hydrolysats libérés montrent la disparition
totale des pics de la B-CN cameline et I’apparition de plusieurs pics correspondant aux
peptides libérés apres 1’action des enzymes considérees.

Ces résultats sont confirmés par les profils chromatographiques des hydrolysats
obtenus apres 240 mn d’incubation analyses par RP-HPLC.
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Figure 15 : Chromatogrammes de I’hydrolyse de la p-caséine cameline par les protéases
digestives apres 240 mn d’incubation en RP-HPLC. A : hydrolysat pepsique ; B:
hydrolysat trypsique ; C : hydrolysat chymotrypsique. (Colonne C8 ; débit : 0,2mL ;
Température : 38°C ; absorbance a 214 nm)
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3.2. Evaluation des activités biologiques de la B-caséines cameline
3.2.1. Piégeage du radical libre DPPH

Le radical DPPHe est généralement 1'un des composés les plus utilisés pour
I’évaluation rapide et directe de I’activité anti-oxydante en raison de sa stabilité en forme
radicale et la simplicité de 1’analyse. Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage
d’inhibition du radical libre DPPHe comparés a acide ascorbique antioxydant de référence.

Les résultats du piégeage du radical libore DPPH par la B-CN cameline et son
hydrolysat pepsique sont représentés dans la figure 16. Les courbes ont une allure
logarithmique.
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Figure 16 : Activité anti-radicalaire (% d’inhibition du DPPH) en présence de la
vitamine C comme référence ; d’hydrolysats pepsique et de la p caséine native.

Les résultats obtenus du pouvoir anti-radicalaire pour des concentrations différentes de
la B-CN cameline native, son hydrolysat pepsique et de I’acide ascorbique montrent une dose
réponse entre le pourcentage de réduction augmenté et la concentration des échantillons (le
pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec 1’augmentation de la concentration).

Nous avons observé que le pourcentage d’inhibition de I’hydrolysat pepsique est
supérieur a celui de la B-CN cameline native et celui de I’acide ascorbique pour toutes les
concentrations. L’hydrolysat pepsique de la B-CN cameline & une concentration de 1 mg/ml
enregistre le pourcentage d’inhibition le plus important de 1'ordre de 72,33%
comparativement a la B-CN native et a la vitamine C ; 27,95%, 10,52% respectivement.
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e Détermination de P’ICso : L’ICso est inversement proportionnel a la capacité anti-
oxydante d'un composé, parce qu’il exprime la quantité d'antioxydant requise pour
diminuer la concentration du radical libre de 50%. Plus la valeur de 1’ICsg est petite, plus
I'activité anti-oxydante d'un composé est grande. Les valeurs d’ICso de la B-CN native, son
hydrolysat pepsique et de I’acide ascorbique sont représentées dans la figure 17.
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Figure 17: Valeurs de 1’'ICso du test DPPH.

Les résultats des 1Cso montrent que la molécule de référence : 1’acide ascorbique
possede une activité anti-radicalaire (ICso = 4,74 pg/ml) comparable a celle de la B-CN native
(ICs0 = 1,788pg/ml) et hydrolysat pepsique (ICso = 0,691 pg/ml). Donc, I’hydrolysat pepsique
présente la meilleure activité anti-radicalaire.

A partir des résultats obtenus nous pouvons suggérer que la caséine native et ses
hydrolysats contiennent des molécules agissant en tant que donneur d’électrons qui
pourraient réagir avec les radicaux libres et les transformer en molécules plus stables.
L’augmentation de cette activité aprés hydrolyse est expliquée par la libération de peptides
exposant plus de fonctions intervenant dans la réaction anti-oxydante.

Il est maintenant bien connu que la B-caséine bovine produit des peptides anti
radicalaire durant la digestion gastro-intestinale ou la fermentation (KANSCI et al., 2004).
Comme la fraction de caséines du lait camelin est riche en B-caséine (65% du total des
caseines), ce composant peut étre la meilleure source de peptides antioxydants (JRAD et al.,
2014).

La B-caséine cameline a montré une activité anti-oxydante élevée aprés hydrolyse avec
la chymotrypsine (SALAMI et al., 2011). La B-caséine cameline comprend 8 résidus de Phe,
un acide aminé aromatique avec un grand pouvoir anti-radicalaire, tandis que p-caséine
bovine contient 5 résidus Phe et peut étre une explication de [I’activité anti-oxydante
potentielledes caséines camelines.
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TSOPMO et al. (2011) ont rapporté que la présence de résidus aromatiques confere
une grande activité de piégeage de radicaux libres aux peptides synthétiques, le plus efficace
des résidus c’est le Tryptophane.

L’activité anti-oxydante des peptides a été attribuée a certaines séquences d’acides
aminés (SUETSUNA et al., 2000), ainsi qu’a la présence de liaisons peptidiques ou a
I’arrangement structural (HEHNANDEZ-LEDESMA et al., 2007). L’hydrophobicité des
peptides semble également étre un facteur important pour leur activité antioxydante due a une
accessibilité accrue aux cibles hydrophobes (CHEN et al., 1998). Par conséquent, un autre
facteur doit étre pris en compte pour expliquer I’activité anti-radicalaire des caséines
camelines qui est leurs domaines polaires contenant des résidus sérine phosphorylés. Ces
caséines phosphorylées et leurs phosphopeptides (appelées CPPS) ont montré une activité
antioxydante directe envers les radicaux libres (KITTS, 2005).

3.2.2. Piégeage du radical ABTS

L’activité d'élimination du radical ABTS de la B-caséine cameline, de son hydrolysat
pepsique et le d’acide ascorbique est présentée sur la Figure (18).
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Figure 18 : Piégeage du radical ABTS<+ de la B-caseine cameline native, de I’hydrolysat
pepsique et de 1’acide ascorbique.

La Figure (18) montre que le radical cation ABTS™ a été inhibé de fagon significative
a toutes les concentrations testées, et de maniére dose dépendante par la B-CN cameline
native, ’hydrolysat pepsique et ’acide ascorbique. Comme pour le test DPPH, I’hydrolysat

pepsique
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de la B-CN cameline a montré une meilleure activité que celui de la B-CN native et I’acide
ascorbique.
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Figure 19 : Valeurs de I’ICso du test ABTS.

Les valeurs de I’'ICso sont définies comme la concentration des échantillons nécessaires pour
inhiber 50% de la concentration initiale du radical ABTS est de 2,11, 0,64 et 0,66 mg/ml

pour P’acide ascorbique, I’hydrolysat pepsique et la [p-caseine cameline native
respectivement.

L'ABTS est un radical libre qui accepte un électron ou un hydrogéne pour devenir
stable. Par conséquent, il est largement utilis¢é comme substrat pour évaluer I’activité anti-
oxydante de divers composés (RE et al., 1999).

L’augmentation de I’activité de piégeage du radical ABTS apres ’hydrolyse de la B-
caséine cameline native suggere que 1’hydrolysat contient des acides aminés ou des peptides
qui sont des donneurs d’hydrogene ou des donneurs d'électrons et pourraient réagir avec le
radical ABTS pour le transformer en un produit stable.

L'exposition des groupes réactifs des protéines, comme les résidus d'acides aminés
aromatiques et hydrophobes, apres leur protéolyse enzymatigque peut conduire a I'amélioration
de P’activité antioxydante des protéines (BRANDELLI et al., 2015).

OUSSAIEF et al. (2020) ont rapporté que les protéines de colostrum camelin ont la
capacité de neutraliser les radicaux ABTS et I’activité anti-oxydante a augmenté apres
I’hydrolyse enzymatique par la pancréatine, la papaine et la pronase de ces protéines.
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Le lait de dromadaire présente d’excellentes propriétés thérapeutiques et
fonctionnelles a I’avantage des populations humaines. Les protéines de lait camelin sont l'une
des sources les plus riches en acides aminés essentiels nécessaires a la croissance et au
maintien de I’organisme. Elles jouent, également, un rdle important dans la promotion de la
santé et de la prévention contre plusieurs maladies.

Au terme de ce travail, nous avons ciblé la B-casé€ine du lait camelin. La B-caséine (j3-
CN) cameline a éte purifiée a partir des caséines totales, issues du lait camelin collecté dans la
région d’El Oued. Ces derniéres sont isolées par précipitation isoélectrique (pHi = 4,3).
La chromatographie échangeuse d’anions sur DEAE-Cellulose en batch a été utilisee pour la
purification de la B-CN. La pureté de cette entité a été contrdlée par électrophorese sur gel de
polyacrylamide dans diverses conditions (PAGE-Urée et PAGE-SDS) et par la
chromatographie liquide haute performance en phase inverse sur colonne C8. La -CN est
obtenue avec un haut degré de pureté, comme le confirment les profils électrophorétiques
(une seule bande en PAGE SDS et en PAGE-urée) et chromatographique (pic unique en RP-
HPLC).

La sensibilité de la B-CN a été testee en examinant I’action de trois protéases
digestives (trypsine, pepsine et chymotrypsine). Les profils électrophorétiques en PAGE-SDS
des enzymes testées, ont montré une disparition progressive de la bande correspondante a la -
CN et [I’apparition successive de bandes de migration a plus fortes mobilités
électrophorétiques, mais dont I’intensit¢é diminue au cours du temps. Comme pour les
contréles par HPLC, les chromatogrammes des hydrolysats ont monté la disparition totale de
pic de la B-CN et I’apparition de plusieurs pics correspondant aux peptides libérés apres
I’action des enzymes considérées. Cette cinétique enzymatique a montré que cette protéine est
sensible aux trois enzymes utilisées avec des activités protéolytiques importantes. Cependant,
la B-caséine a présenté une sensibilité plus intense vis-a-vis de la pepsine.

Aussi et partant de la, nous avons choisis d’évaluer le pouvoir antioxydant de la f-CN
ainsi que I’hydrolysat pepsique en se référant a la vitamine C par deux tests : DPPH et
I’ABTS. Comparativement a la B-CN native et a la vitamine C, I’hydrolysat pepsique de la -
CN cameline exercent un pouvoir anti-radicalaire nettement plus important avec un
pourcentage d’inhibition de ’ordre de 72,33 + 0,31 %, contre 27,95 + 2,58 % pour la B-CN
native et 10,52 = 2,18% pour la vitamine C. Ces résultats ont monté que les peptides de
hydrolysat pepsique possedent une meilleure activité antioxydante, donc ces molécules sont
considérées comme des agents antioxydants de premiére classe et peuvent étre employées
pour des applications thérapeutiques, sachant que les antioxydants contribuent de maniére tres
efficace a la prévention contre des maladies telles que le cancer, et les maladies
cardiovasculaires.
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Ces protéines, étant peu étudiées, possedent une vrai potentialité et une source riche de
peptides bioactifs d’ou la nécessité d’en faire beaucoup d’autres investigation afin d’améliorer
encore plus le savoir dans ce contexte, notamment a travers ’utilisation des techniques des
séparation et de fractionnement plus performante et la caractérisations de ces peptides par
I'utilisation des techniques trés fiables telles que la spectrométrie de masse et la
chromatographie sur gel filtration et I’identification de leurs séquences en utilisant la
MALDI-TOF et le séquencage par la méthode d’Edman.
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