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Résumé

Le lait de chamelle, principal produit alimentaire des populations des régions arides et
semi-arides, présente des propriétés biologiques intéressantes qui font actuellement 1’objet de
nombreuses recherches scientifiques.

Dans la présente étude, nous nous sommes intéressés a 1’évaluation de 1’activité anti-
oxydante des protéines sériques camelines ainsi que leurs hydrolysats trypsiques et
chymotrypsiques.

Les protéines sériques isolées du lait camelin ont subi une hydrolyse enzymatique par
deux protéases, la trypsine et la chymotrypsine. Cette hydrolyse a été contrdlée par
électrophorese en conditions dénaturantes PAGE-SDS. Le profil électrophorétique a révelé
que les protéines sériques camelines sont plus susceptibles a I’hydrolyse par la chymotrypsine
que par la trypsine. L activité anti-oxydante a été évaluée par le biais de deux tests, le pouvoir
réducteur du fer (test FRAP) et le pouvoir d’inhibition du radical DPPH.

Les reésultats obtenus ont montré que les séroprotéines camelines présentent une
activité anti-oxydante qui est plus importantes avec les hydrolysats chymotrypsiques qui ont
montré un haut pouvoir a réduire le fer et a piéger le radical DPPH (taux d’inhibition de 43,46
%).

Mots clés: Protéines sériques, lait de chamelle, hydrolyse enzymatique , trypsine,

chymotrypsine, activité anti-oxydante, pouvoir réducteur, radical DPPH.



Abstract

Camel milk, the main food product of people in arid and semi-arid areas. It presents
interesting biological properties that are currently the subject of much scientific researches.

In this current study, we are interested to evaluate the antioxidant activity of camel whey
proteins and their trypsic and chymotrypsic hydrolysates.

Whey proteins from camel milk were isolated, then they underwent an enzymatic
hydrolysis by two proteases, trypsin and chymotrypsin. The enzymatic hydrolysis was
monitored by electrophoresis under denaturing conditions (SDS-PAGE). The antioxidant
activity was evaluated through two tests, ferric reducing antioxidant power (FRAP assay) and
DPPH radical scavenging activity.

The electrophoretic profile revealed that camel whey proteins are more susceptible to
hydrolysis by chymotrypsin than by trypsin. The results of the antioxidant activity showed
that camel whey proteins exhibit an antioxidant activity which is greater with the
chymotrypsic hydrolysates. We noticed a high ferric reducing power and DPPH scavenging
activity with 43.46% of inhibition.

Keywords: whey proteins, camel milk, enzymatic hydrolysis, trypsin, chymotrypsin,

antioxidant activity, reducing power, DPPH radical.
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Introduction

Le lait est connu comme un aliment naturel le plus complet, du fait de sa richesse en
nutriments de base (protéines, glucides et lipides), en sels minéraux et en vitamines. Cet
aliment noble est indispensable pour les nourrissons, mais aussi pour la nutrition des
adultes.

Le lait de chamelle constitue la principale ressource alimentaire pour la population
des régions arides et semi-arides, il est consommé a 1’état cru ou sous forme de produit
fermenté.

En effet, la production laitiere cameline dans notre pays est loin d’étre négligeable,
elle est estimée a 13000 tonnes /an du lait qui sont produits par un effectif estimé a 28 %
de chamelles. Cette production est destinée principalement pour la nourriture des
chamelons et a 1’auto-consommation.

Le lait de chamelle est connu par sa richesse en vitamine C, il posséde un systeme
protéique similaire a celui du lait de bovin sauf qu’il se singularise par I’absence de la f-
Lactoglobuline, ce qui le rapproche du lait humain. De plus, il se caractérise par un
systeme protecteur trés puissant, lié a des taux relativement élevés en lysozyme, en
lactoperoxydase et en lactoferrine. Cette composition présente un avantage certain pour la
conservation du lait a 1’état frais, mais devient un inconvénient lors de la transformation en
produits derivés (fromage, beurre, lait fermenté ...).

A cOté de ses caractéristiques nutritives, le lait de chamelle s’avére présenter des
propriétés médicinales. 1l a été pendant longtemps utilisé a des fins thérapeutiques pour le
traitement de plusieurs maladies telles que la tuberculose, le diabéte, les diarrhées...

Ces propriétés thérapeutiques pourraient étre assignées a la composition particuliére de
ce lait et a certains peptides bioactifs qui sont générés lors de la digestion des protéines.

Actuellement, les peptides bioactifs font 1’objet de plusieures études scientifiques liées
principalement a leurs activités anti-oxydantes, anti-bactériennes et anti-hypertensives. Ces
études se sont focalisées sur les protéines bovines et a moindre degré les protéines des
autres especes laitiéres telles que les protéines camelines alors qu’elles ont montré de
nombreuses activités biologiques.

C’est dans ce cadre que s’inscrit notre étude qui a tracé comme objectif 1’évaluation de
I’activité anti-oxydante des protéines sériques du lait de chamelle, ainsi que celle des peptides
libérés aprés une hydrolyse mimant la digestion gastro-intestinale par 1’utilisation de la

trypsine et de la chymotrypsine.
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1.1. Apercu sur le lait de chamelle
1.1.1. La production laitiere

Le dromadaire est considéré comme une source importante de lait et de viande. 1l est
aussi utilisé comme moyen de transport lors des transhumances. Quant au lait de chamelle, il
a un role nutritionnel important pour les populations des régions arides. Il contient les
nutriments de base (protéines, lipides et glucides) analogues et en proportions convenables a
ceux retrouves dans le lait bovin (EL-AGAMY et al, 1998 ; KARUE, 1998).

La population cameline mondiale est estimée a 24,1 millions de tétes (FAO, 2012). La
grande majorité de cette population (84%) sont des dromadaires (Camelus dromadarius) qui
vivent dans les régions arides du Nord et du Nord-Est de I’Afrique, les 16% de cette
population sont représentés par I’espéce Camelus bactrianus peuplant les régions froides de
I’ Asie.

En 2013, I’effectif camelin en Algérie a été estimé a environ 344 millions de tétes
(FAO, 2014), ces dromadaires sont répartis sur trois zones principales : Sud-Est, Sud-Ouest
et I’extréme sud Algérien.

En I’an 2010, la production laitiére mondiale était estimée a 2,12 millions de tonnes
du lait pour un effectif de 5,25 millions tétes de chamelles (FAO, 2012).

Récemment, la production du lait de chamelle est évaluée a 5,3 millions de tonnes par
an (FAO, 2014). L’ Algérie produit environ 13000 tonnes de lait camelin /an avec un effectif
représenté par 28% de femelles laitieres (FAO, 2013).Une grande partie de cette production
est consommée localement par les familles des éleveurs et par les petits chamelons.

1.1.2. Caractéristiques physico-chimiques et organoleptiques du lait de chamelle

Le lait de dromadaire est un liquide de couleur blanc mat. Son goQt est légérement
salé, il est attribué a la disponibilit¢é de I’eau et au type d’alimentation des chamelles
(FARAH, 1993).

Le pH du lait de chamelle varie de 6,5 a 6,7. Il est 1égérement plus bas que celui du lait
de vache (6,8) (MEHAIA et al, 1995 ; KHASKHELI et al, 2005). Le lait de chamelle se
caractérise par un haut pouvoir tampon, ce qui explique son acidification lente et sa
conservation longue a des températures ambiantes (SAWAYA et al, 1984 ; KAMOUN,
1994 ; OMER et ELTINAY, 2009).

La densité du lait camelin est estimée & 1.029g/cm® (FARAH, 1996). La viscosité du
lait camelin est plus faible que celle du lait de vache, elle est estimée a 1,72 mPa s
(KAMOUN, 1995) contre 2,04 mPa s pour le lait de vache (KHEROUATOU et al, 2003).

2
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1.1.3. Composition chimique du lait de dromadaire
La composition chimique du lait de chamelle a été largement étudiée (ELAMIN et
WILCOX, 1992 ; KHAN et IQBAL, 2001 ; KHASKHELI et al, 2005 ; HADDADIN et al,
2007). Des variations dans les proportions des différents composants ont été rapportées
(tableau 1). Ces variations sont la conséquence de plusieurs facteurs tels que la saison
(HADDADIN et al, 2007), la race (FAYE et al, 2008) ainsi que le stade de lactation
(ELLOUZE et KAMOUN, 1989 ; KONUSPAYEVA et al, 2009).
Tableau | : La composition chimique du lait de chamelle (%) (AL HAJ et AL
KANHAL, 2010).

Composant Teneur en % Références
Eau 86,3-88,5 KHAN et IQBAL (2001)
3,11 FARAH et RUEGG (1989)
Protéines totales 2,69 HADDADIN et al (2008)
2,54 AL HAJ et AL KANHAL (2010)
FARAG et KABARY (1992) ;
Protéines sériques 0,63-0,80 MEHAIA et al (1995) ;
KHASKHELI et al (2005).
Caséines 1,63-2,76
3,95 EL-AGAMY et al (1998)
Matiére grasse 1,2 ATTIA et al (2001)
4,47 INDRA (2003)
54 ATTIA et al (2001)
Lactose 3,92 HADDADIN et al (2008)
2,9 SHUIEP et al (2008)
Fraction minérale 0,6-0,90 KONUSPAYEVA et al (2009)
SAWAYA et al (1984) ;
Vitamine C 34,6 mg/Il FARAH et al (1992) ;

HADDADIN et al (2007).

L’eau est 1’¢élément le plus important qui affecte cette composition. La chamelle
produit un lait plus dilué en période de sécheresse, la teneur en eau en été est de 89,8 % alors
qu’elle est de 86,1% en hiver (AL HAJ et AL KANHAL, 2010). La dilution du lait est un
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mécanisme d’adaptation naturelle des chamelles pour procurer de 1’eau aux chamelons
pendant les périodes de sécheresse.

La teneur en protéines dans le lait camelin est de 3,2%, elle est comparable a celle du
lait bovin (2,59 %) (EL-HATMI et al, 2015). Les protéines camelines sont représentées par
deux fractions principales, les caséines et les séroprotéines.

La matiere grasse du lait camelin représente environ 1,2 a 6,4% (KONUSPAYEVA et
al, 2009). Par comparaison avec le lait bovin, la matiére grasse cameline est pauvre en acides
gras a courte chaine (ABU-LEHIA, 1989) et en B-caroténe (STAHL et al, 2006). Cependant,
il a été noté que la matiere grasse cameline est riche en acides gras a longue chaines
(KONUSPAYEVA et al, 2008) particulierement les acides gras essentiels (HADDADIN et al,
2007).

Le taux en lactose varie de 2,4 a 5,8 % (KONUSPAYEVA et al, 2009). Les variations
enregistrées dans les teneurs en lactose semblent dépendre non seulement de la race mais
aussi du stade de lactation et 1’état d’hydratation. Une diminution de la teneur initiale a été
constatée en cas de déshydratation des chamelles (SIBOUKEUR, 2007).

Le lait de dromadaire constitue une tres bonne source de minéraux. Il est riche en
minéraux majeurs : Calcium, Magnésium, Sodium, Potassium et particulierement en
manganése et en fer (AL-AWADI et STRIKUMAR, 2001). Les minéraux du lait de
chamelle, notamment le Sélénium et le Fer sont associés a des fractions protéiques de faible
poids moléculaire, ce qui augmente leur capacité digestive et leur biodisponibilité (AL-
AWADI et STRIKUMAR, 2001 ; SAITMIRATOVA et al, 2001).

Concernant les vitamines, le lait de chamelle contient moins de vitamines A, E, B;, B;,

Bs et By comparativement au lait de vache (SAWAYA et al, 1984 ; FARAH et al, 1992 ;
MEHAIA, 1994). Cependant, il se distingue par sa richesse en vitamine C qui est présente a
une teneur moyenne de 34 ,16 mg/l. Elle est 3 a 5 fois plus élevée que celle présente dans le
lait bovin (SAWAYA et al, 1984 ; FARAH et al, 1992 ; HADADDIN et al, 2008).

1.1.4. Aptitude du lait de chamelle aux transformations technologiques

Le lait de chamelle, du fait de sa composition et de la structure particuliere de certains
de ses composants, est connu a I’origine pour avoir des aptitudes technologiques assez
limitées, notamment dans la fabrication du fromage et du beurre. Les facteurs qui limitent ces

aptitudes technologiques peuvent étre résumés comme suit :
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- La faible proportion en x-CN et la grande taille des micelles de caséines limitent le
processus de coagulation lors de la fabrication fromagere (ATTIA et al, 2000) ;

- Le lait de chamelle contient des facteurs antimicrobiens en grande quantité ce qui rend
difficile son acidification (EL-AGAMY et al, 2000 ; ATTIA et al, 2001) ;

- La petite taille des globules gras rendant la séparation de la matiére grasse difficile par
écrémage, de ce fait, des contraintes ont été rencontrées pour 1’obtention du beurre a partir du
lait de chamelle notamment, un temps de barattage long, un rendement faible et une texture
défectueuse (YAGIL, 1982 ; KARRAY et al, 2005).

Cependant ces contraintes ont été contournées par des adaptations technologiques sur
ce lait. C’est ainsi que des essais concluants de transformation du lait de chamelle en produits
dérivés ont été rapportés par plusieurs auteurs, notamment pour la fabrication du lait en
poudre (ABU-LEHIA,1994), du beurre (FARAH et al, 1989 ; FARAH et RUEGG, 1991), du
fromage (MOHAMED et al, 1990 ; KAMOUN, 1990 ; 1995 ; MEHAIA, 1993a; 1993b ;
RAMET, 1993), du yaourt et du lait fermenté (FARAH et al, 1990 ; ABU-TARBOUSH,
1996 et 1998) et des cremes glacées (ABU-LEHIA et al, 1989).

1.1.5. Les vertus thérapeutiques du lait de chamelle

Le lait de chamelle est utilisé traditionnellement pour ses nombreuses vertus thérapeutiques
et médicinales. Ce lait est couramment utilisé pour le traitement de certaines maladies
infectieuses notamment la tuberculose. En Inde, le lait de chamelle est utilisé contre la jaunisse,
les problémes de la rate, ’asthme et I’anémie (EL AWADI et STRIKUMAR, 2001). 1II est
connu également pour ses effets immunostimulants contre les cancers. Son efficacité dans le
traitement des ulceres et du diabete est également observée (MOHAMED et al, 2009). Ces
propriétés peuvent étre associées a certains composants de ce lait, particulierement les facteurs
antimicrobiens, I’insuline et la vitamine C (KONUSPAYEVA et al, 2004).

1.1.5.1. Effet hypoallergénique
L’allergie aux protéines du lait de vache représente 1’'une des allergies alimentaires les
plus fréquentes chez les enfants (SAMPSON ,2004 ; KATZ et al, 2010). En Algérie, ce type
d’allergie est estimé a 3,6% (BOUGHELLOUT et al, 2015).
La B-lactoglobuline, principale protéine allergene du lait bovin, est completement
absente dans le lait camelin (FARAH, 1993 ; MERIN et al, 2001 ; FIOCCHI, 2010 ; HINZ et
al2012).ce qui fait que ce lait a des caractéristiques proches du lait maternel (KATZ, 2008),
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donc il pourrait étre une alternative nutritionnelle pour les enfants allergiques aux protéines du

lait de vache. Cet effet hypoallergénique est dii également a la faible quantité en caséine asg

(EL-AGAMY et al, 2009).

1.1.5.2. Effet antimicrobien

L’effet antibactérien du lait camelin est attribué a certains de ses composés comme la
lactoferrine, le lysozyme, les immunoglobulines et la lactoperoxydase (EL-AGAMY et al,
1992 ; LOISEAU et al, 2001 ; EL-HATMI et al, 2006).

Le lysozyme est une protéine qui constitue le systeme antibactérien puissant du lait de
chamelle. Le lysozyme camelin montre une forte activité contre Salmonella typhimurium, par
comparaison aux autres types de lysozymes (EL-AGAMY, 2000).

La lactoferrine possede des propriétés antivirales et antifongiques. Elle agit sur des
virus comme 1’herpés, le virus de I"hépatite C et sur le VIH (JOUAN, 2002). Son effet sur la
croissance de certaines mycétes pathogenes a été démontré par ANDERSON (2000).

Le lait camelin fermenté est riche en bactéries lactiques qui renforcent les propriétes
anti microbiennes contre des germes pathogenes. Le shubat est ainsi frequemment utilisé dans
la prévention et la lutte contre les diarrhées. (KONUSPAYEVA et al, 2004).

1.1.5.3. Effet hypocholestérolémiant
Un effet hypocholestérolémiant du lait de chamelle a été observé. Différentes
hypothéses ont été proposées pour expliquer cet effet. Parmi les mécanismes avancés, il y’a
I’interaction entre les peptides bioactifs dérivés des protéines camelines et le cholestérol
(SEELIG et SEELIG, 1996 ; Li et PAPADOPOULOS, 1998) ainsi que la présence de I’acide
orotique en concentration élevée dans le lait camelin, estimée a 76,1 mg/l (HADDADIN et
al, 2007) qui pourrait étre responsable de la réduction du taux de cholestérol chez I’lhomme

(KORYCKA et al, 1979 in HADDADIN et al, 2007 ; BUONOPANE et al, 1992).

1.1.5.4. Effet hypoglycémiant
L’amélioration du statut glycémique chez les diabétiques traités au lait de chamelle
serait diie a la présence de I’insuline a une forte concentration 52uU/ml (AGRAWAL et al,
2003) et 40,5 pU/ml estimée par WERNERY et al (2006). L’insuline est normalement
neutralisée suite au caillage du lait dans I’estomac sous 1’effet de 1’acidité du milieu, mais la

particularité du lait de chamelle c’est qu’il ne caille pas sous I’effet de 1’acidité de 1’estomac,
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ce qui augmente la disponibilité de I’insuline qui sera absorbée par les intestins (AGRAWAL
et al, 2003).
1.2. Les protéines du lait de chamelle
Le lait de chamelle est une source considérable de protéines et de peptides capables de
moduler diverses fonctions physiologiques. Sur le plan nutritionnel, il est de bonne qualité

puisqu’on y retrouve tous les acides aminés essentiels (AZZA et al, 2007).

1.2.1. Les protéines micellaires

1.2.1.1. L’organisation micellaire des caséines camelines
Les caséines du lait camelin sont des phosphoprotéines qui possedent une organisation
micellaire (figure 01). Ces micelles sont des colloides édifiés a partir de quatre types de
caséines (aS1, aS2, B et k-CN) en interaction avec une fraction minérale dont le composant

prédominant est le phosphate de calcium (LEONIL et al, 2007).

Yot IS
> pEeptide chain
= calowm phosphate

50 nm

Figure 1 : Structure de la micelle de CN dans un modele de submicelles,
montrant la protrusion du domaine C-terminal de la k-caséine proposée par
WALSTRA (PHADUNGATH, 2005)

La micelle des caséines dans le lait de dromadaire se caractérise par un diameétre
supérieur (260-300nm) a celui de la micelle bovine (100-140nm) (ATTIA et al, 2000). La
micelle de caséine cameline est fortement minéralisées que son homologue bovin, le taux en
minéraux et en citrate est évalué a 98 mg/g de caséines dans le lait de chamelle (ATTIA et al,
2000) contre 67 mg/g de cas€ines dans le lait de vache (SCHMIDT, 1982).

Les proportions respectives en Mg, en P et en citrate sont plus élevées dans le lait de

chamelle, elles représentent 2/3, 2/3 et 1/3 contre 2/5, 3/5 et 1/10 pour la micelle bovine.
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Au cours de I’acidification, la micelle du lait de dromadaire parait préserver son
intégrité jusqu’aux environs du pH 5.5. A pH 5.0 le lait de dromadaire est caractérisé par une
structure ouverte, un minimum de viscosité et par un maximum d’hydratation (ATTIA et al,
2000).

1.2.1.2. Caractéristiques structurales

Dans le lait camelin, le contenu en caséines peut aller de 52 a 87% (Al HAJ et Al
KANHAL, 2010). Les différentes fractions caséiniques se répartissent dans des proportions
différentes (B-CN (65%), aS1-CN (22%),aS2-CN (9,5%) et «-CN (3,5%)) (KAPPLER,
1998).

Comparées au lait bovin, les caséines camelines montrent une faible teneur en x-CN
et une proportion plus importante en B-CN ainsi qu’une mobilité électrophorétique différente
(FARAH et FARAH-RIESEN, 1985 ; LARSSON-RAZNIKIEWICZ et MOHAMED, 1986 ;
OCHIRKHUYAG et al, 1997 ; KAPPELER et al, 1998). La composition en acides aminés est
partiellement similaire entre les caséines camelines et bovines (LARSSON-RAZNIKIEWICZ
et MOHAMED, 1986 ; OCHIRKHUYAG et al, 1997)

Concernant la caséine aS1 cameline, deux variants génétiques (A et B) ont été décrits.
La séquence primaire du variant A renferme 207 résidus d’acides aminés, alors que le variant
B se caractérise par I’insertion de 8 résidus d’acides aminés entre les résidus GIn™* et Pro™>
du variant A (KAPPELER et al, 1998).

D’aprés une étude réalisée par EL-TAHIR et al (2012), un autre variant génétique C a
¢été identifié. Comme le variant A, sa séquence primaire compte 207 résidus d’acides aminés.
La différence entre ces deux variants réside dans leurs pHi, ou des valeurs de 3,22 et 2,77 ont
été attribuées pour les variants A et C respectivement.

La caséine aS2 est composée de 178 résidus d’acides aminés pour une MM de 21,26 KDa
(KAPPELER, 1998). Elle est caractérisée par la présence de deux résidus cystéine.

La B-CN est la fraction la plus abondante dans le lait camelin, elle renferme 217
résidus d’acides aminés et 4 sites de phosphorylation en positions Ser (15-17-18 et19). La
masse moléculaire de la B-CN est estimée a 26KDa (KAPPELER et al, 1998 ; EL-AGAMY
et al, 2009). La B-CN joue le role d’une molécule chaperonne ou elle prévient I’agrégation
protéique (MORGAN et al, 2005 ; ZHANG et al, 2005). Sur le plan structural, la B-CN

possede un court domaine N-terminal hydrophile et un large domaine C-terminal hydrophobe.
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Comme d’autres molécules chaperons, la 3-CN est dépourvue de résidus cystéine mais elle
est riche en résidus proline (SWAISGOOD et DAIRY, 1993).

La x-CN est présente dans le lait de chamelle en tres faible quantité. Sa migration
¢électrophorétique fait apparaitre une fine bande contigiie avec la f-CN d’intensité négligeable
(CHAOUI-KHEROUATTOU et ATTIA, 2008). La k-CN n’occupe que 3,5% des caséines
totales (EL-AGAMY, 2006).Sa structure primaire compte 162 acides aminés, sa masse
moléculaire est de 22,9KDa (EL-AGAMY et al, 2009 ; KAPPELER, 1998).Le site de clivage

97 98
- lle

de la k-CN cameline par la chymosine est au niveau de la liaison Phe au lieu de la

liaison Phe’®- Met'® dans le cas du lait bovin (KAPPELER et al, 1998) (figure 02).

Chamelle : Arg”- Pro-Arg-Pro-Arg-Pro-Ser-Phe” I1e**-Ala-Ile-Pro-Pro-Lys-Lys'

Vache : His*®-Pro-His-Pro-His-Leu-Ser-Phe'"}-Met'**-Ala-Tle-Pro-Pro-Lys-Lys''?

i Site de clivage de la chymosine

Figure 02 : Comparaison des régions sensibles a la chymotrypsine des caséines- k
Camelines et bovines (KAPPELER et al, 1998).

1.2.2. Les protéines sériques du lait camelin

Les protéines sériques constituent la fraction soluble des protéines du lait. Elles
représentent 20 a 28 % des protéines totales dans le lait de chamelle (MEHAIA et al, 1995).

Par comparaison a I’espeéce bovine, le lactosérum camelin est plus riche en facteurs
antimicrobiens tels que le lysozyme, la lactoferrine, les immunoglobulines (EL-AGAMY et
al, 1992). Il contient également des protéines spécifiques acides (BEG et al, 1996) et basiques
(OCHIRKHUYAG et al, 1998). Par contre, il est a noter 1’absence de la B-Lactoglobuline, la

protéine majeure du sérum du lait de plusieurs espéces animales.

1.2.2.1. Les protéines majeures
1.2.2.1.1. L’a-Lactalbumine
L’a-La est une protéine globulaire compacte de la famille des métalloprotéines
capable de se lier & plusieurs ions métalliques, principalement le calcium (Ca®*) (figure 03).

C’est la protéine majeure du lactosérum camelin (BEG et al, 1985), sa teneur moyenne est de
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2,2 g/l (EL-HATMI et al, 2007) similaire a celle dans le lait bovin (2,04 g/l) (LEVIEUX et
OLLIER, 1999).

La structure primaire de I’a-La compte 123 résidus d’acides aminés et une masse
moléculaire de 14,2KDa. Son pHi est de 5,01.

L’a-La est une protéine de tres bonne qualité nutritionnelle ou les acides aminés
essentiels occupent 63,2% du total des acides aminés composant cette protéine dans le lait
bovin (FARRELL et al, 2004). Le role principal de I’a-La est la synthese du lactose du lait
en interagissant avec la B(1,4) galactosyl transférase pour former le complexe lactose synthase

(MESSER et ELLIOT, 1987).

Domaine o

Figure 03 : Structure de I’a-lactalboumine (BUSHMARINA et al, 2005)
Les ponts disulfures sont représentés par des traits noirs et Le calcium est indiqué
par un rond jaune.
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1.2.2.1.2. L’albumine sérique

L’albumine sérique est une protéine d’origine sanguine, synthétisée dans le foie. Elle
passe du plasma vers la glande mammaire pendant la production du lait. Son réle principal
est le transport des acides gras dans le plasma (CURRY et al, 1999).

L’albumine sérique est responsable a 80% du maintien de la pression osmotique dans
le corps (QUINLAN et al, 2005).

Sa concentration dans le lait camelin est estimee a 9,29/l (EL-HATMI et al, 2007). Sa
séquence primaire est constituée de 583 résidus d’acides aminés, avec une masse moléculaire
de 66339Da.

1.2.2.1.3. La B-Lactoglobuline

La B-Lg est la protéine sériqgue majeure secrétée dans le lait des mammiféres
(HAMBLING et al, 1992).Sa structure primaire est composée de 126 acides amines. Cette
protéine est absorbée dans I’intestin sous forme native ou faiblement hydrolysée, ce qui
explique son potentiel allergénique (SCHMIDT et al, 1995).

La B-Lg appartient a la superfamille des lipocalines (FLOWER, 1996). Il a été suggéré
que cette protéine a une fonction similaire a celle de la protéine transporteuse du rétinol (RBP
ou retinol binding protein) en se complexant a la vitamine A et la transportant dans I’intestin
du nouveau-né (GODOVAC-ZIMMERMANN, 1988).

Le profil électrophorétique des protéines sériques camelines differe considérablement
de celui des protéines bovines. L’absence de la bande correspondante a la f-Lg dans le lait
camelin est caractéristiqgue de ce lait (FARAH, 1993 ; EL-HATMI et al, 2007). Ce qui
rapproche le lait de chamelle du lait de femme qui est dépourvu de la B-Lg, principal

composant allergénique du lait chez le nourrisson.

1.2.2.1.4. Le composant 3 des protéose -peptones

Selon ROWLAND (1938), I’appellation « protéose-peptones » désigne la fraction des
protéines du lait soluble aprés traitement thermique a 95°C pendant 30min suivi d’une
acidification a pH 4.6.

Le PP3 est le composant majeur des protéoses-peptones, c’est une
phosphoglycoprotéine isolée a partir du lait bovin (GIRARDET et al, 1996). Des homologues
a cette protéine ont été identifiés dans le lait des autres especes, comme le lait camelin (BEG
et al, 1987) ovin et caprin (SORENSEN et al, 1997 ; LISTER et al, 1998).

11
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Le PP3 a éte isole pour la premiére fois dans le lait de chamelle par BEG et al(1987).11
est parmi les protéines sériques les plus abondantes dans ce lait, sa concentration est évaluée
entre 0,99/l (KAPPELER et al, 1999b) et 1,19/l (Girardet et al, 2000).

La structure primaire de cette protéine comprend 135 résidus d’acides aminés
(GIRARDET et al, 1996). L’étude du profil des acides aminés du PP3 camelin révéle une
faible proportion en acides aminés aromatiques et en acides aminés soufres (NG et al, 1970 ;
KESTER et BRUNNER, 1982 ; PAQUET et ALAIS, 1982). Cette protéine se caractérise
également par son hydrophobicité élevée (PAQUET et al, 1985).

Le PP3 appelé également lactophorine (SORENSEN et PETERSON, 1993) appartient
a la famille des GLYCAM-1 (molécule d’adhésion cellulaire glycosylation dépendante -1) et
pourrait par conséquent jouer un role dans la défense immunitaire du chamelon (GIRARDET
et al, 2000). Cependant, plusieurs fonctions sont assignées au PP3 bovin, cette protéine
possede des propriétés moussantes et émulsifiantes (INNOCENTE et al, 2002), inhibe la
lipolyse spontanée du lait (ANDERSON, 1982 ; CARTIER et CHILLIARD, 1986 ;

CARTIER et al, 1990) et pourrait également compléter 1’effet antibactérien des IgG
quand le lait remplace le colostrum (EL-HATMI et al, 2006).

1.2.2.2. Les protéines mineures
Un certain nombre de protéines quantitativement mineures ont été isolées du lait. Ces
protéines mineures, de par leur structure, ont des propriétés protectives intéressantes.
1.2.2.2.1. La lactoferrine

La lactoferrine c’est une glycoprotéine qui appartient a la famille des transferrines.
Elle se trouve dans le lait ainsi que dans les secrétions biologiques. Sur le plan structural, la
lactoferrine est formée de deux lobes homologues (N et C) qui sont connectés par un petit
peptide charnier, chaque lobe possede un site de fixation du fer (MOORE et al, 1997 ;
ANDERSON et al, 1998). La lactoferrine cameline est composée de 689 résidus d’acides
aminés. Elle possedel7 ponts disulfures et 4 sites de glycosylation. Sa masse moléculaire est
estimée a 80KDa (KAPPELER et al, 1999).
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Tableau I1: Concentrations moyennes des protéines du lait camelin et leurs
fonctions (KAPPELER et al, 2003) in BOUDJENAH-HAROUN (2012).

Protéine Concentration (mg/l) Fonction principale
as 1-Caséine 5000 Nutritive (acides aminés, Ca, P)
as 2-Caséine 2200 Nutritive (acides aminés, Ca, P)
B-Caséine 15000 Nutritive (acides aminés, Ca, P)
k-Caseine 800 Coagulation de la micelle de caséines
o-lactalbumine 3500 Synthése du lactose

B-L lobuli Liaison et transport des acides gras et
-Lactoglobuline -

du rétinol
Wheyacidicprotein 157 Régulation dans la croissance
(WAP) épithéliale ; similaire au WDNM
Lactophorine o )
950 Inhibition de la lipolyse
(PP3)
) Anti-inflammatoire, nutritive, fixation
Lactopherrine 95
du fer
Anti-inflammatoire, activité
Lactoperoxydase - .
bactéricide
Petidoglycan
recognition 107 Anti-inflammatoire

protein (PGRP)

Activité bactéricide, N-
Lysosyme C - )
acetylmuramidase.
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La concentration de la lactoferrine est deux fois plus importante dans le lait camelin,
220mg/l contre 140mg/l dans le lait bovin (KAPPELER, 1998).

La lactoferrine inhibe la croissance de certaines bactéries pathogénes en sequestrant
le fer privant ainsi le milieu de croissance de cet élément essentiel (WEINBERG, 1995). En
plus de son action bactériostatique, la LF posséde un pouvoir bactéricide. Elle peut s’attacher
directement a la surface de la membrane des bactéries et provoquer ainsi leur lyse cellulaire
(YAMAUCHIE et al, 1993).

En plus de sa capacité de fixer le fer, la lactoferrine peut se lier a plusieurs types de
cellules (BERGENS et al, 1983), a ’ADN (FURMANSKI, 1995, aux glycosaminoglycanes et
aux lipopolysaccharides (ELASS-ROCHARD et al, 1995). C’est ce qui explique les
différentes fonctions assignées a cette protéine, telles que le réle antimicrobien, antiviral,
antioxydant, modulateur de la réponse inflammatoire (CROUCH et al, 1992 ; SANCHEZ et
al, 1992) et facteur de croissance (SANCHEZ et al, 1992).

1.2.2.2.2. La lactoperoxydase
Les peroxydases c’est un ensemble d’enzymes qui appartiennent aux systemes non-
immuns de la défense anti- microbienne du lait (KONUSPAYEVA et al, 2004).
La lactoperoxydase du lait camelin est une glycoprotéine cationique, son pHi est
estimeé a 8,63 et sa masse moléculaire est de 69460 Da (KAPPELER, 1998).

Cette protéine possede une forte stabilité vis-a-vis des traitements thermiques, la
rendant impropre comme témoin de la pasteurisation du lait de chamelle (SABUMUKAMA,
1997 in KONUSPAYEVA et al, 2004).

Cette enzyme catalyse 1’oxydation des thiocyanates (SCN’) endogénes en présence
d’H,0, afin de produire des composés intermédiaires, les hypothiocyanates (OSCN"), qui
possedent des propriétés antimicrobiennes (VISALSOK et al, 2004).

Le systeme lactoperoxydase agit en perturbant les activités cellulaires faisant
intervenir des protéines, telles que I’inhibition de la chaine respiratoire, la perturbation de la
synthése d’ADN et d’ARN. Ceci suite a la fixation des hypothiocyanates sur les groupements
SH libres des protéines membranaires et des enzymes clés du métabolisme. (HUI, 1993 ;
KUSSENDRAGER et VAN HOOI JDONK 2000) in ADOLPHIE (2006).
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1.2.2.2.3. Le lysozyme

C’est une protéine naturellement présente dans le lait des mammiferes. Cette enzyme
est considérée comme un facteur antimicrobien trés puissant, elle catalyse 1’hydrolyse de la
liaison PB (1-4) entre 1’acide N-acétylemuramique et N-acétyle glucosamine du peptidoglycane
de la paroi bactérienne (JOHANSON, 1994 ; TAYLER et LEACH, 1995).

La concentration du lysozyme dans le lait de chamelle est plus élevée que dans le lait
de vache. Les valeurs sont estimées entre 62 a 684 pg /ml dans le lait camelin (EL-AGAMY
et al, 1996) contre 7 & 100 pug/ml dans le lait bovin (KORHONEN, 1997).

Il a été rapporté par EL-AGAMY et al(1996) que ’activité enzymatique du lysozyme
camelin est plus importante que celle du lait bovin. Comme toutes les protéines camelines et
comparativement aux lactoprotéines bovines, le lysozyme est plus thermorésistant car il
résiste & un chauffage de 85 °C/30mn (EL-AGAMY, 2000).

1.2.2.2.4. Les immunoglobulines

Le dromadaire posséde un systeme immunitaire unique, qui est différent de celui des
autres mammiferes. Les IgGs camelins ne se limitent pas a une seule sous-classe, mais elles
englobent 3 sous-classes principales (19G1, 19G,, 1gGs) (MARTIN et al, 1997). Les sous-
classes 1gG; et 1gG3; sont dépourvues des chaines légéres et possedent des homodimeres de
chaines lourdes de 45 et 42KDa (HAMERS-CASTERMAN et al, 1993). Il a été suggéré que
le domaine fonctionnel de la partie variable de la chaine lourde (VH) de ces anticorps
interfere avec plusieurs processus biologiques. Les 1gG, et IgGs; agissent comme de vrais
inhibiteurs compétitifs de certaines enzymes, en pénétrant dans leurs sites actifs (MARTIN et
al, 1997 ; HOLT Li et al, 2003) telles que les enzymes cruciales dans le cycle de vie du HIV,
la transcriptase reverse, la protéase et I’intégrase (LAUWEREYS et al, 1998).

1.2.2.3. Les protéines spécifiques du lait de chamelle

KAPPELER et al(1998) et OCHIRKHUYAG et al (1998) ont montré que des
protéines n’ayant aucun homologue dans le lait bovin sont présentes dans le lait camelin. Le
profil électrophorétique du lactosérum camelin révéle la présence de trois bandes spécifiques
avec des PM différents (ABBEDRAHMANE et al, 2015).

La CWBP (Camel Whey Basic Protein) a été identifiée pour la premiere fois ans le
lait de chamelle par OCHIRKHUYAG et al (1998).C’est une protéine a pHi basique et de
masse moléculaire évaluée par SDS-PAGE a 20KDa. La CWBP a été détectée dans le lait
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des chamelles apres 148heures de la mise bas a une concentration pouvant varier de 1,7 g/l a
3,019/l (EL-HATMI, 2007).

La WAP (Whey Acidic Protein) a été détectée par BEG et al (1984 ; 1986). Sa masse
moléculaire est estimée a 14 KDa. C’est une protéine a caractére acide (KAPPELER, 1998),
avec un pHi de 4,7. Sa séquence primaire renferme 117 résidus d’acides aminés avec 16

résidus cystéine (BEG et al ,1986 ; BEG, 1986).

La PGRP (Peptidoglycan Recognition Protein) a été isolée par KAPPELER et al
(2004), purifiée et cristallisée par SHARMA et al(2008). Sa masse moléculaire est évaluée a
19,1KDa, elle est caractérisée par un pHi basique (9,02) (KAPPELER et al, 2004). C’est une
protéine protective (EL-HATEMI, 2006), elle posséde une activité antibactérienne. Dans le
lait camelin, la PGRP se présente a des concentrations plus élevées que les autres protéines
antibactériennes telles que la lactoferrine, la lactoperoxydase ou le lysozyme (KAPPELER et
al, 1999).

1.3. Les activités biologiques des peptides issus de I’hydrolyse des protéines
camelines

Le lait camelin est resté longtemps inexploré. Cependant un intérét grandissant lui a
été apporté ces dernieres décennies, ou il a fait I’objet de travaux mettant en évidence des
activités biologiques intéressantes de ses protéines et des peptides issus de leur hydrolyse.

Des peptides dérivés des protéines du lait possédent des fonctions biologiques
différentes. Ces peptides sont obtenus soit in vivo par des protéases digestives ou in vitro par
hydrolyse enzymatique. Comme ils peuvent étre libérés par fermentation du lait en utilisant
différentes bactéries lactiques acides (LAB) (PESCUMA et al, 2011).

Les principales activités attribuées aux peptides issus des protéines camelines sont les
activités anti-oxydante, anti-bactérienne et anti-hypertensive (QUAN et al, 2008 ;

SALAMI et al, 2009 ; 2010 ; 2011 ; HOMAYOUNI-TABRIZI et al, 2015 ; EL-HATMI et al,
2016 ; SOLEYMENZADEH et al, 2016).

1.3.1. Activité anti-oxydante

Plusieurs acides aminés offrent une activité anti-oxydante aux protéines par leur
capacité a donner des protons aux radicaux libres (Trp, Phe, Tyr, His, Cys) ou par leur
aptitude a chélater les ions métalliques (Glu, Asp, Lys, Arg, His) (ELIAS et al, 2005).
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L’activité anti-oxydante des peptides dépend non seulement de leur composition en
acides aminés mais aussi de leur taille et la position de ses acides aminés (SALAMI et al,
2011).

L’a-lactalbumine se caractérise par une forte activité anti-oxydante, elle se trouve a
des concentrations élevees dans le lait camelin. Cette activité peut étre expliquée par son
contenu élevé en acides amines essentiels qui ont des propriétés anti oxydantes en particulier
Trp, Cys et Lys (HEINE et al, 1991). D’apres LIEN (2003), il semble que la Cys est un
élément important dans le systeme antioxydant du nouveau-né.

Le mécanisme antioxydant de la lactoferrine est principalement lié a sa capacité a
chélater des métaux (Fe**, Cu®*) qui catalysent les réactions d’oxydation des acides gras
insaturés.

Certains travaux (SALAMI et al, 2011 ; KUMAR et al, 2015 ; EL-HATEMI et al,
2016) ont montré que les caséines du lait de chamelle constituent une bonne source de
peptides possédant des propriétés anti-oxydantes, principalement la B-CN qui est riche en
acides aminés aromatiques.

L’étude de HOMAYOUNI-TABRIZI et al (2015) a montré que 1’hydrolyse des
protéines camelines par les enzymes digestives libére deux peptides avec de potentielles
propriétés anti-oxydantes, les (NV-13) et (KQ-15) qui sont homologues aux séquences 153-
164 de aS1-CN de Camelus dromedarius et a la séquence 185-197 de la B-CN de Camelus
bactrianus, respectivement. Ces peptides possédent des MM respectives de 1348,38 et
1780,15 Da. Leur action réside dans 1’augmentation de 1’expression du géne de la superoxide
dismutase (SOD) et ainsi I’inhibition de la peroxydation des lipides.

SOLEYMENZADEH et al (2016) ont montré I’activité anti-oxydante du lait camelin
fermenté par différentes bactéries lactiques acides notamment, Leuconostoc lactis. Des
peptides bioactifs ont été identifiés dans le lait camelin fermenté par Staphylococcus
thermophilus, ces peptides sont principalement dérivés des caséines, de la lactophorine et de
la PGRP (EL-HATMI et al, 2016) (tableau Il1).

MOLEHISHAD et al (2013) ont démontré que des peptides générés du lait fermenté par
Lactobacillus rahmnosus possedent une activité anti-oxydante trés forte qui serait dle aux
peptides libérés de 1’aS;-CNet de la B-CN.
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1.3.2. Activité antibactérienne

Dans une étude comparative, SALAMI et al (2010) ont montré que les protéines
sériques camelines ainsi que leurs hydrolysats présentent une forte activité antibactérienne
contre Escherichia coli par rapport a leurs homologues bovins. Cette activité s’est avérée plus
importante avec les peptides de 3KDa issus de I’hydrolyse par la protéinase K.

Dans d’autres travaux (JRAD et al, 2014 ; EL-HATMI et al, 2016), Dactivité
antibactérienne des protéines camelines et leurs hydrolysats a été déemontrée sur différentes
souches bactériennes.

D’aprés BENKERROUM (2010), les peptides dérivés des protéines du lait possedent
souvent un caractére amphiphile et cationique, qui explique leur pouvoir antimicrobien par
des interactions électrostatiques entre ces peptides et les membranes bactériennes (chargées

négativement), conduisant a la formation des pores et la mort cellulaire.

1.3.3. Activité anti-hypertensive

En plus des deux activités biologiques précédemment cités, d’autres peptides ont été
identifiés avec des activités diverses, telles que I’inhibition de 1’angiotensine convertase-1.

Dans ce contexte, les travaux de (QUAN et al, 2008; SALAMI et al, 2010
MOSLEHISHAD et al, 2013; JRAD et al, 2014 ; TAGLIAZUCCHI et al, 2016) ont
identifiés des peptides avec une activité anti-hypertensive suite a 1’hydrolyse des protéines
camelines par des enzymes digestives ou bactériennes.

QUAN et al (2008) ont pu identifier un peptide (107-115) de la x-CN libéré suite a la
fermentation du lait camelin par Lactobacillus helveticus, il s’avére que ce peptide est trés
stable aux protéases digestives et au traitement thermique.

En utilisant une autre espece fermentaire, MOSLEHISHAD et al (2013) ont mis en
évidence ’activité anti-hypertensive sur du lait fermenté par Lactobacillus rhamnosus.

Récemment, TAGLIAZUCCHI et al (2016) ont séquencé un tripeptide IPP libéré suite a
I’hydrolyse de la k-CN par des enzymes digestives présentant une forte activité inhibitrice de
I’angiotensine convertase-1. JRAD et al (2014) ont montré que 1’effet anti-hypertensif du lait

camelin est amélioré apres hydrolyse enzymatique.
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Tableau 111 :

Quelques peptides bioactifs isolés du lait camelin fermenté par

Streptococcus thermophilus et leurs homologues bovins (EL- HATMI et al, 2016)

Peptides bioactifs _ .

] Homologues bovins L’activité biologique Réference
camelins
Peptides dérivés de 3-CN : | Peptide (177-183) Anti-oxydante et anti- | RIVAL et al (2001)
Peptide (179-184) | AVPYPQR hypertensive.
VPYPQR HERNANDEZ-
Peptide (201-207) | Peptide (199-208) Anti-oxydante LEDESMA et al
PVRGLHP GPVRGPFPII (2005).

Bovine aS2-CN-4P (1- ) o

aS-CN: Anti-oxydante ; fixation

Peptide 3P (1-22)
KHEMDQGZXXXIEESINV
SQQKFK

32):
KNTMEHVSSSEESIIS
QETYKQEKNMAINPS
K

des minéraux ; immuno-

modulation.

MEISEL (2004)

k-CN: Bovine k-CN (35-41)

Peptide (35-41) Antagoniste opioide CHIBA et al (1989).
YPSYGIN YPSYGLN

PGRP: Inhibition de

Peptide (147-154) | HSHRDFQPVLHL-NH2 | I’angiogenése ; anti- KOLOZSI (2009).
HRDVQPTL tumorales.
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1. Matériel et méthodes

L’objectif de la partie expérimentale est d’évaluer le pouvoir réducteur et la capacité
de piégeage du radical DPPH des protéines sériques camelines totales et leurs hydrolysats par
la trypsine et la chymotrypsine. Cette partie a été réalisée au niveau du laboratoire
pédagogique de Biochimie de I’universit¢t MOULOUD MAMMERI de TIZI OUZOU, durant

la période allant du mois d’Avril au mois de Mai 2016.
2.1. Matériel
2.1.1. Produits chimiques

KH2PO,4, Na;HPO,, DPPH , ethanol (70 %), ferricyannure de potassium, acide
trichloruacetique (TCA), chlorure de fer, chlorure de sodium, dodecyl sulfate de sodium,
glycérol, Tris, 2-mercaptoethanol, acrylamide, bis-acrylamide, bleu de bromophenol,

TEMED, bleu de coomassie, glycine, persulfate d’ammonium.
2.1.2. Appareillage

-Unité d’électrophorese : plaques en verre et en silice, cuve d’¢électrophorese,

générateur de courant, espaceurs.
-spectrophotometre UV-Visible (SHINADZU) ;
-centrifugeuse (SIGMA), max 15000 g ;
-bain-marie (MEMMERT Allemagne) ;

-pH meétre (Hanna 808351);

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

-agitateurs (magnétique, vortex, basculant) ;
-lyophilisateur ;

-étuve.
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2.1.3. Petit matériel

Autre matériel a été utilisé au cours de la manipulation notamment :béchers, fioles
jaugées, flacons, tubes a essai, tubes a hémolyse, tubes a centrifugation, micropipette, pipette

graduce....
2.1.4. Matériel biologique

Deux enzymes protéolytiques ont été utilisées qui sont la chymotrypsine (avec une
activité enzymatique de 57,74) et la trypsine (1645U/mg).

2.1.5. Matiere premiere

Lait de chamelle d’origine Oued Souf (sud d’Algérie).
2.2. Méthodes

2.2.1. Collecte du lait

Le lait est trait a partir de chamelles saines, il est immédiatement additionné d’un

antibactérien (azide de sodium 0,01%) puis acheminé au laboratoire dans une glaciere a +4°C.

A T’arrivée, une mesure du pH a été réalisée a I’aide d’un pH meétre a +20°C. Une
moitié du lait a été acidifiée pour isoler les échantillons protéiques, alors que 1’autre moitié¢ a

été fractionnée et congelée a -18°C.

2.2.2. Isolement des protéines seriques camelines
C’est une opération a plusieurs étapes, qui a pour objectif I’isolement de la fraction

sérique des protéines totales du lait camelin, ces étapes sont illustrées dans la figure (04).
2.2.2.1. Ecrémage

L’écrémage du lait entier est réalisé par centrifugation a 3500 g pendant 20 min &
+4°C. Cette étape a été répétée deux fois a cause des difficultés rencontrées lors de

I’écrémage du lait camelin. La maticre garasse est récupérée a 1’aide d’une spatule.
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2.2.2.2. Précipitation acide
La précipitation est réalisée par 1’ajout d’une solution d’HCI4N, ainsi le pH est amené
progressivement a 4,3. C’est le pH isoélectrique des caséines camelines qui permet leur
précipitation. Le lait acidifié est ensuite centrifugé a 3500 g pendant 15 min a 20°C.
Le culot de centrifugation constitue la fraction caséinique et le surnagent représente
les protéines sériques totales. Ce dernier est neutralisé & pH 7,00 par NaOH1N pour une

meilleure solubilisation des protéines.

2.2.2.3. Dialyse
La fraction des protéines sériques est dialysée contre 1’eau distillée pendant 48 a 72h a
4°C et sous agitation douce, en utilisant des membranes de dialyse avec un seuil de coupure
de 8000 Da.

2.2.2.4. Congélation et lyophilisation
Apres dialyse, la solution des protéines sériques est étalée dans des coupelles,
congelée, puis lyophilisée. Les protéines sont ainsi récupérées sous une forme de poudre et

conservées dans un dessiccateur.

2.2.3. Hydrolyse enzymatique des protéines sériques

L’hydrolyse enzymatique a été réalisé selon le protocole décrit par SALAMI et al
(2008).Les proteines sériques obtenues sont solubilisées a raison de 25 mg /ml dans le tampon
phosphate 50 mM, pH 7,8. Des volumes appropriés de solution enzymatiques de
chymotrypsine et de trypsine sont ajoutés séparément aux solutions protéiques de facon a
obtenir un ratio enzyme/substrat de 1%. Ensuite, les solutions sont incubées au bain marie a
37°C pendant 4h.L’ajout des solutions d’enzymes se fait d’'une maniére progressive pour
¢viter I’autolyse des enzymes.

Apres 4h d’incubation, la réaction d’hydrolyse est arrétée par chauffage a 100°C

pendant 5 min. Les solutions d’hydrolysats sont ensuite congelées puis lyophilisées.
2.2.4. Controle électrophorétique de ’hydrolyse enzymatique

L’¢électrophorese est une méthode d’analyse fondée sur la migration différentielle des

particules chargées sous I’influence d’un champ é€lectrique.
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{ Lait camelin pH=6,5 }

Ecrémage par
centrifugation a 3000

(Créme écartée > 9/20min a +4°C.

[ Lait écrémé }

Lactosérum

- Dialyse contre H20
distillé/48 h a +4°C
- Congélation et

Acidification a pH 4.3
(avec HCI 4N).

Centrifugation a 3500 g

/15min/20°C

Neutralisation a pH 7
(avec NaOH 1N)

Y

Protéines sériques
lyophilisées

Figure 04 : Les étapes suivies pour I’isolement des protéines sériques
a partir du lait de chamelle.
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Le gel de polyacrylamide, est I’un des supports les plus utilisés. Il est constitué¢ de la
polymérisation entre des monomeéres d’acrylamide (C3HsNO) sous forme de longues chaines
et un co-monomere bifonctionnel, le N, N’-méthyléne bis acrylamide (C;HgN,0O,), formant
des ponts interchaines (figure 05). La polymérisation est catalysée par le persulfate
d’ammonium (NHy),S,Oget le N, N, N, N- tétra méthyléne diamine (TEMED).

Les propriétés du gel sont determinées par les indices T et C et sa porosité est ajustée

en faisant varier les concentrations de 1’acrylamide et du bis- acrylamide.

T= (a+b /v) x 100 (%)
C= (b/a+b) x100 (%)

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

2.2.4.1. Principe de I’électrophorése en PAGE- SDS

Un échantillon protéique est chauffé a 100°C pendant 5 min, en présence d’un
détergent anionique le dodécylsulfate de sodium (SDS ; 10 % P/V) (figure 06) et d’un agent
réducteur chargé de rompre les ponts disulfure, le 2-mércaptoéthanol (2-ME ; 4% V/V). La
plupart des polypeptides sont dans ce cas dissociés, 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.

|
—CHz —CH — [CHz —CH —|nCHz —CH — [CF Iz—'fl'TI—In CHz—
cCoO cCoO (_i’[_}
I I
NHz MNH MNHz
I
CHe
I
MNH
I
Merylamice CI:O
—CHz —CH — [CH: —L’I‘I[ —ln©Hz; —CH — [CHz — CH —y CHz—
CO co co
2z I |
= IMNH MNHz NH3z
= |
= CHz
g |
y T‘I\IEI
CO
I
—CHz — CH — [CHz; —CH —], CHz —CH — [CHz —CH —]; CHz—
I I
Co Cio CiO
I |
MNH2 MNH MNHz

Figure 05:Structure du gel de polyacrylamide.
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|Sodiwn dodecylsulfate | é.p"om
|-
HiC e O _J‘;_O Na®
| |l
non polaire (hydrophobe)
charge negative

Figure 06 : Structure du dodecyl sulfate de sodium (SDS)

2.2.4.2. Conditions expérimentales

Les fractions issues de I’hydrolyse enzymatique des protéines sériques ont été
analysées par électrophorése en présence du SDS. L’¢lectrophoreése a ¢été réalisée dans une
cuve verticale selon les conditions opératoires suivantes : gel de concentration (T=4,8% ;
C=2,7%) en tampon (Tris 0,49 M ; pH 6,8) et un gel de séparation (T=17% ; C=2,7%) en
tampon (Tris 1,5M ; pH 8). Le tampon d’électrode est composé du Tris, glycine et SDS,
pH8,3.

Les échantillons (protéines sériques et leurs hydrolysats) sont dissous a raison de 1,5
mg/ml dans le tampon Tris-HCI 50mM ; pH 6,8 contenant du SDS a 4%, 2-ME a 3%,
glycérol a 10% et du bleu de bromophénol. Les échantillons subissent un traitement
thermique a 100°C pendant Smin puis ils sont refroidis a 1I’eau de robinet.

Des volumes de 10 ul ont été déposés dans les puits du gel, la migration
électrophorétique a été effectuée sous des conditions électriques de 20 mA, 250 V et 10W
pendant 2h30.

Aprés migration, les échantillons sont fixés dans une solution de TCA 12 %pendant 45
min, puis colorés dans une solution de coloration (bleu de coomassie R250 2%, éthanol 30%,
acide acétique 5% et eau distillée 65%) pendant 1 h. La décoloration du gel s’effectue dans le

mélange d’acide acétique 5%, d’eau distillée 65 % et de 1I’éthanol 30%.
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2.2.5. Détermination de D’activité anti-oxydante des protéines sériques totales et
de leurs hydrolysats trypsiques et chymotrypsiques
L’activité anti-oxydante des proté€ines sériques et des hydrolysats obtenus par 1’action de la
trypsine et de la chymotrypsine est évaluée sur deux aspects, la réduction du fer et la capacité
de ces molécules a piéger le radical DPPH. Tous ces tests sont réalisés en 3 essais.

2.2.5.1. Test de la réduction du fer (Test FRAP)
2.2.5.1.1. Principe

Ce test repose sur la capacité des échantillons protéiques a réduire le fer ferrique (Fe**) en
fer ferreux (Fe?*). Pour réaliser ce test, nous avons adopté la méthode décrite par OYAIZU
(1988). Le composant antioxydant réduit le ferricyanure de potassium en ferrocyanure qui est
par combinaison avec les ions ferriques, conduit a la formation d’un complexe de couleur
verte qui absorbe dans I’UV- visible a 700 nm.

2.2.5.1.2. Mode opératoire
Les échantillons sont d’abord solubilisés dans de I’eau distillée a raison de 2mg/ml.
1ml de la solution protéique et de chaque hydrolysat est additionné de 1ml du tampon
phosphate (0,2M ; pH6, 6) et de 1ml de la solution de ferricyanure de potassium a 1%.

Apres 20 min d’incubation a 50°C, 1 ml de la solution d’acide trichloracétique a 10% est
ajoutée et le mélange est ensuite centrifugé pendant 10 min a 1500g. Le surnageant récupéré
est additionné de 1ml d’eau distillée et de 0,2 ml de la solution aqueuse de chlorure de fer a
0,1%.

Le milieu réactionnel est incubé a température ambiante pendant 10 min, puis les
absorbances sont mesurées a 700nm.

Le contrble négatif de la réaction est réalisé en mélangeant tous les réactifs et en suivant
toutes les étapes, sauf que les échantillons sont remplacés par de I’eau distillée.

Les étapes suivies dans ce test sont resumées dans la figure (07).
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Etape 1 : ajout aux échantillons
tampon phosphate ; KsFeCN

Incubation 50 °C/20min

Réduction

Fe (CN) %5 —» Fe (CN)*g Ajout de TCA
Ferricyanure Ferrocyanure Centrifugation 15009/10min
N N ) N
1|23 L2 |5 2
- — — - > - -
) e N e e~
. J
j Y . ~ J N\ J
Blanc Protéines seriques totales  Hydrolysats trypsiques Hydrolysats chymotrypsiques
Etape 2 : ajout aux surnageant
Hzo ; FeCI3.
3Fe (CN) *¢ + 4Fe** » Fe,[Fe (CN
Incubation T° (CN) s > FesfFe (CNols
ambiante/10 min Ferrocyanure lon ferrique Formation d’un complexe vert

0 QRS G5 AE
1 1 2 3

- - | - | - - =

— e e e e e e

\ \p J \ ¥ J \ v S

Figure 07:Schéma résumant les différentes étapes suivies pour déterminer le pouvoir
réducteur du fer des séroprotéines camelines et leurs hydrolysats.
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2.2.5.2. Test de piégeage du radical DPPH (Test DPPH)

2.2.5.2.1. Principe
Le DPPH est un radical libre qui possede un électron non apparié sur un atome
d’azote. Du fait de la délocalisation de cet électron, les molécules du radical ne forment pas
de diméres. Cette délocalisation est a l’origine de la couleur violacée intense bien

caractéristique de la solution DPPH qui absorbe dans I’UV-visible a la longueur d’onde de
517 nm.

Le DPPH est le substrat ordinaire utilisé pour déterminer la capacité anti-oxydante des
composés. En réagissant avec une molécule anti-oxydante, il se transforme en DPPH-H (2,2-

diphényl-1-picrylhydrazine) (figure 08).

NO, NO,

. Antioxydant
O,N N—N — ON N'H—N

NO, NO,

DPPH a I’état instable DPPH a I’état réduit

Figure 08 : Réduction du radical DPPH en DPPH-H

2.2.5.2.2. Conditions expérimentales
La méthode utilisée pour réaliser ce test est celle décrite par ZHU et al (2008). La
solution de DPPH est préparée par solubilisation de 4 mg de DPPH (0,1 mM) dans 100 ml
d’éthanol a 70%.
Comme pour le test précédent, les échantillons de protéines sériques et des hydrolysats
trypsiques et chymotrypsique sont solubilisés dans de 1’eau distillée (2mg/ml)
Un volume de 2ml de la solution du DPPH est ajouté a 1ml de chaque échantillon.
Aprés incubation de 30 min a I’obscurité et a température ambiante, les absorbances sont

mesurées a 517 nm.

La solution de DPPH dans I’éthanol est considérée comme un controle.
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Le pouvoir anti-oxydant est évalué en calculant le pourcentage d’inhibition du radical DPPH

par la formule suivante :

% d’inhibition = (Abs controle — Abs échantillon) /Abs controle x 100.
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3. Résultats et discussion
3.1. Isolement des protéines sériques

Ce travail expérimental a pour objectif d’évaluer ’activité anti-oxydante des protéines
sériques totales camelines et des peptides générés par hydrolyse chymotrypsique et trypsique
de ces protéines.

L’¢état de fraicheur de I’échantillon de lait de chamelle a été vérifié en mesurant le pH, la
valeur retrouvée est de 6,4. Cette valeur correspond au pH normal du lait de chamelle et elle
est similaire aux résultats rapportés par la littérature (SAWAYA et al, 1984 ; AHMED, 1990)
qui ont rapporté des valeurs de 6,53 et 6,49 respectivement. Alors que KHASKHELI et
al(2005), ils ont avancé une valeur légérement plus élevée (6,77).

Les protéines sériques totales sont isolées par acidification du lait camelin a pH 4,3. Ce
pH correspond au pHi des caseines camelines (WANGOH et al, 1998) c’est un pHi

Iégerement plus bas que le pHi des caséines bovines qui est de 4,6.

3.3. Controle électrophorétique en PAGE-SDS de I’hydrolyse enzymatique des
protéines seriques

Afin de mimer la digestion, deux enzymes protéolytiques ont été utilisés, la trypsine (EC
3.4.21.4) et la chymotrypsine (EC 3.4.21.1). Ces deux enzymes appartiennent a la famille des
sérine-protéases. La trypsine clive spécifiquement au niveau des extrémités carboxyliques des
acides aminés basiques (Lysine et Arginine), alors que la chymotrypsine coupe au niveau des
extrémités C-terminales des acides aminés aromatiques.

L’hydrolyse enzymatique des séroprotéines est évaluée par PAGE-SDS, en comparant
le profil électrophorétique des hydrolysats obtenus a celui des protéines sériques totales
considérées comme témoin négatif.

En s’appuyant sur des données bibliographiques, les bandes qui apparaissent sur le
profil électrophorétique représenté en figure (09) pourraient correspondre selon leur mobilité
électrophoreétique croissante aux Igs, CSA et I’a-La.

Les Igs migrent & un niveau plus trés faible, vue leur PM trés élevé. L’a-lactalbumine
cameline est representé par une bande bien focalisee, son PM est faible, elle migre a un
niveau plus loin.

L’analyse du profil électrophorétique représenté en figure (09) montre une diminution

de I’intensité des bandes électrophorétique qui est tres accentuée dans le cas des hydrolysats
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chymotrypsiques. Dans ce cas, nous constatons la disparition des bandes électrophorétiques
qui caractériseraient la CSA et ’a-La
Ces résultats suggerent que le temps d’incubation de 4 heures fixé n’est pas suffisant

pour une hydrolyse totale des protéines sériques.

Protéine sériques Hydrolysats Hydrolysats

totales trypsiques chymotrypsiques

CSA

a-La

Figure 09: Contrdéle électrophorétique en PAGE SDS de I’hydrolyse enzymatique des
protéines seériques camelines ; gel de séparation (T=17% ; C=2,7% ; pH 8,8) ; gel de

concentration (T=4,8% ; C=2,7% ; pH 6,8)

Des résultats similaires ont été rapportés par SALAMI et al (2008) dans leur étude sur
la caractérisation de la cinétique d’hydrolyse des protéines camelines et bovines par la
trypsine et la chymotrypsine. lls ont constaté pour les deux especes, cameline et bovine, une
hydrolyse faible et lente des protéines sériques. L’hydrolyse n’a été observée qu’aprés 6h
d’incubation. Contrairement aux casé€ines, une hydrolyse rapide a été réalisée par les mémes
enzymes seulement apres 3h d’incubation.

Dans cette étude comparative, il a été montré que les séroprotéines camelines sont plus
résistantes a I’action des protéases que leurs homologues bovines. EL-AGAMY (2000) a
rapporté que les protéines sériques camelines ont une grande stabilité thermique, il apparait

que cette propriété serait a I’origine de cette résistance.
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Par ailleurs, ABDERRAHMANE et al (2015) ont réalisés une digestion enzymatique
des protéines sériques camelines et bovines par la pepsine suivie d’un mélange trypsine-
chymotrypsine. Ils ont constaté que les seroprotéines camelines ont une meilleure digestibilité
avec un haut degré d’hydrolyse en les comparants aux protéines sériques bovines.

La structure des protéines influence leur digestibilité, ainsi les caséines dotées d’une
structure ouverte et une grande flexibilité, sont plus digestibles que les protéines sériques de
structure globulaire et compacte (SALAMI et al, 2008).

Quant a la différence de I’action des deux enzymes sur les protéines sériques, elle est
attribuée d’aprés SALAMI et al (2008) aux nombres de sites de clivage des enzymes. Notant
que I’a-lactalbumine, la protéine majeure du lait camelin, est faiblement hydrolysée par la
trypsine mais intensément dégradée par la chymotrypsine car elle ne possede que 16 sites de
clivage spécifique pour la trypsine contre 26 sites de clivage spécifique pour la

chymotrypsine.

3.4. Résultats de I’activité antioxydante
3.4.1. Le pouvoir réducteur du fer (Fe**)

Par ce test, la capacité des protéines sériques et de leurs hydrolysats a transformer le
fer ferrique en fer ferreux a été évalué. Ce mécanisme est connu comme étant un indicateur de
’activité donatrice d’¢électrons, caractéristique de la capacité antioxydante.

Le ferricyanure de potassium est réduit en ferrocyanure par des peptides antioxydants,
ainsi la combinaison des ions ferriques avec le ferrocyanure conduit a la formation d’un
complexe d’une couleur verte qui absorbe dans UV-visible & 700 nm. Il existe une relation
proportionnelle entre les DO mesurées et I’activité antioxydante.

Le pouvoir réducteur du fer des séroprotéines camelines et de leurs hydrolysats est
illustré par I’histogramme en figure (10).

L’analyse de I’histogramme révéle une différence dans la capacité des protéines
sériques totales et leurs hydrolysats a réduire le fer.

Un haut pouvoir réducteur a été enregistré pour les hydrolysats chymotrypsiques,
suivie des protéines sériques totales. Par contre une faible capacité réductrice a été constatée

pour les hydrolysats trypsiques.
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Figure 10: Histogramme illustrant le pouvoir réducteur du fer (Fe**) des protéines
sériques et leurs hydrolysats.

Le milieu réactionnel des hydrolysats chymotrypsiques, apres 1’ajout de FeCls, a
montré une couleur intense indiquant la formation d’une quantité¢ importante du complexe Feq
[Fe (CN)g, ainsi la réduction d’une quantité appréciable du ferricyanure (Fe*') par les
peptides.

Concernant les protéines sériques totales et leurs hydrolysats trypsiques, ils ont
montrés une couleur plus claire, expliquant qu’une faible quantité de ferricyanure a été réduite
(annexe 03).

WU et al (2003) ont montés que les liaisons peptidiques, les acides aminés chargés et
les groupements carboxyliques terminaux, participent généralement dans le mécanisme des
réactions d’oxydoréductions. De plus GULCIN (2007) a suggéré que la L-Trypsine est

capable de transformer le Fe** en Fe?*.

D’aprés les données de WU et al (2003) et GULCIN (2007), la forte capacité réductrice
des hydrolysats chymotrypsiques revient a la spécificité de cette enzyme de couper au niveau
des extrémités C-terminal des résidus d’acides aminés, ainsi libération des groupements

carboxyliques terminaux générant des peptides avec un haut pouvoir réducteur.
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Le pouvoir réducteur du Fer peut étre attribué a la composition en acides aminés des
peptides libérés.

3.4.2. Pouvoir d’inhibition du radical DPPH

Les résultats obtenus a partir du test de DPPH appliqué sur les 3 échantillons,
protéines sériques totales, hydrolysats trypsiques et les hydrolysats chymotrypsiques sont

regroupés dans le tableau IV, ou les valeurs sont exprimées en pourcentage (%) d’inhibition

Tableau IV : Le pouvoir d’inhibition (%) du radical DPPH.

Composant El E2 E3 Moyenne
Protéines
_ 31,8 27 23 27,26+4.40
sériques totales
Hydrolysats
) 32 36,4 39,2 35,86+3.62
trypsiques
Hydrolysats
43 43,4 44 43,46+0.5

chymotrypsiques

E1, E2 et E3 représentent les 3 essais effectués

Les protéines sériques camelines et leurs hydrolysats possédent une activité
antioxydante, ils sont capables de piéger le radical DPPH. Cependant les hydrolysats montrent
des pourcentages plus importants par rapport aux protéines sériques totales. L’amélioration de
I’activité antioxydante des protéines sériques totales apres hydrolyse pourrait &tre expliquée
par I’exposition des résidus d’acides aminés qui possédent des propriétés antioxydantes aux
extrémités des peptides. Comme le montre les résultats de la présente étude, plus forte activité
antioxydante par les hydrolysats chymotrypsiques avec un pourcentage d’inhibition du radical
DPPH de 43,46% contre 35,86% pour les hydrolysats trypsiques.

La différence dans la capacité antioxydante entre les deux hydrolysats peut étre
attribuée aux nombres et aux niveaux des sites de clivage spécifiques pour chaque enzyme.

Dans ce cadre, I’étude de SALAMI et al (2010) s’est intéressée a 1’évaluation de
I’activité anti-oxydante des protéines camelines et bovines et leurs hydrolysats trypsiques et
chymotrypsiques en utilisant le radical ABTS. Dans cette étude, il a été rapporté que 1’activité
anti-oxydante des protéines camelines est plus forte que celle des protéines bovines et plus

importante avec les hydrolysats chymotrypsiques.
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La chymotrypsine clive spécifiquement au niveau des sites carboxyliques des résidus
d’acides aminés aromatiques et hydrophobes, elle génere des peptides contenant des acides
aminés avec des propriétés anti-oxydantes sur leur extrémité C-terminal (PIHLANTO, 2006).
Contrairement a la trypsine qui coupe spécifiquement au niveau des acides aminés basiques
Lys et Arg produisant des peptides avec de faibles propriétés anti-oxydantes (ANTAL et al,
2001).

L’analyse de la structure primaire des protéines camelines démontre que ces derniers
sont riches en acides aminés qui suggérés avoir des propriétés anti-oxydantes (Phe,
Trp,Ty,His, Cys, Glu, Asp, Lys, Arg) (SALAMI et al, 2010).

Une amélioration significative de la capacité anti-oxydante des protéines sériques
camelinesapres protéolyse a été observée, cela pourrait étre interprété par une meilleure

accessibilité des résidus d’acides aminés.

Il a été avancé par certaines études (SALAMI et al, 2010 ; ABDERRAHMANE et al,
2015) qu’une forte activité anti-oxydante est obtenue avec des peptides de faible PM de 5 et
10 KDa, suggérant ainsi que la capacitéanti-oxydante dépend de la taille et de la composition
des peptides(PENG et al, 2009).

MOSLEHISHAD et al (2013) ont constatés une capacité inhibitrice du radical ABTS
des peptides purifiés a partir du lait camelin fermenté par lactobacillus rahamnosus. lls ont
rapportés que la capacité antioxydante des peptides issus du lait camelin fermenté est plus
importante que celle des peptides issus de I’hydrolyse enzymatique par la trypsine et la
papaine.

Parallelement aux études effectuées sur ’activité anti-oxydante des protéines sériques
camelines, des travaux se sont également intéressés aux caséines de ce lait. Ces travaux
(SALAMI et al, 2011 ; EL-HATMI et al, 2016 ; KUMAR et al, 2016) ont démontré que les

propriétés anti-oxydante des protéines sont plus importante apres hydrolyse enzymatique.
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Conclusion

L’espéce cameline dont la particularité réside dans le fait qu’elle est capable, dans
des conditions de sécheresse extrémes et en manque de paturage, de produire un lait de trés
bonne qualité qui pourrait étre une source précieuse de nutriments pour I’homme.

En plus de son intérét nutritionnel, le lait de chamelle est doté de plusieurs activités
biologiques attribuées a sa particuliere composante protéique.

Dans I’¢tude actuelle, I’activité anti-oxydante des protéines sériques camelines et des
peptides dérivés de leur hydrolyse enzymatique, trypsique et chymotrypsique, a été mise en
évidence.

Dans un premier temps, les protéines sériques camelines sont isolées par précipitation
acide a pH 4,3 des caséines. Ensuite, une hydrolyse enzymatique par la trypsine et la
chymotrypsine a été réalisée puis contrdlée par électrophorese sur gel de polyacrylamide en
conditions dénaturantes en présence du SDS et de 3-ME.

Le profil électrophorétique obtenu a montré que la sensibilité des protéines sériques
camelines a I’hydrolyse enzymatique est plus importante pour la chymotrypsine par
comparaison a la trypsine.

L’activité anti-oxydante, y compris la capacité réductrice du fer et le pouvoir du
piégeage du radical DPPH, a été démontrée pour les protéines sériques totales ainsi que
pour leurs hydrolysats particulierement les hydrolysats obtenus par 1’action de la
chymotrypsine.

Ces résultats ont montré également que I’activité anti-oxydante des protéines sériques
totales est améliorée aprés hydrolyse enzymatique.

Les peptides dérivés des protéines sériques camelines ont montré de bonnes propriétés
anti-oxydantes, de ce fait, des utilisations comme agents antioxydants naturels pour la

conservation des aliments ainsi que des applications médicales pourraient étre envisagées.
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Annexes

Annexe 01 : préparation des tampons
e Tampon phosphate 50 mM pH 7.8
Composition en g/100 ml :
Phosphate monopotassique (KH2PO,) 0.68g
Phosphate dissodique (Na;HPQO,) 0.70g

Dans un bécher introduire 0.68 de KH,PO, et 0.70 g de Na,HPO4avec un petit volume d’eau
distillée.

Introduire le mélange dans une fiole jaugée de 100 ml, puis compléter au trait de jauge avec
I’cau distillée.

e Tampon phosphate 0.2M pH 6.6

- KH3PO, 0.45g /50 ml
- Na;HPO4 0.29 g /25 ml

Mélanger 26.6 ml de KH,PO,4 avec 23.4 ml de Na,HPQO,,

Annexe02 : Pouvoir réducteur

- Solution tampon phosphate 0.2 M pH 6.6

- Solution de ferricyanure de potassium (K3FeCN) 1% (p /v).
- Solution de chlorure de fer (FeCl3) 0.1 % (p/v).

- Trichloracétique (TCA) 10% (p/v).

- Eaudistillée.

- Solution d’échantillon mére 2mg /ml

Mode opératoire :

Préparer 16mg /8ml pour chaque échantillon de : protéines sériques camelines, hydrolysats

trypsiques et les hydrolysats chymotrypsiques.
Realiser 3 essais pour chaque échantillon.

Dans un tube a hémolyse introduire :



- 1 ml d’échantillon

- 1 ml de tampon phosphate

- 1ml de ferricyanure de potassium, agiter.

- Incuber & 50°C/20min

- Ajouter Iml de TCA pour arréter la réaction.
- Centrifuger 50009/10min

- Reécupérer tout le surnageant.

Ajouter aux surnageant :
- 0.2 ml de chlorure de fer
- 1ml d’eau distillée
- Laisser 10 min
- Pour le calibrage de I’appareil, un blanc de la méme composition excepté
I’échantillon a été préparé.

- Mesurer I’absorbance a 700 nm.

Annexe 03 : Figure illustrant I’intensité de la couleur verte dans le milieu réactionnel des
protéines sériques et leurs hydrolysats.




Annexe 04 :L’hydrolyse enzymatique

- Solution de tampon phosphate 50mM pH 7.8.
- Solutions d’enzymes :

Prendre deux tubes eppendofs, introduire dans :
Le 1* tube : 2mg de la chymotrypsine avec 1ml d’eau distillée, agité.
Le 2°™tube : 2mg de la trypsine avec 1ml d’eau distillée.
- Solutions d’échantillons :

Prendre deux tubes a essai, dans chacun introduire :
200mg de protéines sériques lyophilisées

8 ml du tampon phosphate

Homogénéiser
Mode opératoire :

Prendre les tubes des échantillons, introduire dans I’un des deux 0.5 ml de la solution
enzymatique trypsiques et 0.5 ml de la solution chymotrypsiques dans 1’autre tube.

Incuber & 37°C, aprés 2 h de temps ajouter les 0.5ml des solutions enzymatiques. Laisser
encore incuber pendant 2h.

Annexe 05 : électrophorese en conditions dissociantes et dénaturantes en présence de SDS et du 2-
Bmercaptoethanol (PAGE-SDS)

Solution d’acrylamide (A)

- Acrylamide 369
- Bisacrylamide 1g
- Eaudistillée 100ml

Tampon de gel de séparation (S)

- Tris 18.15¢g
- Eaudistillée 100ml
Ajuster a pH 8.8 avec du HCL 4N

Tampon de gel de concentration (C)

- Tris 69



- Eaudistillee 100ml
Ajuster a pH 6.8 avec du HCL 4N

Tampon d’¢lectrode

- Tris 39

- Glycine 14.4g
- SDS 0.5g9

- Eaudistillée 500ml

Ajuster a pH 8.3 avec du Tris

Tampon d’échantillon :SDS (4%), 2 ME (3%), glycérol (10%), Tris/THCL 50Mm , pH 6.8, bleu de
bromophénol.

Dissoudre 1mg de I’échantillon dans 1ml de tampon d’échantillon, chauffage a 100°C pendant 4-5 min

puis refroidir dans un bain d’eau froide.
Solution de persulfate d’ammonium (10%)
Conduite d’électrophorese

Préparation du gel de séparation : T=17% C=2.7%

Solution(A) 4.60ml
- Solution (A) 4.60ml
- Solution (S) 2.51ml
- Eau distillée 2.73ml

Dégazer pendant 2 min max

- SDS(10%) 100ul
- TEMED 50ul
- Persulfate d’ammonium 80ul

Couler a environ 2/3 de la plague

Préparation du gel de concentration : T = 17% et C = 2.7 %.

- Solution A 650 pl

- Solution C 1250 pl

- Eau distillée 2900 pl
Dégazer

- Solution de SDS (10%) 100ul



- TEMED 50uL
- Persulfate d’ammonium (10%) 80l

Couler immédiatement sur le gel de séparation polymérisé et mettre le peigne.

Solution de coloration : éthanol (30%), acide acétique (5%), bleu de Coomassie R250 (2%), eau
distillée (65%).

Solution de décoloration : acide acétique (5%), eau distillée (65%), éthanol (30%).
Dépot d’échantillon 10-20pul

Mise sous tension 20mA 250 V

Fixation : 45min dans la solution de fixation

Coloration : 1h dans la solution de coloration

Décoloration : plusieurs passages dans la solution de décoloration.



