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Résumé

Résumé

La présente étude a pour objectif d’une part, de caractériser les séroprotéines de quatre
especes laitieres : camelines, bovines, caprines et ovines et d’autres part, étudier leurs
sensibilités a la chymotrypsine et tester leur activité antioxydante comparativement a leurs

hydrolysats.

L’analyse physico-chimique des quatre échantillons du lait a montré des taux des
protéines proches (24,85+8,47 g/l en moyenne) entre les quatre espéces avec un taux élevé pour
le lait de brebis (49,24+4,34 g/l).

Les eléctrophoregrammes obtenus en PAGE-native et en PAGE-SDS ont révélé la
présence de protéines homologues entre les quatre especes laitieres, a 1’exception du lait

camelin qui est dépourvue de la B-lactoglobuline.

L’¢tude de la cinétique enzymatique a révélé des comportements différents des
séroprotéines des especes étudiées, vis-a-vis de ’action de la chymotrypsine. Aprés 3 heures
d’incubation, 1’a-lactaloumine cameline s’est avérée plus résistante comparativement a ses
homologues bovine, caprine et ovine. La sérum albumine des quatre especes laitiéres a montré
une résistance vis-a-vis de la chymotrypsine. Cependant, la lactoferrine disparait dés le premier
temps d’incubation. Apres 2 heures d’incubation, la B-lactoglobuline bovine est plus résistante

comparativement a ses homologues caprine et ovine.

Les hydrolysats protéiques ont montré des taux d’inhibition du radical DPPH plus
importants que les protéines sériques totales. Ces taux sont élevés pour les hydrolysats des
séroprotéines caprines et ovines, ils sont estimés a (48,06+0,012%) et (47,28+0,01%),

respectivement.

Mots clés : bovin / camelin / caprin / ovin / protéines sériques / chymotrypsine / activité

antioxydante.



Résumé

Abstract

The aim of this study is to characterize the whey protein of four dairy species: camel,
cattle, goat and sheep, and to study their sensitivities against chymotrypsin and test their

antioxidant activity compared to their hydrolysates.

The physicochemical analysis of the four samples of milk showed close protein levels
(24,85£8,47 g/l on average) between the four species with a high rate for ewe's milk
(49,24+4,34 gl).

The electrophoregrams obtained under native-PAGE and SDS-PAGE, revealed the
presence of homologous proteins between the four dairy species, with the exception of camel

milk which is devoid from B-Lg.

The study of enzymatic kinetics revealed different behaviors of the whey protein of the
species studied, against the action of chymotrypsine. After 3 hours of incubation, a-
Lactalbumin of camel milk, it proved more resistant compared to their bovine counterpart in
goat and sheep milk. The serum albumin of the four dairy species showed resistance to
chymotrypsin. However, lactoferrin disappears from the first incubation time. After 2 hours of

incubation, bovine B-Lg is more resistant compared to their counterpart in goat and sheep milk.

The hydrolysates of whey proteins showed high inhibition degree against DPPH
compared to total whey proteins. The degree of inhibition was more pronounced in hydrolysates
of goat’s and sheep’s whey proteins. It is esteemed at (48,06+0,012%) and (47,28+0,01%),
respectively.

Keywords: bovine/ camel/ goat/ sheep/whey protein/ chymotrypsin/ antioxydant

activity.






Introduction

Introduction
De part ses qualités nutritionnelles uniques, le lait est un aliment complet. Il compense

les autres protéines animales telles que la viande, au prix excessif. Il contient des graisses, du
lactose, des protéines, des sels minéraux, des vitamines et 87% d’eau. Plus que tout autre
composant du lait, les protéines laitieres constituent la fraction la plus importante. Ces derniéres
fournissent au nouveau-né les acides aminés essentiels nécessaires a son développement et sa

croissance.

La production laitiere en Algérie est orientée principalement vers le lait bovin, caprin,
ovin et camelin. Le lait est consommeé par tout jeune mammifere au début de sa vie, il est aussi

destiné a la consommation humaine tel qu’il est a I’ état frais ou transformé en produits dérivees.

Le lait de vache, est le plus communément consommé dans le monde, celui-ci domine
la consommation mondiale avec 782 millions de tonnes de litres en 2013 et 818 milliards de
litres en 2015. 85% de la production mondiale laitiére est procurée par les bovins, suivie du lait
de bufflonne (11%), de chévre (2,3%), de brebis (1,4%) et de chamelle (0,2%) (FAO, 2015).

Il'y a plusieurs études a travers le monde qui s’intéressent aux activités biologiques des
peptides présents dans les séquences des différentes protéines laitieres. Ces peptides sont définis
comme étant des fragments inactifs dans la protéine précurseur, une fois libérés sous I’action
des enzymes protéolytiques au cours de la digestion, ou par protéolyse pendant la fermentation
dans les produits dérivés du lait, ou in vitro par des enzymes protéolytiques d’origine
microbienne ou végétales, peuvent interagir avec des récepteurs spécifiques et régulé les

fonctions physiologiques de 1’organisme.

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés en premier lieu a caractériser la fraction
protéique du lactosérum des laits camelin, ovin, bovin et caprin. En deuxiéme lieu, étudier
leurs sensibilités a ’action de la chymotrypsine et évaluer leur activité antioxydante par le test

du DPPH ainsi que celle de leurs hydrolysats.
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1. Synthése des données bibliographiques
1.1. Apercu général sur les laits camelin, bovin, caprin et ovin
1.1.1. Aspect économique

1.1.1.1. Production laitiére dans le monde
La production mondiale du lait est dominée par le lait de vache, soit 83% des quantités

produites en 2014. Le lait de bufflonne occupe 13% de la production laitiere mondiale, suivie
des laits de chevre (2%), de brebis (1%) et autres espéces (1%) comme la chamelle
(ANONYMEL, 2015).

La production totale du lait au niveau mondial entre les différents ruminants, n’a pas

connu des changements significatifs durant la période allant de 2010 jusqu’a 2014 (tableau I).

Tableau I : Evolution de la production laitiére dans le monde (Anonyme 1, 2015).

L ait 2010 2011 2012 2013 2014
Lait de 609.8 623.6 636,7 642.2 663.2
vache
Lait de 93,1 97.0 99,9 101,8 106,3

bufflonne
Lait de 17,7 18.2 18.4 18,6 18.8
chévre
Lait de 0.8 9,7 9.9 10,0 10,1
brebis
Autres laits 3,8 3,8 3,7 3,9 3,9
Total 734.2 752.4 768,7 776.4 802,2

Unité : million de tonne/an.

1.1.1.2. Production laitiére en Algérie

1.1.1.2.1. Le cheptel laitier en Algérie
Le cheptel laitier en Algérie est constitué de quatre espéces : les ovins, les caprins, les

bovins et les camelins. Durant 1’année 2016, le cheptel ovin a atteint 28 millions de téte contre
environ 5 millions de téte pour le cheptel caprin, 2 millions de tétes pour le cheptel bovin et
379094 de téte uniquement pour le cheptel camelin (tableau I1), bien que cette espece est la plus

résistante aux conditions rudes et a la sécheresse.
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Tableau 11 : Evolution du cheptel laitier en Algérie durant la période allant de 2012 a
2016 (FAO, 2018).

Années
2012 2013 2014 2015 2016
Espéce
Bovins 1841930 1909455 2049652 2149549 2081306
Ovins 25194105 26572980 27807734 28111773 28135986

Caprins 4794525 4910700 5129839 5013950 4934701

Camelins 340140 344015 354465 362265 379094

Unite : téte.
1.1.1.2.2. Evolution de la production laitiére
La production du lait frais en Algérie est en augmentation pour toutes les especes. Cette
production globale est fournie a 73% par le cheptel bovin, 16% par les ovins, 10% par les
caprins et seulement 2% par le cheptel camelin (SOUKEHAL, 2013). La production du lait
bovin est passée de 1,52 milliards de litres en 2007 a 2 milliard de litre durant I’année 2011
(tableau I11).

Tableau 111 : Evolution de la production laitiere en Algérie durant la période 2007-
2011(Anonyme 2, 2012).

Années
2007 2008 2009 2010 2011
Espece

Bovin 1,52 1,51 1,80 1,90 2,00
Caprin 0,21 0,19 0,22 0,27 0,24
Ovin 0,41 0,46 0,39 0,37 0,44
Camelin 0,039 0,059 0,039 0,040 0,056
Total 2,18 2,22 2,45 2,58 2,73

Unité : milliard de litres.
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1.1.2. Caractéristiques physico-chimiques du lait
1.1.2.1. Definition
Le lait est un liquide blanc, opaque, deux fois plus visqueux que 1’eau, de saveur

dougatre 1égeérement sucrée et d’odeur peu accentuée (BITMAN et al, 1996). 11 s’agit d’un
fluide Iégérement bleuté ou plus ou moins jaunatre selon la teneur en 3-caroténe et de sa matiére
grasse (ALAIS, 1984).

1.1.2.2. Caractéres physiques du lait
_pH
Le pH du lait correspond a la concentration en ions hydrogéne et représente l'acidité
naturelle du lait. Sa valeur n'est pas constante mais varie au cours du cycle de lactation et sous
I'influence de l'alimentation (LATYR FALL, 1997). Le pH renseigne sur I’état de fraicheur du
lait. 1l est compris entre 6,6 et 6,8 pour le lait bovin (GUIGMA, 2013).
Selon SBOUI et al (2009), la valeur du pH du lait humain est Iégérement basique. 1l est
de 7,01.
-Densité
La densité est un parametre qui dépend de la richesse du lait en éléments dissouts et en
suspension ainsi que de la teneur en matiere grasse. Elle varie également en fonction de la
température. La densité moyenne du lait est de 1,030mg/100ml a 20C°. Elle peut aller jusqu'a
1,038 mg/100ml pour les laits de mélange (SEYDI ,2004).

-Acidité
L'acidité titrable du lait indique la teneur en acide lactique formée a partir du lactose.

Un lait frais normal a une acidité de titration qui varie de 16 a 18 D° (LATYR FALL, 1997)
Le lait de brebis présente une acidité élevée par rapport aux autres laits (tableau 1V).

Tableau 1V : Caractéristiques physiques du lait camelin, bovin, caprin et ovin
(SABAHELKHIER et al, 2012).

Parametres Chévre Chamelle Vache Brebis
pH 6,6 6,5 6,6 6,6
Densité 1,029 1,029 1,032 1,033
(mg/100 ml)
Acidité titrable
(%) 0,14 0,15 0,12 0,18
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1.1.2.3. Composition chimique
Le lait est une source importante de protéines de trés bonne qualité, riches en acides

aminés essentiels, particulierement en lysine. Le lait de brebis est riche en protéines (5,10 %)
(YABRIR, 2014) par rapport aux autres espéces. La composition chimique du lait de différentes

especes est indiquée dans le tableau ci-dessous.

Tableau V : Composition moyenne du lait de différentes especes animales (VIGNOLA,

2002).
Animaux Eau '\gfglsige Protéines Glucides Minéraux
(%) (%) (%) (%) (%)
Vache 87,5 3,7 3,2 4.6 0,8
Chevre 87,0 3,8 2,9 4.4 0,9
Brebis 81,5 7,4 53 4.8 1,0
Chamelle 87,6 54 3,0 3,3 0,7

La matiéere grasse du lait de vache et celle du lait de chamelle est constituée de 98 et
96% de triglycéride, respectivement, les di-glycérides (2%), le cholestérol (<0,5%), les
phospholipides (~1%) et les acides gras libres (0,1%) (GORBAN et IZZELDIN, 2001 ;
PEREIRA, 2014). EL-AGAMY (2009) a rapporté que les proportions des acides gras a chaine
courte (C4-C12) et a chaine longue dans le lait de chamelle sont respectivement : 14,80 et
85,20% (contre 27,72 et 72,81% dans le lait de vache).

Le lait est une source excellente de la majorit¢ des minéraux essentiels pour 1’étre
humain. lls constituent environ 1% de la composition chimique des laits camelin, bovin, caprin

et ovin (tableau VI).
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Tableau VI : Composition en minéraux des laits : bovin, camelin, caprin et ovin (AL-
WABEL, 2008).

Les Minéraux Vache Chamelle Chévre Brebis
(mg /kg)
Zn 2,000 1,480 2,320 3,090
Mn 1,291 1,299 1,129 1,144
Cu 1,800 1,610 0,570 0,620
Fe 4,214 2,981 4,908 5,011
Ca 661,000 699,300 751,700 822,500
Na 91,600 115,870 101,300 95,400
K 113,700 133,770 123,850 127,410

Le lait de brebis est riche en vitamines (tableau V1I) par rapport au lait de vache. Le lait
de chamelle présente une teneur élevée en vitamine C : 60,06 mg/l (CHETOUNA, 2011) par
rapport au lait bovin dont le taux est estimé a 18,5 mg/l (MOALEK, 2011). Cette caractéristique
rehausse d’avantage 1’intérét nutritionnel du lait de dromadaire pour son apport important en
cette vitamine au bénéfice des populations relativement privées d’apport important en fruits et
Iégumes frais (SIBOUKEUR A. et SIBOUKEUR 0., 2012).

Le lait de chévre contient une faible teneur en folates (0,006 mg/ml). Cette propriété
serait a l'origine des anémies mégaloblastiques causées par la faible disponibilité de la
cobalamine observée chez des nourrissons ou les jeunes enfants principalement alimentés au
lait de chevre (FAO, 1998).

Tableau V11 : Teneurs en vitamines du lait de diverses espéces animales (FAO, 1998).

Vitamines Vache Chamelle Cheévre Brebis
(mg/1)
Bl 0,42 - 0,41 0,85
B2 1,72 - 1,38 3,30
B6 0,48 - 0,60 0,75
B12 0,0045 0,0023-0,0039 0,0008 0,006
Acide 0,92 . 3,28 4,28
nicotinique
Acide folique 0,053 - 0,006 0,006
C 18 57-98 4,20 47,0
A 0,37 0,37-1,26 0,24 0,83
- carotenes 0,21 0,16-0,46 <0,10 0,02
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1.2. Les protéines des laits camelin, bovin, caprin et ovin
Les protéines du lait sont classées en 2 groupes selon leur solubilité a pH 4,6 : les

caséines qui précipitent a ce pH et les protéines sériques qui restent solubles (VIGNOLA, 2002).
1.2.1. Les caséines

Les caséines sont des particules colloidales, se trouvant a 1’état micellaire. La micelle
de caséine est composée de 93% de protéines et de 7% de minéraux principalement du
phosphate du calcium (OUELDALEYA, 1996). Les caséines occupent 80% des protéines du
lait bovin, caprin et ovin, 72-76% des protéines totales du lait camelin, alors qu’ils présentent
40% dans le lait humain (FOX, 2001).

Les micelles sont constituées de quatre protéines differentes : as1-CN, as2-CN, B-CN
et x-CN; elles présentent peu d'homologie de séquence a l'exception des sites majeurs de
phosphorylation présents sur les caséines as1-CN, as2-CN et B-CN. La composition protéique
et les propriétés fonctionnelles de ces micelles varient en fonction de I'espéce et méme au sein
de la méme espece, selon la race considérée (HAZEBROUCK, 2016).

Les caséines du lait de brebis et de chévre sont caractérisées par un grand degré de
minéralisation, sont moins hydratées et stables thermiquement par rapport aux micelles des
caséines bovines (RAYNAL-LJUTOVAC et al, 2007). En outre, les caséines ovines sont riches
en calcium et donc ne nécessite pas 1’ajout de CaCl2 lors du processus de fabrication du fromage
(BALTHAZAR et al, 2016).

PARK et al (2007), ont rapporté que la taille des micelles de caséines ovines sont
réduites (193nm) par rapport a la taille des micelles de caséines bovines (260nm), elles sont
similaires aux caséines caprines. Alors que le diamétre des micelles des caséines camelines est
plus important, il est compris entre 260 et 300 nm (FARAH et al, 2004).

Le lait de vache présente la concentration la plus élevée en caséine -as1 (12-15g/1) par
rapport aux autres espéces qui présentent relativement la méme concentration en cette derniére.
Quant a la concentration de 1’as2-CN, elle est plus élevée dans le lait de vache et celui de brebis,
ce dernier est riche également en B-CN.

Comparativement aux laits bovin, caprin et ovin, les caséines camelines montrent une
faible teneur en k-CN (0,8 g/l) (KAPPELER et al, 2003), ce qui explique les difficultés
rencontrées dans le processus de coagulation du lait camelin (ALIM et al, 2004).
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Tableau V111 : Concentrations des fractions caséiniques dans le lait des différentes

especes.
Protéines Vache Brebis Chévre Chamelle
Caséines totales (g/1) 28-302 50-60? 24,3° -
as1-CN (g/l) 12-15° 3-6° 3,5° 5¢
as2-CN (g/l) 9-11° 9-12° 48P 2.2°
B-CN (g/l) 9-11° 19-28° 12,6° 15¢
k-CN (g/l) 3-4° 4-5° 3,4° 0,8¢

a: WAL (2011) ; b : HAZEBROUK (2016) ; ¢ : KAPPELER et al (2003).

Tableau IX : Caractéristiques physico-chimiques des caséines des laits : camelin, bovin,
caprin et ovin.

Espece Protéines MM Nombre | %Homologie
(kDa) de avec les Taille des
Résidus caséines micelles (nm)
d’aa bovines
Vache 0s1-CN 23,602 199° 1009
0s2-CN 25,252 207¢ 1009 260°
B-CN 24,002 209° 1009
«-CN 19,002 169° 1009
Chamelle 0s1-CN 25,77° 215° 44,29
0s2-CN 21,62° 178° 58,39 260-300"
B-CN 24,65" 217° 69,29
«-CN 18,25P 162° 58,49
0s1-CN 23,419 199¢ 88,39
Brebis 0s2-CN 25,611 208° 89,29 193¢
B-CN 23,75¢ 207¢ 92,09
k-CN 19,37¢ 172° 84,99
0s1-CN 23,60 199¢ 87,99
Cheévre 0s2-CN 25,30° 288° 88,39 180°
B-CN 24,00 207¢ 91,19
«-CN 19,00° 171° 84,99

a:JOST (1988) ; b : KAPPELER etal (1998) ; ¢ : PARK etal (2007) ; d : TRUJILLO et al (2000) ; e : PAYENS
(1982) ; f: FARREL (1973) ; g: RESTANI et al (2009) ; h : FARAH et al (2004).
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1.2.2. Les séroprotéines
Les protéines solubles, dites protéines du lactosérum, sont des protéines qui ne

précipitent pas lors de la coagulation du lait, apres 1’ajout de la chymosine (présure) ou lors

d’une acidification (CAYOT et LORIENT, 1998).

Les protéines sériques constituent 20 a 25 % de I’ensemble des protéines du lait de
chamelle (AL HADJ et AL KANHAL, 2010), 25,84% des protéines totales du lait ovin
(PELMUS et al, 2012), 22% du lait caprin (JOUANE, 2002) et 20 % des protéines du lait bovin
(DEBRY et al, 2001)

La distribution qualitative et quantitative des protéines solubles différe d’une espece
animale a une autre. L’o-lactalbumine (a-La) est la protéine soluble majeure du lait des
camélidés (BEG et al, 1985 ; CANTISANI et al, 1990) (2,2 mg/ml) (tableau X), et de I’homme
(BRIGNON et al, 1985). Alors que chez les ruminants domestiques (bovins, ovins, caprins),
c¢’est la B-Lactoglobuline (B-Lg) qui constitue la principale protéine du lactosérum de ces laits.
Cependant plusieurs études ont révélé 1’absence de cette protéine dans le lait de chamelle et
dans le lait humain (EL-AGAMI et al, 1996).

Le lait de chamelle se singularise par la présence de certaines protéines spécifiques, c’est
le cas de la protéine acide ou whey acidic protein (WAP), de la protéine de reconnaissance du
peptidoglycane ou peptidoglycan recognition protein (PGRP) et de la protéine basique ou whey
basic protein (WBP) (BEG et al, 1986b ; OCHIRKHUYAG et al, 1998 ; KAPPELER et al,
2003).

Le lait contient également un certain nombre de protéines présentant des propriétés

biologiques variées (lactoferrine, lactopéroxydase, lysozyme et les immunoglobulines).
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Tableau X : Concentration des différentes séroprotéines dans les laits camelin, bovin,

caprin et ovin.

L ait Lait de
i b
Protéines de Vache @ Lait de Brebis 2 La}'t dea Chamelle
Chevre
Les protéines
sériques totales 5,7 (g/kg)? 11 (g/kg)? 7,4 (g/kg)? 3500 mg/l b
_ c
a-la 53,59 (%)? 8,97-17,00 (%)? 13’3(%/5’:1 70 2,2 mg/m
B- Lac om\a 59,24-77,70 43,54-63,80
20,10 (%) (%)? (%)? Absente
lgs 11,73 (%)? - - -
BSA a a a c
6,20 (%) 3,6-5,1(%) 1,8-5,50(%) 8,5 mg/ml
LF 8,38 (%) i i 95mg /I °

a: POTOCKNIK etal (2011) ; b : KAPPLER et al (2003) ; ¢ : EL-HATMI et al (2006b).
1.2.2.1. La p-Lactoglobuline

La B-Lactoglobuline est la protéine sérique la plus dominante dans le lait de différentes
especes, sauf pour le lait camelin et humain (AL ADJAMI et al, 2009). Sur le plan structural la
B-Lg bovine présente une structure trés compacte de type B-o-p, bloquée par deux ponts
disulfure, le coeur de la protéine présente huit brins de feuillets antiparalleles qui s’enroulent
pour former un cceur hydrophobe appelé calice (BROWNLOW et al, 1997). Elle est
naturellement présente sous forme d’un dimére de 36 kDa. Chaque sous-unité correspond & une
chaine peptidique de 162 résidus d’acides aminés. Cette structure est responsable des
principales propriétés physico-chimiques de la B-Lg ainsi que des interactions qu’elle établit
avec la caséine durant, par exemple, les traitements thermiques (WALL, 2011).

Elle constitue avec I’a-La, les deux protéines majeures impliquées dans 1’allergie au lait
de vache (BENHATCHI, 2011). Plusieurs variants génétique de la -Lg ont été identifiés : les
variants A, B et C dans le lait ovin (PARK et al, 2007), 11 variants dans le lait bovin (A, B,
C,D,E,F,G,H, I JetH) (FARREL et al, 2004) et enfin deux variants (A et B) ont été trouvés
dans le lait de chévre (MOIOLI et al, 1998).
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1.2.2.2. L’e-Lactalbumine
L’a-Lactalbumine, c’est une métalloprotéine globulaire compacte qui transporte le

calcium, elle est synthétisée par les glandes mammaires. C’est la protéine majeure du
lactosérum camelin (BEG et al, 1985), sa concentration est de 2,2g/l (EL-HATMI et al, 2007)
proche a celle de ses homologues bovine (1-1,5¢/l) (WAL, 2011) et caprine (2g/l)
(MARSHALL, 2004).

La structure primaire de L’a-La cameline comporte 123 résidus d’acides aminés et sa
masse moléculaire est 14,6 kDa (BEG et al, 1985), ce qui est similaire a 1’a-La bovine, humaine
et caprine (BEG et al, 1985 ; BEG, 1986).

En outre, PARK et al (2007), ont signalé que 1’a-La ovine et caprine est homologue a
celle du bovin avec des pourcentages d’homologie (95,1 et 97,2%) respectivement (RESTANI
et al, 2009). La masse moléculaire de ’a-La ovine est estimé a 13,8 kDa (MERCIER et al,
1978).

En distinguent plusieurs variants génétiques de 1’a-La : deux variants génétique (A et
B) ont été identifié dans le lait ovin et caprin (MOIOLI et al, 1998) ; alors que trois variants
génétiques (A, B, C) dans le lait bovin (VIGNOLA, 2002).

L’a-La cameline, est tres riche en acides amines essentiels particulierement en Trp, Cys
et Lys, ou elle contient 21,6% de ces trois amino-acides alors que son homologue bovin n’en
contient que 19,6% (SALAMI et al, 2008).

Le role principal de L’a-La est de réguler I’activité de la galactosyl-tranferase en
diminuant son affinité vis-a-vis le glucose et le N-acetylglucosamine. L’a-La est une protéine
qui lie les cations divalents comme le calcium et le zinc et facilite ainsi I’absorption des

minéraux essentiels (PERMYAKOV et BERLINER, 2000).

1.2.2.3. La sérum albumine
La sérum albumine (BSA) est la protéine majeure du sérum sanguin, synthétisée dans

le foie. Elle passe du plasma vers la glande mammaire pendant la production du lait (CARTER
et HO, 1994). Sa concentration dans le lait est de (0,1a 0,4g/1). Elle est constituée de 582 résidus
d’acides aminés, avec un poids moléculaire de 66,2 et 17 ponts disulfures intramoléculaire
(ELAGAMY, 1996).

La BSA bovine présente 76% d’homologie dans sa séquence en acides aminés avec celle
du lait humain (CAYOT et LORIENT, 1998), 71,2 et 92,4% avec la BSA caprine et ovine
respectivement (RESTANI et al, 2009).

Le role principal de la BSA est le transport et distribution des ligands (CARTER et HO,
1994).
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1.2.2.4. La lactoferrine
C’est une glycoprotéine, qui appartient a la famille des transferrines, elle est présente en

tres petites quantites dans le lait de vache, mais elle a été identifié comme allergéne important
(WALL, 2002). La concentration en lactoferrine (LF) est plus élevée dans le lait camelin (220
mg/l) par rapport aux autres laits (lait de chévre, lait de bufflon, et lait de brebis) (EL-AGAMY
et al, 1997). Alors qu’elle est de 140mg/l dans le lait bovin (KAPPELER et al, 1998). La
concentration élevée de cette derniere dans le lait camelin lui confére un role protecteur, en
prévenant la prolifération des microorganismes (HABIB et al, 2013).

Sur le plan structurel, la LF cameline est composée de 689 résidus d’acides aminés. Elle
possede 17 ponts disulfures et 4 sites de glycosylation. Sa masse moléculaire est estimée a
80kDa (KAPPELER et al, 1999a).

La LF est relativement stable lors de traitement thermique et résistante a I’attaque des
enzymes digestives. C’est un antioxydant, sa principale fonction biologique est de piéger les
radicaux libres et de protéger ainsi I’organisme contre le stress oxydatif, elle a également des
propriétés antibactériennes (en séquestrant le fer privant ainsi le milieu de croissance de cet
élément essentiel), et elle a été décrite comme stimulant la réponse immunitaire cellulaire de

I’organisme contre les infections (WALL, 2011).

1.2.2.5. La lactoperoxydase
La lactoperoxydase (EC:1.11.1.7) est une oxydoréductase. Cette glycoprotéine est

présente naturellement dans le colostrum, le lait et dans différentes secrétions humaines et
animales (CONNER et al, 2002). Cette enzyme dans le lait de chamelle est considérée comme
étant une des plus thermorésistantes par rapport au lait de vache (ELAGAMY et al, 1996).

Concernant la structure de la lactoperoxydase, elle est composée de 612 résidus
d’acides aminés, avec 15 résidus cystéine. La fraction glucidique occupe 10% du poids de la
molécule (UGUZ et OZDEMIR, 2005). La masse moléculaire de la lactoperoxydase cameline
est de 78 kDa alors que celle de son homologue bovin est de 72,5 kDa (ELAGAMY et al, 1996).

La lactoperoxdase est résistante a I’hydrolyse acide et a la digestion enzymatique. Elle
contribue dans la défense immunitaire, elle possede également une activité anti-tumorale
(KULA, 2016), la lactoperoxydase est connu par une activité bactéricide, sur les bactéries a
gram négatif suite a la production de I’hypothiocyanate (OSCN-) qui est toxique sur ces
bactéries (RIBADEAU-DUMAS et GRAPPIN, 1989 ; RIBADEAU-DUMAS, 1991)

Sur le plan fonctionnel, cette protéine est utilisée comme agent protecteur du lait cru en
particulier dans les régions tropicales et cela par I’ajout de faibles quantités de thiocyanate et

de peroxyde d’hydrogene au lait de chévre (ZAPICO et al, 1991).
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1.2.2.6. Le lysozyme
Le lysozyme est une enzyme identique au lysozyme du plasma. Elle hydrolyse la liaison

B entre I’acide muramique et la glucosamine de mycopolysaccharide de la paroi des bactéries
sensibles (DEBRY et al, 2001). Le lait de chamelle contient une concentration plus élevée de
lysozyme (15 pg/100 ml) contre (7 pug/100 ml) pour le lait de vache (ELAGAMY et al, 1996).

Sur le plan structural, la masse moléculaire du lysozyme camelin est évalué a 14,4 kDa
qui est similaire a celle de son homologue bovin (ELAGAMY et al, 1996) et caprin (JOLLES
et al, 1990). Alors que celle du lait ovin, elle est estimée a 16,2 kDa (MARONI et CUCCURI,
2001). La différence de composition et de structure entre le lysozyme camelin et bovin explique
la différence au niveau de leur activité. Le lysozyme camelin présente une activité de lyse
supérieure a celle du lysozyme bovin, mais inférieure a celle du lysozyme du blanc d'ccuf
(ELAGAMY et al, 1996).

Le réle majeur du lysozyme dans le lait, est de protéger le nouveau-né des invasions par

les bactéries pathogenes au niveau gastro-intestinal (DEBRY et al, 2001).

1.2.2.7. Les immunoglobulines
Les immunoglobulines (lgs) représentent environ 10% des protéines totales du

lactosérum. La concentration en IgG dans le lait camelin est de 1,64mg/ml. Cette concentration
est de 0,70 ; 0,67 ; 0,55 ; 0,63 et 0,86 mg/ml dans les laits caprin, bovin, ovin, bufflonne et
humain respectivement (EL-AGAMY et al, 2009).

Le lactosérum bovin contient trois classes majeures d'lgs : 1gG, IgM et IgA, la principale
étant I'lgG1l (FARRELL et al, 2004). Les Ig G, A et M se retrouve dans le lait caprin (PARK,
2007).

Toutes les Igs présentent la méme structure de base : deux chaines légéres identiques de
23 kDa et deux chaines lourdes de 53 kDa chacune. Ces quatre chaines sont liées par des ponts
disulfures et la molécule compléte d'lg présente une masse moléculaire d'environ 180 kDa
(KORHONEN et al, 2000). Par contre le lait de chamelle contient des immunoglobulines qui
ont une structure unique, elles sont dépourvues de chaines légeres (SHABO Y. et YAGIL R.,
2005).

Sur le plan fonctionnel, les immunoglobulines jouent un réle dans le transfert de
I'immunité passive chez le nouveau-né, en particulier lors des deux premiers jours de la lactation
durant lesquels leur concentration dans le colostrum est maximale (KELLY, 2003).

Dans certaines études des concentrés d'lgs issus du lait bovin été trouvé qu’ils ont un
r6le protecteur contre de nombreux pathogenes respiratoires et gastro-intestinaux (WEINER et
al, 1999).
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1.2.3. Les protéines spécifiques au lait de chamelle
D’autres fractions protéiques ont été identifiées dans le lait de chamelle. La présence de

ces protéines dans ce lait lui confére des vertus nutritionnelles supplémentaires par rapport aux

autres types de lait.

1.2.3.1. La protéine de reconnaissance du peptidoglycane (PGRP)
La protéine de reconnaissance du peptidoglycane (PGRP), protéine soluble qui a été

identifiée chez les vertébrés et invertebrés (Liu et al, 2000). Cependant cette protéine est
détectée dans le lait de chamelle, mais pas dans le lait de vache (MAL et PATHAK, 2010).

La PGRP présente une masse moléculaire de 19,1 kDa avec un pH isoélectrique de 9,02.
Elle est constituée de 172 résidus d’acides aminés et elle est homologue a celle du lait humain.

Sa concentration dans le lait de chamelle est de 0,12 g/l ; La PGRP est riche en arginine
mais pauvre en lysine (KAPPELER et al, 1998 ; KAPPELER et al, 2004).

Sur le plan fonctionnel, la PGRP manifeste une activité antimicrobienne importante.
Elle inhibe la synthése du peptidoglycane en se liant a ses précurseurs ou en limitant 1’accés
des enzymes catalyseurs de la biosynthése de ce polymere a leurs substrats (LU et al, 2006). En
outre, elle possede un effet apparent dans le cancer du sein en contr6lant la métastase et en

stimulant la réponse immunitaire de I’organisme (GIZACHEW et al, 2014).

1.2.3.2. La protéine acide du lactosérum (WAP)
La (WAP) a été décrite pour la premiére fois par BEG et al (1984). C’est une protéine

a caractere acide dont la concentration dans le lait de chamelle est de 0,16 g/l (KAPPELER et
al, 2003). Elle a une masse moléculaire d’environ 12,6 kDa avec un pH isoélectrique de 4,70
et elle est composée de 117 acides aminés avec 17 groupements thiols libre (KAPPELER et al,
1998).

1.2.3.3. La protéine basique du lactosérum camelin (CWBP)
C’est une protéine de 20 kDa, elle n’a pas d’homologue chez les autres especes

(OCHIRKHUYAG et al, 1998) son pH isoélectrique est basique, il est de 9,3. L’analyse de la
séquence primaire de la (CWBP) révele sa richesse en résidus GlIn, Arg et Gly
(OCHIRKHUYAG et al, 1998).

La CWBP est détectée par EL-HATMI et al (2006b) 48 heures aprés la mise bas de la

chamelle a un taux de 1,7 g/l, son taux augmente jusqu'a atteindre 3,1 g/l dans le lactosérum.

1.3. La sensibilité des séroprotéines aux enzymes digestives
Pour assurer les besoins métaboliques et énergétique de I’organisme, les protéines

alimentaires subissent un processus de dégradation intense au cour de leur transit dans le tractus

gastro-intestinal.
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La digestion des protéines est commencée lors d’une phase intraluminale au cours de
laquelle les protéines sont chargées en oligopeptides, puis la digestion est achevée par des
peptidases présentes sur la bordure en brosse entérocytaire, permettant leur absorption par les
entérocytes (ADEL-PATIENT et al, 2008).

1.3.1. Les enzymes digestives et leurs mécanismes d’action
Les enzymes protéolytiques sont habituellement synthétisées sous forme de précurseurs

inactifs appelés zymogenes (pro-enzymes). C’est-a-dire des composes protidiques inactifs,
dépourvus d'activité enzymatique, mais qui peuvent donner aprés activation des enzymes
actives. L'intérét pour l'organisme est de pouvoir synthétiser une enzyme et de l'activer plus
tard, lorsque les conditions le nécessitent. L'enzyme peut ainsi étre stockée sous une forme
inactive donc inoffensive (VOET D. et VOET J., 1998).

1.3.1.1. Les enzymes gastriques

1.3.1.1.1. La pepsine
La pepsine est une enzyme du suc gastrique. Elle est synthétisée sous forme de

pepsinogene puis stockée dans les vésicules enzymatiques des cellules principales, d’ou elle est
excrétée au moment de la digestion. L’activation du pepsinogéne en pepsine est réalisée par
I'acide chlorhydrique sécrété par les cellules pariétales. Le pH optimum d’action de cette
enzyme se situe entre 1,8 et 4,4 (RAISONNIER, 2004). La pepsine posséde dans son site actif
le résidu aspartate. Elle hydrolyse les liaisons peptidiques dans lesquelles un acide aminé
aromatique (Tyr, Trp, Phe) engage sa fonction amine. Lors de la coupure de la liaison
peptidique, les deux acides aspartiques de la pepsine jouent simultanément le réle de donneur
et de receveur de protons (ADEL-PATIENT et al, 2008).

1.3.1.2. Les enzymes pancréatiques

1.3.1.2.1. La trypsine
C’est une endopeptidase, synthétisée par les cellules acines du pancréas sous forme de

pro-enzyme (trypsinogéne) (GAILLARD, 2003). Le trypsinogéene est activé en trypsine dans le
duodénum par I’action de I’entérokinase.

La trypsine est caractérisées par la présence d'une triade catalytique composée des
chaines latérales de trois acides aminés : une sérine (Ser-195), une histidine (His-57) et une
aspartate (Asp-102). Ces résidus sont en interaction et forment un relai de charge qui rend
nucléophile la serine du site actif et permet I'attaque du groupement carbonyle de la liaison
peptidique hydrolysée (VOET D. et VOET J., 1998).

La trypsine hydrolyse les liaisons peptidiques dans lesquelles un acide aminé basique
(Lys, Arg) engage sa fonction acide (RAISONIER, 2004).
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1.3.1.2.2. La chymotrypsine
La chymotrypsine appartient a la famille des protéases a serine (fait intervenir

I’histidine, I’aspartate et la Glycine au niveau de son site catalytique), synthétisée par le foie
sous forme de chymotrypsinogéne. (DUPQOIS, 2006). Elle est transformée en chymotrypsine
sous I’action de la trypsine. Cette derniere scinde la liaison peptidique Argl5-llel6 du
chymotrypsinogene pour libérer la chymotrypsine active (FREY et al, 1994). Elle hydrolyse les
liaisons peptidiques dans lesquelles un acide aminé aromatique (Tyr, Trp, Phe ainsi que Met)
engage sa fonction acide (RAISONNIER, 2004). La chymotrypsine attaque les groupes
carbonyles potentiellement nucléophiles impliqués dans une liaison peptidique grace a la sérine
195, qui se lie a son substrat pour former un intermédiaire substrat enzyme covalent. Le site
actif de ’enzyme fait également intervenir les acides aminés Histidine, Aspartate et Glycine
(WHITCOMB et al, 1996).

Le tableau ci-dessous montre certaines caractéristiques physico-chimiques de la

pepsine, trypsine et la chymotrypsine.

Tableau XI : Quelques caractéristiques physico chimiques des trois enzymes digestives

(pepsine, trypsine et chymotrypsine).

Nombre de H
Enzyme Famille | MM (Da) résidus p Références
optimum
d’aa
_ Protéase (RAISONIER,
Pepsine ] 35000 - 18et4,4d
acide 2004)
_ Protéase (SZMALA et al,
Trypsine ] 24000 201 8
a sérine 2003)
Protéase (ALAIS et al,
Chymotrypsine | a sérine 25000 241 8 2003)

1.3.2. Sensibilité des séroprotéines aux enzymes digestives
Le comportement des seroprotéines vis-a-vis des enzymes digestives difféere d’une

protéine a une autre et dépend de nombre de sites qui sont accessibles a I’enzyme.
Selon une étude rapportée par SALAMI et al (2009), la digestion enzymatique de I’a-

La cameline montre un haut degré d’hydrolyse par la trypsine et la chymotrypsine en la
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comparant a 1’a-La bovine, mais les deux protéines ont montré une sensibilité similaire a la
pepsine.

Concernant la B-Lg bovine, elle est peu hydrolysée par les enzymes digestives.
L’absence d’hydrolyse pepsique permet a cette protéine de passer dans 1’intestin sous forme
non dégradée. De maniére théorique, 1’action de la trypsine permet de libérer 17 peptides et
celle de la chymotrypsine libére 10 qui sont facilement absorbés au niveau intestinal. Le transit
stomacal de la B-Lg est plus rapide que celui des caséines. Ce fait est dii au pHi de la -Lg,
responsable de la solubilité de la protéine dans 1’estomac, alors que les caséines coagulent a ce
niveau et y restent donc plus longtemps (JOUAN, 2002).

Une meilleure digestibilité du lait de chévre par rapport au lait de vache, peut ensuite
avoir comme conséquence de limiter la quantité d’allergénes capable d’atteindre la muqueuse
digestive de 1’hdte sous forme intacte. La B-Lg caprine est ainsi plus rapidement hydrolysée
que la protéine homologue bovine (ALMAAS et al, 2006).

INGLINGSTAD et al (2010), ont rapporté la disparition de LF bovine, caprine, équine
et humaine apres 30 min d’hydrolyse par les enzymes gastro-intestinales. Alors que la B-Lg

bovine et caprine sont moins sensibles apres 30 min d’hydrolyse enzymatique.

1.4. Les peptides bioactifs
En plus de leur valeur nutritionnelle élevée, les protéines du lait sont des molécules

précurseurs de peptides a activité biologique qui sont susceptibles de moduler des fonctions-
clés de I’organisme (LEONIL, 2014). La taille de ces peptides varie de 2 a 20 résidus d’acides
aminés (MEISEL et FITZGERALD, 2003).

Les peptides a activité biologique peuvent étre produits soit par une hydrolyse par les
enzymes digestives, par protéolyse pendant la fermentation dans les produits dérivés du lait, ou
in vitro par des enzymes protéolytiques d’origine microbienne ou végétale (KORHONEN et
PIHLANTO, 2003).

Les peptides bioactifs peuvent étre libérés in vivo durant la digestion gastro-intestinal
suite a action des enzymes notamment la pepsine, la trypsine ou la chymotrypsine. Différentes
activités biologiques (immunomodulatrice, antimicrobienne et antioxydante) ont eté assignés
aux peptides issus de I’hydrolyse des différentes protéines du lait (tableauXI).

1.4.1. Les peptides a activité antimicrobienne
Durant ces derniéres décennies, plusieurs études ont démontré les propriétés

antimicrobiennes de certaines protéines alimentaires (telle que le lysozyme, la lactoperoxydase,
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et la lactofferrine) ainsi que la possibilité de générer des peptides actifs par hydrolyse
enzymatique des protéines in vivo ou bien in vitro.

Plusieurs peptides antimicrobiens ont été libérés par hydrolyse enzymatique des
protéines du lait, inactives a I'état natives. C’est le cas des protéines de lactosérum, I’a- La et la
B-Lg qui générent, par hydrolyse enzymatique, plusieurs peptides antimicrobiens.

La digestion trypsique de a-La libere deux fragments : LDT1 (o 1-5) et LDT2 (o 17-
31/ 109-114). Alors que la digestion chymotrypsique libére le peptide LDC (o 61-86 /75-80)
(PELLEGRINI et al, 1999). Ces peptides sont principalement actifs sur des bactéries a Gram
positif. La digestion trypsique de la B-Lg a donné, quatre peptides (15-20, 25-40, 78-80, 92-
100) ayant une activité antimicrobienne sur des bactéries & Gram positif (PELLEGRINI et al,
2001).

MOHANTY et al (2016) ont identifié un peptide (17-41) de la lactoferrine libéré suite
a ’hydrolyse par la pepsine, est actif sur certaines bactéries tel que Bacillus, E. coli, Candida
albicans, Listeria, Streptococci, Klebsiella, Staphylococci, Proteus, Pseudomonas, Salmonella.

Selon EL-HATMI et al (2016) les protéines camelines et leurs hydrolysats présentent

une activité inhibitrice sur différentes souches bactériennes.

1.4.2. Les peptides a activité antioxydante
Les protéines du lait sont des précurseurs de peptides a activité anti-oxydante, grace a

leur richesse en certains acides aminés, comme 1’histidine, ou en acides aminés hydrophobes.
Les peptides dérivés de ces protéines sont capables d’inhiber la peroxydation des lipides
en piégeant les radicaux libres. Par exemple, un peptide dérivé de la B-caséine (169-176) de
séquence Lys-Val-leu-Pro-Val-Pro-GIn-Lys, est 1'un des peptides les plus efficaces dans
I’inhibition de 1’oxydation de 1’acide linolé¢ique (LEONIL, 2014).
L’activité antioxydante des peptides dépend non seulement de leur composition en
acides aminés mais aussi de leur taille et la position de ces acides aminés (SALAMI et al, 2011).
L’¢tude de SALAMI et al (2010) a montré que I’hydrolyse par la chymotrypsine des

protéines seriques camelines permet de générer des peptides a activité antioxydante.

1.4.3. Les peptides a activité anti-hypertensive
La plupart des peptides du lait a activité anti-hypertensive sont des inhibiteurs de

I’enzyme de conversion de ’angiotensine (ECA), enzyme clé de la régulation de la pression
artérielle dans le systéme rénine-angiotensine et kallikreine-bradykinine (LEONIL, 2014). Les
inhibiteurs de I’enzyme de conversion de l’angiotensine sont des di ou tri-peptides qui
contenant des résidus de proline, lysine ou arginine dans leurs extrémité C-terminal, ces

peptides sont principalement isolés des caséines bovines et humaine (SAITO et al, 2000).
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D’aprées CHOBERT el al (2005) une activité inhibitrice de I’enzyme de conversion de
I’angiotensine I (ECA) a été recherchée dans les peptides trypsiques de la f-Lg du lait de brebis.

QUAN et al (2008) ont identifié un peptide (107-115) de la k-CN obtenu par
fermentation du lait camelin par Lactobacillus helveticus, ce peptide présente une activité anti-
hypertensive.

L’hydrolyse de la B-Lg du lait par la trypsine libere un peptide (142-148) qui a une forte
activité inhibitrice de ’ACE (MULLALY et al, 1997).
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Tableau XII : Quelques peptides bioactifs identifiés suite a I’hydrolyse des

protéines du lait.

Espe Référence
. Protéine spece L’activité
Peptide . Enzyme animal . .
precurseur biologique
LOPEZ et al,
-Inhibition de (2006)
Fragement f , . . I’ECA.
(203-208) L’as2-CN Pepsine Ovine _Activité
antioxydante.
Pepsine o GOMEZ et
Fragmentf (98- | cassine Trypsine Ovine Activite al, (2008)
105) yp . Antioxydante
Chymotrypsine
Inhibition du
développement | | AHOV et
Isracidine L’as2-CN Chymo_sme Bovine de Saureus, | REGELSON
Trypsine S.pyrogenes et (1996)
Listeria
monocytogenes
. MIGLIOR
Fragements f Activité SAMOUR et
(63-680) et B-CN - Bovine immono- JOLLES
f(191-193) modulatrice (1988)
Les Trypsine an-t'iac\)c;:)i/\(;i;i " SA'—(’S‘(’)\%)H al
hydrolysats Chymotrypsine | . - eline | -inhibition du
des séro- Thermolysine ,
.. - . développement
proteines Proteinase K , .
des bactéries
Les hydrolysats Chymotrypsine o
. A
des caséines - Alcalase Cameline . ctivite KUMAR etal
. antioxydante (2016a)
totales Papaine
Trypsiﬂe -Inhibition de ESPEJO-
Les hydrolysats Subtilisme . ECA | CARPIO et al
des caseines Subtilisme+T Caprine -Activité 2015
totales - ubti Is_me r antioxydante ( )
ypsine
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2. Matériel et Méthodes
Le présent travail été réalisé au niveau de laboratoire de Biochimie, département de

Biochimie-Microbiologie. Universitt MOULOUD MAMMERI de T1ZI-OUZOU.

2.1. Matériel

2.1.1. Echantillons
Les échantillons du lait bovin, caprin et ovin sont d’origine de Larbaa Nath

Irathen (LNI) de la région de Tizi-Ouzou, le lait de chamelle est collecté de Oued Souf du Sud
algérien.

2.1.2. Matériel biologique
-Albumine sérique bovine (BSA).

-Chymotrypsine (57,74 U/mg).

- Kit de protéines étalons composé de BSA (67 kDa), Ovalbumine (45 kDa), B-Lg (18 kDa) et
a-La (14 kDa).

2.1.3. Appareillage
-Unité d’électrophorése sur mini- cuves verticales (HOEFFER SE 260, USA) comprenant :

couleur de gel, cuves d’¢lectrophorése ; générateur de courant (max 250V, 100mA) ; plaques

en verre et en hydroxyde d’alumine (10x12cm) ; les espaceurs de Imm d’épaisseur.
-pH metre (METROHM, Suisse) ;
-Centrifugeuse réfrigérée (SIGMA, USA) ;

- Balances analytiques a affichage digital (0,01g) (Denver Instrument, USA) ;

- Balance de précision (0.01 mg) (OHAUS, USA) ;
-Agitateur a barreau magnétique chauffant ;
-Spectrophotomeétre UV-Visible (SHIMADZU, Japon) ;
-Lyophilisateur a plateaux (Telstar)

-Bain-marie (MEMMERT, Allemagne).
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2.1.4. Produits chimiques
-Solvants : acide chlorhydrique, acide acétique, acide sulfurique, hydroxyde de sodium, acide

trichloracétique, glycérol, méthanol.

-Colorants et réactifs divers : acrylamide, bleu de bromophenol, bleu de Coomassie R250,
2,6-dichlorophenolindophenol, SDS (dodecyl sulfate de sodium), glycine, 2-mercaptoethanol,
N, N-méthylene-bis-acrylamide, persulfate d’ammonium, réactif de Folin Ciocalteu,
trishydroxymethylaminomethane (Tris), TEMED, DPPH (1 ,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl).
-Sels et tampons, carbonate de sodium, tartrate double de sodium et de potassium, azide de

sodium, tampon phosphate.

2.2. Méthodes

2.2.1. Collecte du lait et préparation des échantillons
Les différents laits (camelin, bovin, caprin et ovin) ont été collectés, proprement et

acheminés au laboratoire de biochimie dans une glaciére & +4°C. A I’arrivée des mesures de
pH ont éte effectués puis les échantillons de lait ont été traités selon le protocole en figure (01) ;

afin d’isoler la fraction des protéines sériques.

Tableau X111 : Echantillons du lait collectés pour la présente étude.

Lait Période de collecte Région de collecte

Lait de chamelle Mars 2018 Oued Souf
Lait de vache Mars 2018 Larbaa Nath Irathen
Lait de chévre Mars 2018 Larbaa Nath Irathen
Lait de Brebis Mars 2018 Larbaa Nath Irathen

2.2.1.1. Préparation des échantillons
Afin de séparer les protéines sériques des caséines, les échantillons de lait sont traités
selon les étapes qui figurent dans le schéma ci-dessous.
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Lait entier

1

Centrifugation a 3500 g / 20 min a
4°C

Lait écrémé

4 » Acidification avec du HCI 4N au pHi des
caséines : pHi 4,2 pour le lait ovin et
caprin et a pHi 4,3 pour le lait camelin et
4,6 pour le lait bovin.
> Centrifugation a 3500 g /20min a 20°C
- /
- Protéines
Caséines -
sériques

» Dialyse
» Congélation et
lyophilisation

Figure 01 : Etapes suivies pour la separation des protéines sériques.
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-Ecrémage
L’écrémage des échantillons du lait entier est réalisé par centrifugation a 3500 g pendant

20 minutes a 4°C. La creme qui apparait en surface est écartée, alors que le lait écrémé est filtré
a travers une gaze.

- Isolement des protéines sériques
La séparation des caséines et des protéines sériques a été réalisée par acidification des

laits jusqu’a pHi des caséines avec du HCI 4N (4,2 pour le lait caprin et ovin ; 4,3 pour le lait
camelin et 4,6 pour le lait bovin). L’acidification a été suivie, d’une centrifugation a 3500g
pendant 20 min a 4°C.

Le surnageant, obtenu apres cette étape et qui représente la totalité des protéines
sériques, est neutralisé a pH 6,9, 1’étape de précipitation est répétée une seconde fois afin
d’éliminer les caséines résiduelles, qui risquent de contaminer les protéines sériques.

-La dialyse
Les échantillons des protéines sériques obtenus ont été dialysés contre de I’eau distillée,

pendant 48 heures a +4°C sous agitation continue, en utilisant des membranes de dialyse avec
un seuil d’exclusion de 8000 Da. L’eau de contre dialyse est changée 2 fois par jour.

-Congélation et lyophilisation
Les échantillons ont été congelés en fine couche dans des coupelles puis lyophilisées et

conservées a 4°C.

2.2.2. Méthodes physico-chimiques
2.2.2.1. Mesure du pH
La mesure du pH est effectuée a une température des laits entiers de +20°C. La valeur

du pH est lue directement sur le pH métre apres immersion de son électrode dans 1’échantillon
a analyser. Les mesures sont précédées d’une étape d’étalonnage qui consiste en un ajustement
du cadre de lecture du pH meétre a I’aide de solutions de pH connue. Les mesures ont été menées

en 3 essais.

2.2.2.2. Détermination de la teneur en protéines par la méthode de Lowry et al
(1951)
La teneur des protéines a été mesurée sur des échantillons du lait entier et sur le

lactosérum. La méthode utilisée est celle de LOWRY et al (1951). Elle est basée sur I'obtention
d'un composé bleu formé par la réduction de l'acide mixte phosphomolybdotungstique (ou
réactif de Folin-Ciocalteu) avec les résidus tyrosine, tryptophane et cystéine de la protéine. Le

complexe obtenu posséde un maximum d’absorption a 750 nm.
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La teneur en protéines est déterminée grace a une courbe étalon : DO = f(c) (figure 02),
en utilisant 1’albumine sérique bovine (BSA) comme protéine de référence (annexe 01). Quant
a la teneur en caseines, elle est obtenue par la différence entre les protéines totales et les

protéines seriques.

0,25
y =2,078x
0.2 R2=0,978 A
€ 015
(e}
Lo
N~
.G 2 2
o
= 0,1
IS
0,05
0 IS
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Concentration (mg/ml)

Figure 02 : Courbe étalon du dosage des protéines par la méthode de LOWRY et al
(1951) ; réalisée avec I’albumine sérique bovine (BSA) comme protéine de référence.

2.2.3. Méthodes électrophorétiques
2.2.3.1. Principe général de I’électrophoreése
Les particules ayant une charge électrique nette, soumises a l'action d'un champ

électrique se déplacent dans la direction du champ vers le pdle de signe opposé a leur charge, a
une vitesse proportionnelle a leur charge globale et inversement proportionnelle a leur poids
moléculaire.

Les protéines majeures du lait, en raison de leur caractere amphotere sont solubilisées
dans un tampon de pH supérieur a leur pHi, (pH alcalin). Il en résulte leur acquisition d’une

charge négative et leur migration sous I’effet du champ électrique appliqué vers le pole positif.

26



Chapitre 11 Matériel et méthodes

2.2.3.2. Electrophorese sur gel de polyacrylamide (PAGE)

2.2.3.2.1. Principe
Le gel de polyacrylamide (PAGE), est I’un des supports éléctrophorétiques les plus

utilisees pour ces séparations en raison de ses multiples avantages (transparence,
reproductibilité, pouvant servir lui-méme de tamis moléculaire). La propriété de tamis des gels
de polyacrylamide est liée a leur structure particuliére, qui est celle d’un réseau tridimensionnel
de fibres et de pores résultant du greffage d’unités de N, N-méthyléne-bisacrylamide (CH2=CH-
CO-NH-CH2-NH-CO-CH=CHz) bifonctionnelles sur des chaines de polyacrylamide
(CH2=CH-CO-NH2) adjacentes. La réaction de polymérisation est catalysee par le persulfate
d’ammonium(NH4)2S20s et de N, N, N, N- tetra méthylene diamine (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 élevée.

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

a : acrylamide (g) ; b : N, N-méthyléne -bisacrylamide (g) ; v : volume du tampon (ml)
2.2.3.2.2. Conduite de I’électrophoreése
Le gel de polyacrylamide, est coulé entre une plague en verre et une plague en alumine

(figure 03). Les puits sont obtenus suite a ’introduction d’un peigne entre les deux plaques
avant la polymérisation du gel. Apres polymérisation, le peigne est retiré puis les échantillons
sont déposeés dans les puits, ils sont préalablement dissous dans un tampon composé de bleu de
bromophénol indicateur de la progression de la migration électrophorétique. Celle-ci a lieu sous
un voltage et un ampérage constants (250v ; 20mA).

A la fin de la migration, le gel est démoulé pour subir les opérations successives
suivantes :

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

-La coloration : Le gel est immergé 2 a 4 heures dans une solution de coloration contenant
du bleu de Coomassie 0,55% (P/V) dissous dans une solution constituée du melange eau
distillée (1 volume), méthanol (1volume) et TCA 4% (P/V).

-La décoloration : elle est réalisée par immersion du gel dans une solution composée du
mélange (eau/méthanol/acide acétique) dans les proportions suivantes : (3,125 — 1,5 — 0,37
VIVIV).
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Figure 03 : Photographie de la cuve d’électrophorese.

2.2.3.2.3. Electrophorese en conditions non dissociantes et non dénaturantes
(PAGE native)
L’¢lectrophorése sur gel de polyacrylamide dans les conditions non dissociantes et non

dénaturantes (PAGE-native) est une méthode particulierement résolutive pour les protéines
sériques du lait, qui migrent dans ces conditions selon leur charge nette et leur formes et taille
moléculaires.

Sur la base du protocole de HILLIER (1976), détaillé en annexe (annexe 02). Un gel de
polyacrylamide a été réalisé a T = 12% et C = 2,7%. Le tampon du gel est composé de (Tris
0,75 M, pH 8,9) et celui de I’¢lectrode de (Tris 5 mM ; glycine, 77 mM ; pH 8,3).

Les échantillons, sont dissous a raison de 1mg/ml dans une solution contenant le tampon
du gel (1/10 V/V), de I’eau distillée (7/10 V/V) et du glycérol 50% (2/10 V/V) et le bleu de

bromophénol.

2.2.3.2.4. Eléctrophoreése en condition dénaturante et dissociante en présence
du SDS et du 2-p ME (PAGE-SDS)
-Principe

Le SDS (CH3-(CH2)11-SO3-Na+), détergent anionique a pour rdle la dissociation des

complexes protéiques. Il est associé a un agent réducteur, le 2-mercaptoéthanol (HS-CH2-CH2-
OH) qui rompt les ponts disulfures. Le SDS, se fixe sur les protéines et leur conférant une
charge négative, ainsi, leur séparation se fait selon la différence de poids moléculaire.
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Suivant le protocole de LAEMMLI et FAVRE (1973), un gel de concentration a été
réalisé (T = 4,8% et C = 2,7%), en tampon (Tris 0,49 M ; pH 6,8), dont 1’objectif est la
concentration des protéines, pour une migration homogéne dans le gel de séparation. Ce dernier,
se caractérise par (T = 17% et un C = 2,7%), en tampon (Tris 1,5 M ; pH 8,8). Le tampon
d’électrode est composé de (Tris 49mM ; glycine 384 mM et SDS 1% (p/v), pH 8,3) (annexe
03).

La détermination du poids moléculaire des protéines d’intérét est effectuée en faisant
migrer en paralléle (dans les mémes conditions), des protéines étalons de poids moléculaires
connus : BSA (67 kDa), Ovalbumine (45 kDa), B-lactoglobuline (18 kDa) et a-lactalbumine
(14 kDa). Une courbe étalon Log PM = f (distance parcourue) (figure 04) a été trace.

2
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Figure 04 : Courbe de calibration du gel de séparation en PAGE-SDS : gel de séparation

(T=17% ; C=2,7% ; pH=8,8) ; gel de concentration (T=4% ; C=2 ,7% ; pH= 6,8) établie

en utilisant un standard protéique composé de BSA (67 kDa), Ovalbumine (45 kDa), g-
Lg (18 kDa) et a-La (14 kDa).

2.2.4. Sensibilité des séroprotéines a I’hydrolyse par la chymotrypsine
Afin d’évaluer la sensibilité des protéines sériques camelines, bovines, caprines et

ovines a I’action de I’enzyme : la chymotrypsine ; une cinétique d’hydrolyse a été réalisée. Les
temps d’incubation effectués ont ét¢ comme suit : 15 minutes, 30minutes, 1heures,

2heures, 3heures, 4heures, Sheures et 24heures respectivement.
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2.2.4.1. Conditions d’hydrolyse
L’hydrolyse a été réalisée selon le protocole de SALAMI et al (2008) modifié.

e Les protéines sériques : camelines, bovines, caprines et ovines sont solubilisées dans un

tampon phosphate 0,06 M, pH 8,1 en raison de (10mg/ml).

e [’enzyme solubilisée dans un tampon phosphate 0,06M, pH =8,1 avec une

concentration de 1mg/ml.

e Le rapport (enzyme/substrat) est de 1%.

Avant de rajouter la solution enzymatique aux quatre solutions d’échantillons, un volume
de 100pl qui va servir comme control (T0) a été prélevé.

Le milieu réactionnel est chauffé a 37,5°C au bain marie sous agitation continue et des
prélévements de 100 pl d’hydrolysats ont été effectu¢ a des intervalles de temps différents :
15minutes, 30minutes, lheure, 2heures, 3heures, 4heures, 5heures et 24heures. Chaque
prélévement, a été additionné de 100ul de tampon d’échantillon (annexe 3) ; pour un contréle

en PAGE-SDS puis chauffés a 100°C /5min afin d’arréter la réaction enzymatique.

2.2.5. Détermination de I’activité antioxydante par le test de DPPH
L’activité antioxydante des protéines sériques des quatre laits : camelin, bovin, caprin

et ovin ; ainsi que leurs hydrolysats chymorypsiques a été déterminée par le test du DPPH, selon
le protocole de ZHU et al (2008) modifié.

2.2.5.1. Principe de test de DPPH
Le DPPH- (1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl) est un radical libre instable de couleur

violacée qui absorbe a 517nm. En présence de composeés anti-radicalaires, le radical DPPHe est
réduit et change de couleur en virant au jaune (figure 05). Les absorbances mesurées a 517 nm
servent a calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPHe, qui est proportionnel au

pouvoir anti radicalaire de 1I’échantillon.
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NO, NO,
. H
O.N N—N + A-H—— O,;N N—N + A"
NO, NO,
VIOLET JAUNE

Figure 05 : Réduction de DPPH par un antioxydant (AH).

2.2.5.2. Conditions expérimentales
En résumé un volume de 2ml de DPPH 0.1Mm, qui a été solubilisé préalablement dans
I’éthanol a été rajouté pour 1ml de chaque échantillon, ayant une concentration de 10mg/ml.
Les mélanges obtenus sont mis a ’obscurité et a température ambiante, pendant
24Heures et les DO sont lues a 517 nm. La Do été mesuré également pour un tube témoin, qui
contient uniquement le DPPH. Toutes les mesures ont été effectuées en 3 essais. Le pourcentage

d’inhibition du DPPH été calculé en utilisant 1’équation suivante :

(%) d’inhibition de DPPH = (DO DPPH — DO échantillon) /DO DPPHx100.
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3. Résultats et discussion
3.1. Analyse physicochimique des échantillons des laits étudiés

3.1.1. Mesure du pH
Les valeurs du pH mesurées pour les laits étudies (camelin, bovin, caprin et ovin) sont

rapportées dans le tableau (XIV). Ces valeurs, nous renseignent sur 1’état de fraicheur des
¢chantillons des laits étudiés. Le pH d’un lait frais varie entre 6,6 et 6,8 (GUIGMA, 2013).

Tableau XIV : Valeurs moyennes du pH mesurés des différents laits étudiés.

6,16 £ 0,02

6,27+0,015 6,65+0,02 6,61+0,07

Nous pouvons constater que les pH des différents laits sont relativement proches. Ces
résultats concordent avec les résultats de (SBAHELKHEIRE et al, 2012) qui ont rapporté des
valeurs de pH proches entre les laits de quatre espéces étudiées : (6,6 pour le lait bovin, caprin
et ovin et 6,5 pour le lait camelin). Nous constatons également que le lait caprin présente un
pH proche de celui du lait ovin (6,65+0,02 et 6,61+0,07 respectivement) et que le pH du lait
bovin est proche de celui du lait camelin (6,16+0,02).

La valeur du pH du lait de vache trouvé dans notre étude est inférieure de celle rapporté
par MOUALEK (2011) qui est de 6,69.

Pour le lait caprin AIT AMER MEZIANE (2008) a rapporté une valeur du pH proche
de celle que nous avons trouvé qui est de (6,6) et MAYER et FIECHTER (2012) ont signalé

des valeurs allant de 6,39 et 6,82 pour le méme lait.

Le pH du lait ovin, est proche de celle décrite par PELLIGRINI (1994) (6,63) ; mais
inférieure a celle rapportée par AIT AMER MEZIANE (2008) avec (6,81).

Le pH du lait camelin est le plus faible par rapport aux autres laits étudiés, sa valeur est
proche de celle trouvé par EL-HADI SULIEMAN et al (2006) (6,0). D’autres auteurs ont
rapporté des valeurs supérieures qui peuvent varier de 6,6 a 6,8 selon RAHLI (2015) ; 6,5
selon SABAHELKHIER et al (2012).
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Ce faible pH du lait camelin serait lié a sa teneur relativement élevé en vitamine C
(60,06mg /ml) (CHETOUNA, 2011). Cette derniere est trois fois plus élevée en la comparant
avec le lait de vache (18,5 mg/ml) (MOALEK, 2011). Cette propriété lui confere un gout
particulier pouvant étre masqué par une saveur amere ou acide selon la nature des plantes
broutées (AL-JUBOORI et al, 2013) ; comme on peut attribuer ce faible pH a la richesse de ce
lait en acides organiques divers (acide citrique, acide orotique et acide butyrique) (HADDADIN
et al, 2007).

En effet, plusieurs facteurs peuvent étre attribués aux variations du pH du lait, les
conditions hygiéniques lors de la traite, de la flore microbienne totale, le climat, le stade de
lactation et de la disponibilité alimentaire.

3.1.2. Détermination de la teneur en protéines
Le tableau (XV) représente la teneur en différentes fractions protéiques des laits étudiés.

Tableau XV : Répartition de la fraction protéique en (g/l) des échantillons du lait étudié.

Parametres LV LCH LC LB
PT 32,8745,74 25,66+3,2 31,92+4,09 49,24+4,34
PS 8,49+0,23 6,92+0,67 5,58+0,2 3,17+0,34
CN 24,51+5,37 18,74+3,87 26,34+4,29 46,0614,42

PT : protéines totales ; PS : protéines sériques ; CN : caséines.

Nous avons révélé des teneurs en protéines totales proches entre le lait de chévre et celui
de vache. Alors que le lait de brebis présente la teneur la plus élevée en protéines totales (49,24
+ 4,34¢/1). Celle-ci est proche de ce qui a été rapporté par les auteures : 56 g/l (AIT AMER
MEZIANE, 2008) et 53,5g/l (PELLIGRINI, 1994). La teneur en protéines du lait de brebis
varie selon la saison, elle est de 63 g/l pendant la période d’hiver et 41,6g/1 pendant le printemps
(YABRIR, 2013).

La teneur moyenne en protéines totales du lait de vache que nous avons trouvé est
proche de celle signalée par DEBOUZ et al (2014) qui est de 34,97.

La teneur en protéines totales du lait caprin est proche de celle décrite par les auteurs :
24-28g/l (MOUALEK, 2011) ; 33,3g/l (AIT AMER MEZIAN, 2008). D’autres auteurs ont
signalé des teneurs faibles : 37g/l (BERGER et al, 2004) et 38,49/l (ZAHRADDEEN et al,
2007).
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Quant au lait camelin, il présente une teneur faible en protéines totales (25 ,66+3,2) par
rapport au lait de chévre et de vache. Cette valeur est proche de celle trouvée par DEBOUZ et
al (2014) qui est de 28,19/, cependant d’autres auteurs ont évoqué des teneurs importantes :
35,68/l (SIBOKEUR A. et SIBOKEUR 0., 2012) et 53¢/l (MEHAIA et al, 1995). L’une des
principales caractéristiques du lait camelin est en effet sa teneur en matiére séche réduite par
rapport a celle des laits d’autres espéces ce qui explique sa faible teneur en protéines (RAMET,

1994). Ainsi Les variations dans les teneurs en protéines dans le lait de chamelle.

Le tableau (XV) révele des teneurs variables en protéines sériques des différents laits
étudiés : pour le lait de vache, il est riche en protéines sériques (8,49+0,23g/1). Alors que le lait
de chamelle et le lait de chévre présentent relativement des teneurs proches 6,92+0,67 et

5,58+0,2¢g/I respectivement.

Nous avons enregistré un taux faible en protéines sériques dans le lait de brebis
(3,17%0,34g/1). Concernant le taux en protéines sériques dans le lait de vache est proche de celle
décrite par (MOALEK, 2011) (6g/l). La teneur en séroprotéines du lait de chévre est
relativement proche des valeurs avancees par MOUALEK (2011) (5,5 a 6,8 g/l) et (MAYER et
FIECHTER, 2012) (6,3g /l). Concernant le lait ovin, les résultats enregistrés dans notre étude
sont plus faibles que celles rapportées par PELLIGINI et al (1994) (9,46¢/1).

Ce qui concerne le lait camelin, le résultat que nous avons trouvé est proche de celui
signalé par SIBOUKEUR (2007) (7,51g /I), cependant il est loin des résultats trouvés par
MEDJOUR (2014) (10,12g/l) et par CHETHOUNA (2011) (8,64g/1).

Concernant le taux des caséines des différents laits étudiés, le tableau (XV) révéle que
le lait de vache et le lait de chévre ont des teneurs proches en caséines (24,51+5,37 et
26,34+4,29 g/l), quant au lait de brebis, il présente la teneur la plus élevée en caseines (46,06
14,42 g/l). Alors que le lait de chamelle a la teneur la plus faible (18,74+ 3,87g/1).

PELLIGRINI et al (1994) ont rapporté une teneur proche en caséines a celle enregistrée
dans le lait de brebis étudié (44,1g/l), ce dernier se singularise par une vitesse de
raffermissement nettement plus élevée et une fermeté du gel deux fois plus supérieure a celle
du lait de vache (ABI AZAR, 2007).

Pour le lait de chamelle, CHETHOUNA (2011) a rapporté une teneur en caseines proche
de celle que nous avons enregistré (20,84g/l), cependant, cette valeur est loin des résultats
rapportés par la bibliographie : 28,15¢/l (SIBOUKEUR, 2007) et 23¢g/l (S| AHMED ZENNIA,
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2015). La faible teneur en caséines du lait de chamelle lui confére une aptitude trés limitée a
I’acidification et a la coagulation enzymatique (SIBOUKEUR et al, 2005).

MOUALEK (2011) a rapporté des valeurs inferieurs a celle que nous avons trouve (19,3

et 22,5g/l) pour le lait de chevre.

Les variations enregistrées refletent également, des différences de race, de stade de

lactation, d’échantillonnage ainsi que les méthodes analytiques utilisées.

3.2. Caractérisation électrophorétiques des protéines sériques camelines, bovines,
caprines et ovines
La figure (06) montre le profil électrophorétique en PAGE native des proteines sériques

des laits étudiés.

| Lvl | LC | LCH LB

O

BSA

Sens de migration

a-La

©

Figure 06 : Profil électrophorétique des protéines sériques en PAGE —native (T=12% ;
C=2,7% ; pH =8,9) ; LV : lait de vache ; LC : lait de chevre ; LCH : lait de chamelle ;
LB : lait de brebis.

Les conditions non dénaturantes et non dissociantes, gardent les protéines dans leur état
natif, ce qui fait de la PAGE-native une technique résolutive et bien adaptée a la séparation des

protéines sériques. Les molécules sont séparées selon leur poids moléculaire ainsi que leur
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charge (WITTIG et al, 2007) et apparaissent sous forme de bandes de migration variant par leur

position et leur intensité.

En analysant le profil électrophorétique obtenu en PAGE- native (figure 06), nous
constatons que les protéines sériques du lait bovin dans les conditions natives migrent en cing
bandes correspondant dans 1’ordre croissant de leur mobilité ¢électrophorétique aux
immunoglobulines, le composant -3- des protéose-peptones (PP3), la sérum albumine bovine,
I’alpha-lactalbumine et en fin de migration la béta-lactoglobuline. Un profil similaire a été
observé par (EGITO et al, 2001).

Les protéines sériques caprines migrent en quatre bandes, qui peuvent correspondre aux
mémes especes protéiques du lactosérum bovin. Nous distinguons une bande fine qui se situe
au méme niveau que les Igs bovines, qui peuvent correspondre a la méme espéce protéique dans
le lait caprin (MOUALEK, 2011). Une autre bande qui migre faiblement par rapport au PP3
bovin pourrait correspondre a son homologue caprin. Ce qui a été la rapporté par MATI (1992),

qui a situé le PP3 bovin plus en avant que son homologue caprin.

La BSA caprine n’a pas été détecté sur le gel et cela pourrait étre di & sa faible

concentration dans 1’échantillon étudié.

Deux autres bandes plus intenses, qui se situent entre la BSA et L’a-La bovine, ces
derniéres pourraient correspondre a I’a-La et la B-Lg caprines. La B-Lg et I’a-La bovines
migrent plus en avant que leur homologue caprin, le méme résultat de migration a été obtenu
par AMIGUO et al (1992).

Le profil électrophorétique des protéines sériques ovines, révele 1’existence de cinq
bandes. Dont trois bandes sont bien apparentes et correspondent selon PESIC et al (2011b) a la
BSA, l'o-La et la B-Lg selon 1’ordre croissant de leur mobilité électrophorétique. Nous
observons que la BSA ovine et bovine ont le méme niveau de migration, alors que 1’a-La et la
B-Lg ovines migrent moins que leurs homologues bovins. L’intensité de la bande qui
correspond a la B-Lg ovine est dd a la présence de deux variants génétiques dont la migration
est retardée par rapport a la B-Lg bovine. Nos résultats de migration en PAGE-native, des

séroprotéines ovines concordent avec ceux rapporté par MAYER (2005).

Pour les séroprotéines camelines, nous décelons deux bandes electrophorétiques, une
bande qui a un méme niveau de migration que les Igs bovines qui pourrait correspondre a leurs

homologues bovines ; une autre bande se situe entre la BSA et I’a-La bovine, et qui pourrait
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correspondre a I’a-La cameline. Ce résultat concorde avec ce qui a rapporté SIBOUKEUR
(2008).

La B-Lg bovine n’a pas une bande correspondante au niveau du profil électrophorétique
camelin. L’absence de cette séroprotéine a été signalée par de nombreux auteurs (FARAH,
2004 ; SIBOUKEUR, 2008 ; SENOUSSI, 2011 ; EI-HATMI et al, 2015 et SIAHMED
ZENNIA, 2015). La BSA cameline, n’est pas détectée au niveau de profil électrophorétique qui
pourrait étre expliqué par sa faible concentration dans notre échantillon.

Le profil obtenu en figure (07), correspond & la migration des séroprotéines (camelines,
bovines, caprines et ovines) en PAGE-SDS, dont la migration est en fonction du poids

moléculaire.

67kDa

Sens de migration

18kDa

14kDa

Figure 07 : Profil électrophorétique des protéines sériques camelines, bovines, caprines et
ovines en PAGE SDS ; gel de séparation (T=17% et C=2,7% ; pH=8,8) ; gel de concentration
(T =4,8% et C=2,7% ; pH =6 ,8) ; M : marqueur de taille : (BSA (67 kDa) ; Ovalbumine (45

kDa) ; B-Lg (18 kDa) et a-La (14 kDa) ; LV : échantillon de lait de vache ; LC : échantillon
de lait de chévre ; LCH : échantillon de lait de chamelle ; LB : échantillon de lait de brebis.
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Les différentes protéines sériques de chaque échantillon de lactosérum ont été
identifiées en se basant sur les poids moléculaires calculés, et en utilisant une courbe de
calibration du gel par le moyen de protéines standards avec un facteur de corrélation de 0,99
(figure 04) et en se référant aux données bibliographiques. Les bandes protéiques identifiees
sont notés de | a X selon leur mobilité électrophorétique croissante. Les MM de certaines

protéines identifiées sont rapportés dans le tableau (1).

Le profil électrophorétique des échantillons analysés montre une certaine homologie.
Cependant, les protéines sériques bovines et caprines, présentent une migration identique et
cela est en accord avec ce qui a été rapporté par INGLINGSTAD et al (2010), dans son étude

comparative entre le lait caprin et bovin.

La bande (I) d’environ 69 kDa est présente dans tous les échantillons des laits étudiés,
elle corresponde a la BSA selon plusieurs auteurs : (PATY et al, 2003 ; MOUALEK, 2011 ;
YABRIR, 2014 ; EL-HATMI et al, 2015). L’intensité de cette bande protéique est plus
accentuée dans le lait camelin en le comparant a ces homologues bovin, caprin et ovin. Ceci est
en relation avec sa concentration élevée dans le lait camelin (8,5 mg/ml) a la différence des
autres laits ; (EL-AGAMY et al, 1996 ; EL-HATMI et al, 2007).

La bande (VIII) d’environ 18kDa a été identifié dans 1’échantillon du lait bovin, caprin
et ovin, cette bande correspond a la B-Lg (PATY et al, 2003 ; MOALEK, 2011 ; YABRIR,
2014). Nous remarquons que I’intensité de cette bande est plus élevée dans le lactosérum ovin
en le comparant avec ces homologues bovin et caprin et cela est d0 a sa forte concentration dans
le lait ovin (POTOCKNIK et al, 2011). Cependant, cette bande été absente dans le lait camelin.
Celaest en accord avec ce qu’ils ont rapportés plusieurs auteurs: (EL-AGAMY et al, 1996 ; EL-
HATMI et al, 2007 et S| AHMED ZENIA, 2013).

La bande (X) d’environ 14kDa correspondant a I’a-La été identifié dans les 3
échantillons de lait analysés : bovin, caprin et ovin (FARRELL et al, 2004 ; HERNANDEZ
LEDESMA et al, 2011 ; YABRIR, 2014 et NASALEAN et al, 2017). Une bande plus intense
(1X) a été identifiée pour le lait camelin qui correspond a 1’a-La cameline (CONTI et al ,1985),
Cette bande migre légérement par rapport a ces homologues bovine caprine et ovine comme il
a eté décrit par EL —HATMI et al (2015) ; en outre I’intensité de I’a-La cameline est plus
accentuée, et cela refléte sa concentration élevée dans le lait camelin (2,2g/l) par rapport aux
laits bovin (0,5¢/1) et caprin (2,0g/l) (EI-HATMI et al, 2007).
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En plus des bandes identifiées par comparaison aux données bibliographiques, nous
notons la présence de la bande (I1) de poids moléculaire d’environ 60kDa (bande Il1), qui est
présente dans les 4 échantillons de lactoserums. Deux autres bandes protéiques (V) et (V1) ayant
respectivement des poids moléculaires d’environ 36 et 31kDa ont été identifiés dans le

lactosérum bovin, caprin et ovin.

D’un autre c6té, des bandes protéiques (I11, VI, VII) ont été détectées exclusivement
dans le lactosérum camelin ayant des poids moléculaires de : 47,76 ; 27,11 et 23,52kDa. Ces

bandes protéiques pourraient correspondre aux protéines spécifiques du lait de chamelle.

Tableau XVI : Comparaison des MM des protéines sériques camelines avec les
seroprotéines bovines, caprines et ovines mesurées (kDa) en PAGE-SDS avec les MM
rapportées dans la bibliographie.

Lait de vache | Lait de Chamelle Lait de chevre Lait de Brebis
8
E (D] [¢D) [¢D) [¢D}
S| 8 e e e e e e e
(oINS (04 o o x o o x oM o
LF | 75,86 | 802 75,86 71,6° 87 724 79,43 Nd *
SA | 69,18 | 66,32 69,18 67,9° 69,18 66,221°¢ 66,07 66°¢
a-
La 14,13 | 14,22 16,22 14,5b 14,3 13,558¢ 15,49 14¢
p-Lg | 17,78 | 18,32 - absente 19 17,005° 18,62 17,125¢

* Nd : non déterminé. a : WAL (2011) ; b : SENOUSSI (2011) ; ¢ : MOUALEK (2011) ; d : NASALEAN et al (2017) ;
e : YABRIR (2014).
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3.3. Sensibilité des séroproteines a la chymotrypsine
La figure (08) représente des profils éléctrophorétiques exprimant la sensibilité des protéines

sériques bovines, caprines, ovines et camelines a 1’action de la chymotrypsine a différents temps

d’incubation.

LF ~
LF BSA
BSA
8-LG LG
a-LA
a-LA
v
+
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 ™M 1 2 3 4 5 6 7 89
LF LF
BSA BSA
B-LG
a-LA a-LA
v

M 1 2 3 4 5 6 78 9 M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figure 08 : profil électrophorétique de la sensibilité des protéines sériques camelines,
bovines, caprines, ovines a I’hydrolyse chymotrypsique a différents temps d’incubation
en PAGE-SDS ; Gel de séparation (T=17% et C=2,7% ; pH=8,8) ; gel de concentration :
(T =4,8% et C=2,7% ; pH =6 ,8). M : Marqueur de taille ; 1 : Protéines sériques non
hydrolysées ; 2, 3,4, 5, 6, 7, 8,9 : temps d’incubation de : 15 min, 30min, 1h, 2h, 3h ,4h,
5h, 24h respectivement.
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Les protéines seriques isolées des laits camelin, bovin, caprin et ovin ont été hydrolysees

par la chymotrypsine. La cinétique de cette hydrolyse a été évaluée par PAGE-SDS (figure 08).

La chymotrypsine est une protéase a serine, elle hydrolyse les liaisons peptidiques dans

lesquelles un acide aminé aromatique (Tyr, Trp, Phe ainsi que la Met) engage sa fonction acide.

Les profils éléctrophoreétiques révelent que la sensibilité des séroprotéines des especes
étudiées est différente vis-a-vis a I’action de la chymotrypsine, nous constatons que la LF est la
plus sensible a cette hydrolyse suivi de 1’a-La, puis la B-Lg alors que la BSA s’avére la plus
résistante et cela pour toutes les espéces étudies. Les profils montrent que la SA bovine, ovine
et cameline résiste a 1’hydrolyse par la chymotrypsine méme aprés 24 heures d’incubation car
la bande électrophorétique qui la caractérise persiste aprés 24 heures, cependant, I’intensité de
la bande qui caractérise la SA caprine diminue en fonction du temps d’incubation jusqu’a

disparition totale aprés 24 heures d’incubation.

Concernant la LF qui est caractérisée par une bande qui migre d’une fagon contigie a la
SA, les gels d’électrophorése montrent sa sensibilité a la chymotrypsine car elle disparait apres

environ 15 minutes d’incubation.

La sensibilité de cette protéine a ’action des enzymes digestives a été rapportée par
I’étude d’INGLINGSTAD et al (2010). Dans cette étude, la disparition de la bande
électrophorétique qui caractérise la LF bovine, caprine, équine et humaine a été constatée aprés
30 minutes d’hydrolyse enzymatique. Nous pouvons attribuer la sensibilité de LF a la présence
sur cette protéine de plusieurs sites cibles a I’enzyme étudiée, qui est estimé a environ 61 sites

pour la LF bovine.

La lecture des profils éléctrophorétiques montre que I’intensit¢ de la bande
correspondant a la B-Lg bovine, ovine et caprine diminue au cours de ’hydrolyse. La B-Lg
bovine s’avere la plus résistante par rapport a ses homologues caprine et ovine. La bande
¢lectrophorétique qui caractérise cette protéine persiste jusqu’a 2 heures d’hydrolyse alors que
celles correspondant a ses homologues ovine et caprine disparait apres 1 heure d’hydrolyse. La
résistance de la B-Lg bovine a été observée par ALMAAS (2006), Ce dernier a évalué cette
résistance en estimant le pourcentage de la -Lg non dégradée. Apres 30 minutes d’incubation
de la protéine bovine et caprine avec les enzymes digestives, ALMAAS (2006) a avancé des
taux de résistance de 84% pour la B-Lg bovine et 23% pour son homologue caprin. Le méme
résultat a été rapporté par INGLINGSTAD et al (2010) qui ont observé la persistance de la -

Lg bovine et caprine apres 30 minutes d’hydrolyse.
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Dans son ¢étude sur la sensibilit¢ des séroprotéines bovines a I’action des enzymes
digestives, SALAMI et al (2008) ont constaté que la bande correspondant a la B-Lg disparait
au bout de 5 heures d’hydrolyse par la chymotrypsine.

Concernant la sensibilité de L’a-La a I’hydrolyse par la chymotrypsine, la présente étude
révele que 1I’a-La cameline est plus résistante que ses homologues bovine, caprine et ovine. La
bande ¢lectrophorétique qui la caractérise persiste jusqu’a 5 heures d’incubation. Par ailleurs,
I’a-La bovine disparait apres 3 heures d’hydrolyse et son homologue ovine n’est pas détectée

sur le profil apres 2 heures d’hydrolyse.

Dans une étude comparative, SALAMI et al (2008) ont rapporté la sensibilité de L’a-
La a I’action de la chymotrypsine par rapport a la trypsine, cela est expliqué par le nombre de
sites de coupure des deux enzymes, qui est de 26 sites pour la chymotrypsine et 13 sites
seulement pour la trypsine. SALAMI et al (2008) ont signalé que 1’a-La bovine est totalement
hydrolysée au bout de 5 heures d’hydrolyse, alors que la protéine cameline est totalement

hydrolysée apres 30 minutes d’incubation.

3.4. L’activit¢é antioxydante des séroprotéines totales et de leurs hydrolysats
chymotrypsiques
Les résultats de I’activité anti-oxydante des protéines sériques camelines, bovines,

ovines et caprines et de leurs hydrolysats chymotrypsiques estimés par le test du DPPH sont

représentés par 1’histogramme en figure (09).

I l mPST mH
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Les proteines sériques et les hydrolysats de differents laits.
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Figure 09 : Pourcentages d’inhibition de DPPH, par les protéines sériques camelines,
bovines, caprines et ovines, ainsi que leurs hydrolysats chymotrypsiques ; LV : lait de
vache ; LCH : lait de chamelle ; LC : lait de chévre ; LB : lait de brebis.
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Chapitre 111 Résultats et discussion

D’apres ces résultats, on constate que les hydrolysats chymotrypsiques des séroprotéines
de chaque espece étudiée manifestent un (%) d’inhibition élevé par rapport aux protéines
sériques totales.

Les hydrolysats chymotrypsiques des protéines sériques caprines et ovines manifestent
les pourcentages d’inhibition du radical DPPH les plus ¢levée avec 48,060,012 % et 47,28

+0,01% respectivement

SALAMI et al (2010) ont signalé que I’activité antioxydante ainsi que I’activité
antimicrobienne des séroprotéines bovines et camelines est améliorée aprés un traitement

enzymatique par la chymotrypsine, la trypsine, la proteinase K ainsi que la thermolysine.

ZOU et al (2015) ont rapporté que les acides aminés ayant des groupements
hydrophobes, les noyaux imidazole, indole ou pyrrol sont dotés d’un pouvoir antioxydant
puissant. Ceci pourrait expliquer ’augmentation du pouvoir antioxydant des hydrolysats
chymotrypsiques, sachant que la chymotrypsine coupe au niveau de I’extrémité C-terminal des

acides aminés aromatiques (Trp, Phe et Tyr).

TAGLIAZUCCHI et al (2016) ont démontré dans leur étude que le tryptophane et la
tyrosine ont un grand pouvoir réducteur vis-a-vis du radical ABTS ainsi que d’autres radicaux
libres, alors que la phénylalanine et 1’histidine jouent un réle important dans I’inhibition de la
peroxydation des lipides. De méme, SAMARANAYAKA et LI-CHAN (2011) ont montré que
le résidu His a une grande activité antioxydante qui est dii a la présence sur ce dernier d’un

noyau imidazole qui est un donneur important d’électrons.
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Conclusion général

Conclusion générale

Le lait secrété par les différentes especes de mammiferes, présente une composition
commune en différents nutriments de base (eau, protéines, lactose, matiere grasse et matieres
minérales) avec des proportions variables selon 1’espéce ainsi que d’autres facteurs tels que la
race, I’alimentation et la saison.

La présente étude avait pour objectif en premier lieu de comparer la composante
protéique du lactosérum du lait de chamelle aux laits de vache, de chevre et de brebis, en
deuxiéme lieu, étudier leur sensibilité a 1’hydrolyse par la chymotrypsine et tester I’activité
antioxydante des hydrolysats obtenus.

Le dosage des protéines des laits étudiés a montré une teneur relativement proche pour
les laits camelin, bovin et caprin (24,85+8,47 g/l en moyenne) alors qu’elle est plus élevée dans
le lait ovin (49,24+4,34 g/l). Concernant le taux des protéines sériques, il est estimé en moyenne
a (5,23+1,89¢/1) pour les laits camelin, bovin et caprin, cependant, il est tres faible pour le lait
de brebis (3,17+0,34g/l).

La caractérisation électrophorétique des protéines sériques des laits étudiés en
conditions natives et en conditions dissociantes et dénaturantes a révélé la présence des
protéines homologues entre les quatre especes, cependant le lait de chamelle se singularise par
I’absence de la B-lactoglobuline et par la présence de bandes éléctrophorétiques particuliéres a
ce lait, elles pourraient correspondre aux protéines spécifiques au lait de chamelle.

L’¢étude de la sensibilité des protéines sériques a I’hydrolyse par la chymotrypsine a
montré un comportement différent des protéines des espéces étudiées. La sérum albumine est
plus résistante a ’action de 1’enzyme, alors que la lactoferrine est plus sensible. La f-
lactoglobuline bovine et 1’a-Lactalbumine cameline sont plus résistantes a 1’hydrolyse
comparativement a leurs homologues caprins et ovins.

L’activit¢ antioxydante des protéines sériques ¢étudiées ainsi que celle de leurs
hydrolysats chymotrypsiques a été évaluée, elle a révélé une activité importante pour les
hydrolysats des seroprotéines caprines et ovines avec des pourcentages d’inhibition du radical
DPPH estimés a (48,06+0,012%) et (47,28+0,01%) respectivement.

Cette ¢étude préliminaire a montré des résultats intéressants concernant [’activité
antioxydante des hydrolysats de séroproteines caprins et ovins. Il serait intéressant d’isoler les
peptides responsable de cette activité, de les sequencer ainsi de confirmer leur activité

antioxydante en utilisant d’autres tests.
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Annexes

ANNEXES

Annexe 01 : Détermination de la teneur en protéines par la méthode de LOWRY et al
(1951)
Préparation des solutions :

e Solutions alcalines A :
SOUAE O, LN .. 500ml

Carbonate de sodium anhydre (NaCO3).......ooiiiiiiiiiiiii e 10g

e Solution cuivrique B :
Sulfate de cuivre (CuSO4, 5 H20) (0,32g/100ml).........cooieiiiiiiiii e, 2ml

Tartrate double de Na et de K (1g/100ml)..........coooiiiiiiiiiiiiii e, 2ml

e SolutionC:
SO ULION A e e, 50ml

SOIULION B oo, 1Iml

e Solution mére de BSA :

Bl QISTILIEE. . . oo e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e eaeaeaaenaas 100ml

Gamme étalon :

A partir de la solution de BSA, des dilutions sont préparées suivant le tableau ci-dessous

Concentration
en BSA 0 0,01 | 0,02 |0,03 [{0,04 0,05 |0,06 [0,07 0,08 |0,09 |0,1
( mg/ml)

Solution mére
de BSA (ml)
Eau distillé

(ml)
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Meéthode

e Iml d’échantillon contenant 100 pg de protéines maximum et 25 ug Minimum
e ajouter 5 ml de solution C et mélanger ;
e laisser 10 mn a température ambiante ;
e gjouter 0,5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu ;
e Jaisser 30 mn a I’obscurité ;
e lirelaD.Oa750 nm.
Expression des résultats
Une courbe étalon DO = f(C) est tracée. Puis la concentration de la protéine inconnue X est

déterminée.

Annexe 02 : électrophorése en conditions non dissociantes et non dénaturantes (PAGE-
native)

Solution d’acrylamide (A)

ACTYIAMIAC. . ..ot e 36g
Bisacrylamide. ........oouoiinii lg
Eau distill€e. .. ... 100ml

Tampon de gel (B)

Eau distillée. ... ..o e 100ml
Ajuster a pH 8,9 avec du HCI 4N

Tampon d’électrode (pour une plaque)

05 PPt 0,12g
6 7702331 0,58¢g
Eau distill€e. . ....voie i e 200ml

Ajuster a pH 8,3 avec du Tris

Tampon d’échantillon
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Tampon du el (B)....o.viiii e 100ul
Eau diStill€e ...t e 700ul1
GIYCAIOI 5OY0.......ceeeeiiie ettt bttt ettt sb s 200l
Bleu de bromophenol............cooiiiiiiii une téte d’aiguille

Dissoudre 1mg de protéines lyophilisées dans 1ml de ce tampon
Electrophorese

Préparation du gel : T=12% et C=2,7% (pour une plaque)

SOIULION A Lot e 3,25ml
SOIUtION B oo Sml
Bau dISTIILEE. . .o e vttt Sml

Solution de persulfate d’ammonium 10%0..........c.cccceeeeieierierieierieee et 80ul
Couler et mettre le peigne immédiatement

Solution de fixation

1O N TP PP PP PPR PPN 129

Eau diStIIEE (GSP) .« vt ennttenteette et e e e 100ml

Solution de coloration

Bleu de coomassie R250.... ..o 0,55g
O A . e e 4g
MEthanol. ... . 100ml
Eau distill€e. .. ... 100ml

Solution de décoloration

ACTAC ACEHIQUE. ...ttt ettt 37 ,5ml
Eau distillée. ..o 312,5ml
MELhaNOL. ... 150ml

Dépot d’échantillon : 10 a 20 pl
Mise sous tension : 20 mA, 25V
Fixation : 45 mn dans la solution de fixation

Coloration : 1heure dans la solution de coloration
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Décoloration : dans la solution de décoloration

Annexe 03 : électrophorese en conditions dissociantes et dénaturantes en présence du
SDS et du 2-p mercaptoethanol (PAGE- SDS)

Solution d’acrylamide (A)

S ACTYIAMIAE ..o 36g
- Bisacrylamide.........ooiiii lg
-Bau distillée. ...oeone 100 ml

Tampon de gel de séparation (S) :

Ajuster a pH 8,8 avec HCI 4N

Tampon de gel de concentration (C) :

Ajuster a pH 6,8 avec du HCI 4N

Tampon d’électrode :

T ES et 1,2¢g
S GLYCINE. .ot 5,76 g
S 1 5 1 T PP 02¢g
- BAU diStIllEe. .. ..e e, 200 pl

Tampon d’échantillon

= SOIUtION (C) 1nuiiii e e 500 ul
-Eau distillée. . ..o 250 ul
= SDIS (10%0) . ettt 250 ul

-2-Mercapto€thanol. ... ..o 50 ul
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Dissoudre 1 mg de protéines lyophilisées dans 800 pl de ce tampon chauffage a 100°C
pendant 4 & 5 mn puis refroidir dans un bain d’eau froide.

Ajouter 200 pl d’une solution de Glycérol 50% (V/V) et quelques grains de bleu de

bromophénol
Solution de fixation
S A 12¢g
- Eau distillée (GSP) . veenririititi e 100 ml
Solution de coloration
- Bleu de coomassie R250.........ooiuiiiiiiiiii e, 0,5¢g
S A 4¢
SMEthanol. ... ... e 100 ml
mEau distill€e. . ..o e 100 ml
Solution de décoloration
= ACTAE ACEHIQUE . .vtitt ittt 37,5 ml
SBau diStillEe. ..o 312,5 ml
- IMEthanol. ... 150 ml
Solution de persulfate d’ammonium
- Persulfate d’ammonium............coooiiiiiii 0,lg
- Eau diStill€e (gS]P) . e vveenneieie e 1 ml
Electrophorese
Préparation du gel de séparation T = 17% et 2,7%
N T0) L1 10) N (2N ST 4,6 ml
= SOIUEION (S) ..ttt e 2,51 ml
-Eaudistillée. ... 2,73 ml
Dégazer le mélange pendant 2 mn maximum
= SIS (1000) - ettt et e e 100 pl
S TEMED . .o 13l
- Persulfate d’ammonium 10%0.......cc.eeeiiiiiiiiiiiiiecieee et e 75 ul

Couler a environ 1,5 cm du sommet de la plaque
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Préparation du gel de concentration : T =4,8% et C =2,7%

S 10) 1812 o) 1 (2
R 0] L 1510 s (5

S BaU dISHILEE. . . oot

Couler immédiatement sur le gel de séparation puis introduire le peigne

Dépot d’échantillon : 10 a 20 pl

Mise sous tension : 20 mA, 25V

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

Décoloration : dans la solution de décoloration



