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Résumeé :

Le dromadaire @amelusdromedarigjsest un animal particulierement adapté aux rudes
conditions agro-climatiques des régions aridesesti|rides. Son lait possede de faible
aptitude a la transformation en produits dérivégamment en fromage. Dans ce cadre, des
travaux concluants ont montré que I'extrait issicdillettes de dromadaires adultes (ECD A)
est le plus indiqués pour avoir une activité coagtd satisfaisante. Notre travail a consisté a
caractériser d’avantage cet extrait en le compaiareux issus de dromadaires non sevrés
(ECD NS). L’ECD NS se caractérise par une actigibédgulante (12,5 UP) Iégérement
supérieure a celle de I'extrait de caillette dentlrdaire adulte (ECD A) (9,09 UP), tandis que
ce dernier posséde une activité protéolytique phisle envers les caséines bovines et
camelines. L’activité coagulante maximale des dextxaits était obtenue a des températures
de 60°C, un pH de 5,5 et une concentration en 80,05 M. L’électrophorese en PAGE-
SDS a montré que 'ECD A renfermait une bande pale ayant une MM de 41,51 kDa qui
correspondrait a la pepsine. Cette derniére dsdtfaent apparue dans 'lECD NS.

Mots clés: dromadaire, caillettes, extraits coagulants,ivaét coagulante, activité

protéolytique, électrophorese.

Abstract

The camel Camelusdromedarig)ss an animal particularly adapted to the harsto-ag
climatic conditions of the arid and semi-arid regiolts milk has low aptitude for processing
into derived products, especially cheese. In thistext, conclusive work has shown that the
crude enzymatic extract derived from adult cameanadisum (ECD A 13 months) is most
indicated to have a satisfactory milk clotting wi¢yi. Our work has been to further
characterize this extract by comparing it with tnéi®m unweaned dromedaries (ECD NS 8-
year-old). The ECD NS is characterized by sligtigher milk clotting activity (12.5 UP)
than adult camel extract (ECD A) (9.09 UP), white tatter has lower proteolytic activity
towards bovine and camelin caseins. The maximurk chokting activity of both extracts was
obtained at temperatures of 60 °C, at pH of 5.5 @&n@aC} concentration of 0.05M. SDS-
PAGE showed that ECD A contained a main band withiM of 41.51 kDa whichmay
correspond to pepsin. This band has weakly appaatte ECD NS.

Key words: dromedary, abomasum, crude enzymatic extracts, midkting activity,

proteolytic activity, electrophoresis.
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Introduction générale

De tous les animaux domestiques, le dromadaireasgctérise par ses particularités
morphologiques et physiologiques en relation avat gouvoir d’adaptation aux climats
désertiques. Considéré comme un réservoir de nessouariees, il occupe une place cruciale
dans la vie économique et sociale des régionsisanas et représente un modele biologique

fabuleux pour différentes disciplines.

Le lait du dromadaire présente d'excellentes péd@si a 'avantage des populations
humaines. Sa transformation en fromage est uneauétde conservation tres largement

utilisée dans le monde, aux plans artisanal etsimiil

La présure extraite industriellement des caillepjesvenant de veaux non sevrésest
'enzyme de coagulation du lait traditionnellematitisée en industrie fromagere. De méme,
I'utilisation de cette enzyme dans la coagulatianlait camelin ne donne pas desrésultats
satisfaisants, en raison de la composition paréieide ce lait, notamment sa faible teneur en
K caséines, aboutissant aun produit final non sédefit malgré 'emploi de concentrations

élevées d’enzyme.

Cette situation a suscité de nombreux travaux deerehe pour l'obtention d'enzymes
de remplacement de la présure de veau a partirebasources. Par conséquent, plusieurs
préparations enzymatiques d’origine animale, mienoe et végétale ont été utilisées mais

sans succes.

Ces derniéres années, des recherches menées pa@UISHRIR et al (2005),
BOUDJNAH-HAROUN et al (2011) et BOUDJNAH-HAROUNet al (2017) ont montré que
les extraits issus de caillettes provenant de ddaines possedent un bon rapport activité
coagulante/activité protéolytique (AC/AP) sur lg @amelin.

Dans ce contexte, nous nous sommes intérességeaufae étude comparative du
pouvoir coagulant et protéolytique des extraitassse caillettes de dromadaires non sevreés et
adultes.

Dans notre travail, nous avons traité, dans unmipgre partie, des généralités sur le
dromadaire, le lait, les caséines et les étudéssfaiur les enzymes coagulantes utilisées en

fromagerie, particulierement les enzymes d’originenale.
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La deuxieme partie, expérimentale, porte sur lethoaes et les démarches suivis pour
I'extraction et la caractérisation des extraits.eldachnique électrophorétique en conditions
dissociantes et dénaturantes a été mise en placgeafaire une étude comparative.

La derniére partie est consacrée a la discussmnegeltats obtenus.
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Généralités

Le dromadaire du grecque « dromados », qui vewt daurse, est une espéece de
mammifére herbivore domestique appartenant a ldléades camélidés, du gentamelusau
sein duquel existent deux espéc€amelusbactrianysdonné a I'espéce de chameau a deux
bosses eCamelusdromedarils deuxieme espece a une seule bosse (FAYE, 2Qidi4) g
représente presque 90% de ce genre (WILSON, 189@ai KADIM et al, 2008).

Face aux changements climatiques, le dromadairebleeouvoir s’adapter non
seulement aux contraintes météorologiques (aratibao du milieu), mais aussi a I'évolution
des différents systémes d’élevage et il représamsi un modeéle animal trés intéressant
(FAYE et al, 2012 ; BABELHADJet al, 2017). Il est originaire de I’Amérique du Nord leu
genre camelus était apercue il y a environ 40 omfli d'années (BURGER, 2016). Il vit
essentiellement dans les zones désertiques dejiafdu Nord et de I'Est, dans la péninsule
arabique et en Asie du Sud-ouest et constitue aoes importante de viande, de lait, de
laine, de transport et de sport pour des millicapersonnes (FITAlt al, 2016).

1.1. L'effectif camelin

D’aprés FAYE (2014), il est difficile de déterminawec précision le nombre de
chameaux dans le monde, d'abord parce que c'estgaiement un animal de nomades qui se
déplacent fréquemment, et aussi parce que les cherme sont généralement pas soumis a la
vaccination obligatoire. Donc, un recensement estifades chameaux est assez difficile.

Selon les statistiques de la FAO (2013) rapponp@edk ASSA (2016), il y a environ 20
millions de chameaux, dont 16 millions en Afriquesemillions en Asie. De cette population
estimée du monde, environ 18 millions sont déanfelusdromedariysqui représentent les
deux tiers de la population mondiale de chameauwxir&n 11 millions de cette espece se
trouve dans le nord-est de I'Afrique (Somalie, SmuydEthiopie et Kenya).

Actuellement, le dromadaire compte pres de 28 onidlide tétes dans le monde (FAO,
2018). Le cheptel camelin algérien a atteint 358 é6es en 2017 (SENOUS&lal, 2017).

1.2. Production laitiere

A I'échelle mondiale, le lait de chamelle ne représ que 0,37% du lait produit soit 2,9
millions de tonnes (annexe 03) mais probablemem-estimé (5-6 millions de tonnes), cette
proportion n’était que de 0,18% en 1961 selon IOKRAYE et KONUSPAYEYA, 2017).
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La Somalie est de loin le plus grand producteutaitucamelin dans le monde, suivie
par le Kenya et le Mali (FAO, 2018).

Au niveau national, la production laitiere des cbdes varie d’'une région a l'autre, en
fonction de la race, de l'individu, de l'alimentati etc. La production de lait varie de 0,5 a 10
kg par jour. Le lait produit n’est utilisé que poliallaitement des chamelons et
'autoconsommation (CHEHMA, 2003).

1.3. Anatomie et physiologie de I'estomac du dromadte

Le dromadaire est I'animal domestique le mieux &&l@pix conditions de vie dans les
régions arides, et a la rareté de I'eau et du pgeugui les caractérisent. Il se distingue des
autres ruminants par la variété de son régime atare : il peut indifferemment se nourrir de
plantes herbacées, d'arbustes, de pousses d'athrngsne de cactées et de noyaux de dattes.
Pendant la saison séche, il ne dispose le plusesbgue de plantes desséchées ou épineuses,
pauvres en protéines mais tres riches en fibreenetellulose (PEYRE et FABREGUES,
1989).

Plusieurs travaux (VALLENASt al, 1971 ; YAGIL, 1985 ; JOUANY et KAYOULLI,
1989 ; RAJI, 2011) ont montré que chez le dromadais particularités de la physiologie de
la digestion au niveau des estomacs découlent fiirattices anatomiques et histologiques
notables par rapport aux ruminants classiques.

Les ruminants ont la particularité de posséderrgquaaimpartiments digestifs: le rumen
(ou panse), le réseau (ou reticulum), le feuilei pmasum)et la caillette (ou abomasum)
(Figure 0l1a) laquelle est I'équivalent de I'estordam monogastriqué€JOUANY, 2000). La
forme et les connections entre les réservoirs igass des camélidés sont différentes
(LONGO-HAMMOUDA et MOUATS, 2008).

D’aprés LECHNER-DOLLet al (1995) ; OUAJD et KAMEL (2009) ; BELLCet al
(2014) ; GEBREYOHANES et ASSEN (2017), le dromaglagst un pseudo-ruminant
possédant un estomac comprenant trois compartingirsipaux : le sac du rumen, le
réticulum et un troisieme compartiment avec unenfrintestinale comprenant la caillette
(abomasum) qui n’'est pas clairement séparée exténent de ce compartiment. Ces

réservoirs gastriqgues sont nommes respectivemer€Z &t C3 (Figure 01b).

1.3.1. Le compartiment C1

Il occupe plus de la moitié de 'abdomen. C’estvaste réservoir incurveé sur lui-méme
(LONGO-HAMMOUDA et MOUATS, 2008). Il est partagé mpan pilier central (VON

4
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ENGELHARDT, 2006) en une partie caudale volumineeisene autre cranienne petite qui

recoit les aliments ingérés par I'animal (JOUANY0R).
1.3.2. Le compartiment C2

JOUANY (2000)indique que comme pour le réticulum muninant, C2 a un petit
volume et il est étroitement associé a C1. Le cotimpant 2 est tapissé sur sa plus grande
partie d'une muqueuse pluristratifiece de type ocemgiph (KAYOULI et al, 1995), riche en
nodules de cellules sécrétrices de mucus (PRUD’HDE 1993).

Sur la partie ventrale de C1 et C2 existe des ghuowdulaires distincts (ou cellules
aquiféres) (HOLLERet al, 1989) (annexe 05) qui ont un role similaire aucees glandes
salivaires en sécrétant un liquide complémentaila galive (LONGO-HAMMOUDA et
MOUATS, 2008).

1.3.3. Le compartiment C3

Il comprend trois parties : deux parties antérisyseximales et tubulaires, tapissées
d'une muqueuse glandulaire (JOUANY, 2000) dédiée laa fermentation (VON
ENGELHARDT, 2006) et une partie terminale consigétémme I'équivalent de la caillette
des ruminants, mais plus petite (LONGO-HAMMOUDAMOUATS, 2008). Elle présente
1/5 de la longueur de 'omasum (YAGIL, 1985) etisap d’'une muqueuse beaucoup plus
épaisse que les deux premiéres parties.

Comparé a la caillette des autres ruminants, quipcote trois régions : cardiale,
fundique et pylorique (BANKS, 1993 ; DELLMAN et EUBRL, 1998 cités par IBRAHIM
AHMED et al, 2014), celle du dromadaire est divisée en quadirties : cardiale, pseudo-
cardiale, fundique et pylorique (WAN& al, 2000 ; ABDEL-MAGIED et TAHA, 2003).

La région fundique est caractérisée par la présdacglandes productrices d’enzymes
et d’acide chlorhydrique comme les glandes a pepgiOUANY, 2000 ; TITAOUINE
,2006 ; VON ENGELHARDT, 2006).

Le pH du contenu de la caillette avoisine 6,35dimque celui des deux parties internes
de C3 est de 3,6 (LONGO-HAMMOUDA et MOUATS, 2008).
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(a) (b)

=
C1 caudal

sac Dorsal
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sacVentral \

-
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L

Abomasum C3 Hindstomach

Figure 01 : Anatomie de I'estomac d’un ruminant (a)et d’'un camélidé (b)

(AL JASSIM et HOGAN, 2013).

2. La caséinex (k-CN)

Les laits sécrétés par les différentes especes denmmiféres présentent des
caractéristiques communes et contiennent les mératsgories de composants : eau,
protéines, lactose, matiéres grasses et minér@eRI[, 1987). Cependant, les proportions
respectives de ces composantes varient largemane ddspece a une autésnsi, le lait
camelin possede des caractéristigues qui le diftéeat fortement des laits de
ruminants(HAZEBROUCK, 2016).

Selon ABBASet al (2013), le lait de chamelle est généralement btgrague, a une
légere odeur sucrée et un godt peu salé. Sonpkuseasitour de 6,51+0,04 et son acidité est
de l'ordre de 17°+0,01 Dornic. Sa densité est audeul,03+0,01 (DEBOUZtal, 2014). Ces
intervalles de variation peuvent étre dus a laneatle I'élevage, I'alimentation, le stade de

lactation ainsi qu’aux procédés d’analyses.
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Ce lait contient des teneurs assez élevées erufactantibactériens (lactoferrine,
lactoperoxydase et lysozyme) qui lui permettent sée conserver quelques jours a une
température ambiante de 25-30°C (HAZEBROUCK, 201&)arait plus pauvre en matiere

seche totale, en matiére protéique et surtout ®giras que le lait de vache (Tableau ).

\ Matiere | Graisse| Protéines| Lactose .
Espéce | Références
seche %| % % %
cameline 12 3,5 3,1 4,4 (AL HAJ et AL KANHAL, 2010 ;
FOX et al 2015 cité par BERHE
bovine 12,7 3,7 3,4 4,8
etal, 2017)

Tableau | : Composition globale du lait de chamell@ar rapport au lait de vache.

La caséine constituka protéine caractéristique du lait et la prinagpabmposante du
fromage (MEHAIAetal, 1995). La caséine représente 75 a 79 % de |la&rnagirotéique du
lait de dromadaire contre 77 a 82 % pour le laitvdehe (JENNESS et SLOAN, 1969
:MEHAIA, 1987 ;RAMET, 2001)

Les caséines sont dpeosphoprotéeine@MERCIER et al, 1991) qui, Contrairement aux
protéines solubles du lactosérum, forment des atgdmicelles) qui sont en suspension dans
le lait. Les micelles sont constituées par quatodgnes différentes : les caséineS1,o-S2,

B et x. Ces caséines sont en interaction avec une fractimérale dont le composant
prédominant est le phosphate de calcium. La cortiposprotéique et les propriétés
fonctionnelles de ces micelles varient en fonctien’espéce, voire de la race considérée car
le polymorphisme génétigue au sein d'une méme espeut étre assez important
(HAZEBROUCK, 2016).

Comparé au lait bovin, les caséines du lait de ddaimre montrent une faible teneur en
K caseéine et une proportion plus important@ easéine, des mobilités électrophorétiques trés
différentes, une composition en acides aminésghrient similaire, des structures primaires
et secondaires plus ou moins différentes et unéddgr phosphorylation moins important
(FARAH et FARAH-REISEN, 1985 ;LARSSON-RAZNIKIEWICZet MOHAMAD,
1986 ;OCHIRKHUYAG et al 1997 ;KAPPLERet al, 1998). Elles sont aussi assez peu



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

structurées, ce qui les rend trés sensibles a&stion protéolytiqgue (HAZEBROUCK, 2016)
(Tableau II).

La k-CNdétient le réle clé dans la coagulation dupait la présure. Son site de clivage
par la chymosine est au niveau de la liaison Ph&1€8.06 dans le cas du lait bovin et Phe
97-1le 98 pour le lait camelin(CHAOUI-KHEROUATOU1 ATTIA, 2008)(Figure 02).

Chamelle :  Ars gm— Pro-Asg-Pro-Arg- Pm—SCﬁPht”;ﬂr" -Abﬂe-?rn-thysaL}-siu

Vache Hn“-Pm-!-hs-Pm-H:s-Leu-Ser-m“i-hIH'“-AI;-I]:-P!O-Fm-L}'s-Lys"’

l Site de chivage de la chymosine

Figure 02 : Comparaison des sites d’hydrolyse paalchymosine au niveau des caséines-
kcameline et bovine (KAPPELERet al,1998).

Elle joue un réle fondamental dans le phénomenstalalisation/déstabilisation de la
micelle. Elle est caractérisée par la présenceedportion glycomacropeptide du c6té C-
terminal contenant des résidus glucidiques a cam@adtés hydrophile, par contre, le reste de
la chaine protéique (paracaseéine) est de natwsehyrdrophobe. Cela confére a cette protéine
un caractére amphiphile (HILL et WAKE, 1969).

Tableau Il : Caractéristiques physico-chimiques dela caséin& bovine (EIGEL etal,
1984 ;FARRELLetal, 2004) et de la caséine cameline (OCHIRKHUYAG etal, 1997 et
KAPPELER et al, 1998).

Caséinek bovine Caséinac cameline
Masse moléculaire (Da) 19007,0+ 1,1 18254-22987
Proportion dans les
. 13 3,5-5
caséines totales
Point isoélectrique 3,97 4,11
Nombre d’acides aminés 169 162
Résidus cystéine 2 2
Nombre de groupements
phosphoryles/mole 1-2 1
Présence de glusides + +
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3. Les enzymes coagulantes utilisées en fromagerie

Les enzymes coagulantes sont des préparationsynieazprotéolytiquesproduites par
tous les organismes vivants(PALM&A al, 2002). Leur utilisation pour la coagulation dit la
est parmi les plus anciennes opérations de tranatn alimentaires (RAMET, 1985). Ce
sont des endopeptidases appartenant au groupealéages aspartiques acides (EC 3.4.23),
comportant deux résidus d’acides aspartique darsstdeactif impliqués dans la catalyse.
(MAHAJAN et BADGUJAR, 2010).

Selon les études de YEGIN et DEKKER (2013), BEN Mlet al (2017) etun bon
coagulant doit :
- posséder un bon rapport d’activité coagulantd’activité protéolytique (AC/AP) ;
- donner des résultats satisfaisants sur le plaamnotgptique ;

- donner un meilleur rendement de fromage.
3.1. Différentes sources d’enzymes coagulantes

A ce jour, les protéases utilisées par l'industdenagére proviennent de quatre sources
différentes : la présure animale, les enzymes aéggt les enzymes microbiennes et les
enzymes recombinantes (VALLEXDal, 2008).

Considérée comme étant la meilleure enzyme de Gagudu lait, la présure de veau
était et reste la plus employée dans la productientoutes les variétés de fromage
(MOHAMED AHMED et al, 2009 ; NASRet al 2016;HATTEM et al 2017). Elle est
généralement extraite de la caillette de jeune veausevré agé de 10 a 30 jours (GARG et
JOHRI, 2009) et se compose principalement de chyrad80 %) et de pepsine (20 %). Elle
permet de coaguler le lait rapidement a son pHreB(GARG et JOHRI, 2009).

Les présures provenant d’'autres animaux commeégarehl’agneau, et le buffle ont été
etudiées, mais elles ne sont pratiguement pasadsiau niveau industriel, car elles présentent
des propriétés enzymatiques moins intéressanteomparaison avec celles de la présure
bovine (YEGIN et DEKKER, 2013 ;ALMEID/Aet al, 2015).

3.1.1. Les enzymes coagulantes microbiennes

Plusieurs coagulants microbiens ont été commesémiet utilisés dans la fabrication du
fromage et semblent agir de la méme maniere qubyaosine. Diverses enzymes du genre
Bacillus Pseudomonast d’origine fongique sont utilisées comme subiitde présure
notamment au Japon et aux USA (RAMET, 1997 ;MANE&Mal, 2011). La moisissure du sol

9
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Rhizomucormiehest la plus couramment employée dans l'industamégere (JACORt al,
2011). Toutefois, en plus de l'intensité de lewt@olyse, ces coagulants microbiens montrent
une thermostabilité élevée. Celle-ci a pu étre itédpar I'application des modifications
chimiques aux préparations enzymatiques ou ersailides outils de génie génétique(BEN
AMIRA et al, 2017).

3.1.2. La chymosine recombinante

Désignée sous le nom de chymosine produite parefgation (FPC), la chymosine
recombinante représente I'une des premieres apiplisaéussies de la technologie de I'ADN
recombinant dans l'industrie alimentaire (YU, 199EGIN et DEKKER, 2013). Elle est
obtenue a partir de micro-organismes génétiquemmatlifiés (bactéries, levures et
moisissures) tels gescherichia coli Bacillus subtilis Lactococcuslactis Saccharomyces
cerevisiagdans lesquels le gene de I'enzyme était introdlACOBet al, 2011 ; YEGIN et
DEKKER, 2013).

En fromagerie, cette enzyme a permis de fabriquervariété de fromages ayant des
caractéristiques sensorielles et texturales corbferaux produits issus avec de la présure de
veau standard (O'SULLIVAN et FOX, 1991 ;BROME eldHIEY, 1990), ce qui a fait d’elle
un bon substitut a la présure bovine en préseatanellement 80 % du marché mondial des
enzymes coagulantes (MUNDLE, 2014 ;KUMARal, 2010).

Plus récemment, la chymosine recombinante de drainegadégalement connue sous le
nom de Chymax M (KAPPELERt al 2006), est disponible sur le marché (SOODAM,
2015). Des études comparatives faites par JENS&EN(2013)etBANSALet al (2009) sur la
chymosine bovine recombinante et celle du dromadamt montré que cette derniere
présentait une stabilité thermique lIégerement élegtés niveaux de protéolyse moins élevés
et des intensités de saveur plus faibles par rappda chymosine bovine recombinante
(YEGIN et DEKKER, 2013).

3.1.3. Les enzymes coagulantes végétales

Ces derniéres années, une attention croissanéedirigee vers les coagulants végétaux,
en raison de leur disponibilité facile et de leysocessus de purification simples
(GROZDANOVICet al, 2013).

De nombreuses protéases présentes dans presoe® lesiplantes ont été extraites et

utilisées sous forme d’extraits végetaux bruts @nzymes purifiees dans la production

10
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fromagere (SAHAHet al, 2013). Parmi ces enzymes végétales on retroules abtenues de
racines, de graines, de tiges (comme les tigesathas), de fleurs (comme [|’extrait
obtenu de la fleur du chardd@ynaracardunculusyant connu le plus de succes a ce jour),
de latex, et de fruits (SOUSA et MALCATA, 2002BOU EL-YAZID ABD EL-SALAM

et al, 2017) Mais suite a lactivité protéolytique importantke certains d'eux et les
modifications qui en résultent sur les propriétéganoleptiques des fromages, I'utilisation
des substituts végétaux est rendu difficile (CAVAAILTIM et al, 2004 ;CHAZARRAet al,
2007).

3.1.4. Les enzymes coagulantes d’origine animale

Les enzymes coagulantes d’origine animale sonpa#gases gastriques présentes dans
les caillettes des mammiféres. Elles sont respéesalle la digestion des protéines
alimentaires et classées en 4 groupes : la peps{e€ 3.4.23.1), la pepsine B (EC 3.4.23.2),
la pepsine C ou gastricine (EC 3.4.23.3) et la dgine (EC 3.4.23.4) (TANGet al,
1973 ;FOLTMANN et AXELSEN, 1980 ;RICHTERt al, 1998)

La pepsine A et la pepsine B sont dominantes dastimac des mammiferes adultes,
alorsque la gastricine ne représente que 5 % dagnes totales chez I'adulte, mais elle se
trouve dans toutes les parties de I'estomac desmiiares (SAMLOFF, 1989 cité par MD
IMTAIYAZ et FAIZAN, 2010). La chymosine, I'enzymeoétale, est dominante chez les
animaux nourris au lait (TANGet al 1973 ;MARTIN et al 1982 ;FOX et al
2004 ;RAMPILLI et al, 2005).

Ces protéases sont synthétisées par les cellilespgaies de la glande fundique de la
caillette(SIDIKOUet al, 2005 ;BANGA-MBOKOH, 2002) sous forme de précurseanactifs
OuU zymogénes : pepsinogéne, progastricsine et pmoasine (KHAN et JAMES, 1998).
Comparé a I'enzyme actif, le zymogene possede gmeet peptidique supplémentaire lié a
la partie N-terminal de 'enzyme actif nommé « gegment » qui sert a bloquer le site actif
et empécher I'entrée du substrat dans ce sitekiliser ainsi la forme inactive (JENSEN
al, 2013). En plus de son réle inhibiteur, le promegt est souvent important pour le
repliement et la stabilité du zymogéne (KHAN et JAS] 1998).

Ces zymogenes sont stables a pH neutre mais somertis en enzymes actives a des
pH acides (RICHTERet al 1998). Lors de l'ingestion de nourriture, chacueud’ est libéré
dans la lumiére gastrigue et subit une conversiorreyme active, dans le suc gastrique
acide, par un mécanisme autocatalytique qui estedéré suite a la perturbation des

interactions électrostatiques entre la fractiomziyene active et le pro-segment conduisant a

11
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la dissociation de celui-ci et le dévoilement die sctif (KHAN et JAMES, 1998). Cette
réaction d'activation est un processus complexqligoant une série de changements
conformationnels et un clivage protéolytigue du-pegment qui peut se produire en une ou

plusieurs étapes par une réaction intra- ou intdéoulaire (RICHTERet al, 1998).

3.1.4.1. Les facteurs influencant la production dezymes

La production de ces enzymes varie en fonction'@gelde l'animal et du régime
alimentaire (FOXet al, 2004). Chez le fcetus de veau, la prochymosinepextuite t6t
pendant la gestation (10eme semaine) alors queepsippgéne A et la progastricine
commencent a étre produits a partir de la 20 emmaise. Aprés la naissance, la synthese de
la prochymosine est significativement liée a lidlment tandis que celle du pepsinogéene
reste en petite quantité tant que le veau est in@urlait. Avec l'age et suite a la
consommation d'aliments solides, le taux de proatgime sécrété diminue au profit du
pepsinogene qui devient le zymogene dominant danauqueuse abomasale (ANDREN,
1992 ;SIDIKOUet al, 2005).

3.1.4.2. La chymosine

La chymosine (E.C. 3.4.23.4) est une protéase t@gpparprésente dans I'estomac de
tous les mammiferes allaitants.C’est la principateyme de coagulation du lait utilisée en
fromagerie (CHITPINITYOL et CRABBE, 1998ESKANDARI et al, 2012).

Au cours de la fabrication du fromage, la chymosissure un double réle. D’une part,
elle se caractérise par une activité coagulanteélen provoquant I’hydrolyse spécifique de
la k-caséine au niveau du lien Phel05- Met106, et @aadrt, elle possede une faible activité
protéolytique générale sur les difféerentes fradiate caséines (SIDIKOWt al, 2005 ;
TROCHet al, 2017).

De ce fait, cette enzyme conduit a un développerogtitnal de la saveur dans le
fromage mature et la formation d'un caillé fortpatissant & un rendement élevé en fromage
(ESKANDARI et al, 2012).

3.1.4.3. La pepsine

Baptisée par Theodor Schwann en 1836, la pepsinia foremiére enzyme identifiée
dans le suc gastrique (VOET D. et VOET J.G., 2@H] et al, 2017), son activité a été
largement étudiée depuis que Northrop I'a crisiéain 1929 (CAMPOS et SANCHO, 2003).

12
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C’est la principale enzyme protéolytique de digegtHORNBUCKLE et al, 2008 ;
NAGASAWAet al, 2016),responsable de 15% a 20% de la digestion ple&ines
alimentaires (SMITH et MORTOM, 2010). Sonactivitésa stabilité sont étroitement liées au
pH dominant de son environnement (BARDHANal, 2011 ; CAMPOS et SANCHO, 2003).

La pepsine est moins spécifique que les autrespeatfinases (AHNet al, 2013),elle
est capable de séparer les liaisons impliquanbdaylalanine, la tyrosine et la leucine le plus
facilement, mais peut hydrolyser presque toutes #&dres liaisons peptidiques
(HORNBUCKLE et al, 2008).

Le remplacement de la présure de veau par la pepsktraite de I'estomac de bovins
adultes, dans la fabrication du fromage a conduih@ faible diminution du rendement en
fromage (0.8%) et pertes de protéines qui ontuggégs importantes sur le plan économique.
Une Iégére baisse des propriétés organoleptiquastéastiques du fromage a également été
observée (EMMONSCEt al, 1976).

Les principales caractéristiqgues de la chymosirdeda pepsine sont représentées dans

le tableau IlI.

3.2. Etude des structures d’enzymes coagulantes dgine animale

3.2.1. Structure primaire

Les travaux de TANG et HARTLEY (1970) cité par FQUAN et al (1979)
etJENSENet al (2013)révelent un haut degré d’homologie de ségsede |'ordre de 55 %
entre les structures primaires de la chymosina g@epsine bovines. Ces derniéres sont des
protéines globulaires a chaine polypeptidique uaigCHIPINITYOL, 1998 ; YEGIN et
DEKKER, 2013) présentant une faible teneur en acatainés basiques et riches en acides
aminées acides (FOLTMARt al, 1978, 1979 ; HIDAKAet al, 1986).

Les deux structures protéiques comportent troistgpatisulfures : Cys45-Cys50,
Cys206-Cys210 et (YEGIN et DEKKER, 2013).CHENal (2000)ont démontré que le pont
Cys250-Cys283 estindispensables pour le repliecmnéct de la prochymosine, alors que le

pont Cys45-Cys50 contribue a la stabilité et lacBpié de I'enzyme.

La comparaison structurale entre la chymosine l@weh celles d’autres ruminants
indique qu’elles sont tres similaires. Cette simde avec lI'agnea(PUNGERCARet al,
1990), le buffle (VALLEJOet al, 2008) et le dromadaire (KAPPELER al 2006)est de
95%, 97 %, et 87% respectivement.

13
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Tableau Il : Principales caractéristiques de la clymosine et de la pepsine bovines.

Paramétres Chymaosine Pepsine Référence
(FOLTMAN etal, 1979 ;
Localisation Caillettes d’animaux| Caillettes d’animaux| CHITPINITYOL et
non sevrés et adultg non sevrés et adulte CRABBE, 1998 ;
TANG, 2013)
Chez I'animal o 0 (BROOME et
Taux de non sevré 80% 20 % LIMSOWTIN, 1998 ;
sécrétion| Chez I'animal . o . o YEGIN et DEKKER,
. o (BANGA-MBOKO,
Variantes génétiques A/ BetC A BetC 2002 : FOX etl, 2004)
) (FOLTMANN
Pro-enzyme 365 371 etal 1977)
Nombre
d'acides (PEDERSENEet al,
Pro-segment 42 45
aminés d 1979)
Enzyme 323 327 (FOLTMANet al, 1969)
mature
(FOLTMAN et al, 1969 ;
Pro-enzyme 36 42 CZINN et al, 2011)
PM Pro-segment
Enzvme (FOLTMAN et al, 1969 ;
mat’{’J A 31 35 BANGA-MBOKO,
2002)
. . (BROOME et HICKEY,
o Coagulante Elevée Faible 1090 : KAGEYAMA,
Activité
o . . 2002)
Protéolytique Faible Elevee
(RAMET, 1997 ;
pH optimum d’activation 55 16425 HORNBUCKLE et al,
2008)
. e o R (RAMET, 1997 ; TANG
Température d’'activation 42 °C 40 °C et al, 1973)
(FOLTMAN, 1969 ;
pH d’inactivation >7 >7 HORNBUCKLE et al,
2008)
Temperature 50 4 61 °C >55 °C (SCRIBAN, 1999)
d’inactivation
. e i i (TANG et al1973 ;
Sites pgﬁf/zreg“e's e | phe105-Met106 Phe TF',rﬁ'e_F;hheeTyr ¢l FOLTMAN, 1975cités
9 par ISSELNANE, 2014)

Légende : (---): non rapportée ;:(bhez I'espéce bovine.
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Certaines de ces protéines gastriques sécrétéeempesubir une glycosylation qui
entraine une augmentation de leur solubilité et &ahe leur agrégation dans la voie de
sécrétion. De plus elle stabilise leur conformatieh augmente leur thermstabilité
(MACHALINSKI et al, 2006). Par exemple, la chymosine de dromadaiyeogylée
(KAPPELER et al, 2006) a une thermostabilité plus élevée que jandsine de veau non
glycosylée. Cette thermostabilité peut étre un rnémient pour son utilisation dans la
production de fromages industriels.

3.2.2. Structure secondaire et tertiaire

Les structures secondaires et tertiaires détermipaela cristallographie aux rayons X
montrent que la chymosine et la pepsine sont daoess principalement de feuillefs
paralleles et antiparalleles avec peu d’hélice§GILLIAND et al, 1990 ;KAGEYAMA,
2002). La chymosine elle-méme est formée de 13%liddsa (9 hélices et 44 résidus) et de
48% de feuillet$ (29 brins et 158 résidu@NEWMAN et al, 1991).

Comme le reste des protéases aspartiques, ces enagmptent une forme bilobée avec
deux domaines (N-terminal et C-terminal) (Figure) @fii partagent 9% de séquences
identiques et séparés par une fente profonde camtées deux résidus d’acides aspartiques
essentiels pour [l'activité catalytigue (SZECSI 19BBKAHASHI, 2013 ;YEGIN et
DEKKER, 2013)

Les deux domaines N
et C- teminaux \ %
{ 4

(:"\ - Les résidus du
X 17 S ite acti

site actif

]

N
<

v
..f? »
2 ‘
v
"‘h—

—~

Figure 03 : Structure par rayon X de la pepsine parine, diagramme en ruban (VOET
D. et VOET J.G., 2016).

Il a été observé par JENSEN al (2013) et YEGIN et DEKKER (2013), suite a la
comparaison de la structure cristalline d'un vardoublement glycosylé de la chymosine de

dromadaire recombinante et de celle de la chymdsivine recombinante non glycosylée,
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gue ces deux enzymes partagent le méme replieni@odl ga I'exception des feuilletd
reliant les domaines N et C-terminaux. Cette d#ifé@e a conduit a une augmentation de la
flexibilité dans les mouvements des domaines ddnyanosine cameline recombinante. Cette
derniere, contrairement a la chymosine bovine réxdoamte, se caractérise par une grande
malléabilité dans la capacité d’interaction avecsidbstrat et présente en sa surface des

charges supplémentaires qui lui permettent d’ameficette interaction.

(b) Ions sulfate
et ghveerel

(a) Molécule d'eau
catalvtique

Residus du
Site actif

Feuillet p Nt
Figure 04 : Structure tridimensionnelle de la chymsine bovine recombinante (a) et
cameline recombinante (b) (JENSEMet al, 2013). NAG : N acétyl glucosamine.

3.3. Le site actif et le mécanisme catalytique demnzymes coagulantes d’origine
animale

3.3.1. Le site actif

Les protéases aspartiques, également connuesesnasilde protéases acides, sont une
famille d’enzymes dont I'activité catalytigue dépede deux résidus d’acide aspartique
présents au niveau du site actif(NAGASAWAal, 2016 ;BOTHAMet al, 2017). Ce dernier
se situe entre les deux domaines (N-terminal et¢r@ihal)de la protéine et est assez large
pour héberger un segment polypeptidique d’au moirgsidus (KAGEYAMA, 2002).

Les deux Asp (Asp 32 : Asp-32-Thr/Ser-33-Gly-34 slésndomaine C-terminal et Asp
215 : Asp-215-Thr/Ser-216-Gly-217 dans le domaireiiinal, selon la numérotation de la
pepsine) forment le site catalytique (PEARL et BLDELL,1984 ; BERRY/Aet al, 1999 ;
KAGEYAMA, 2002). Leurs groupements carboxyles pgetat une liaison hydrogene et sont
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également liés & une molécule d'eau (PEARL et BLBEND, 1984 ; VOET D. et VOET
J.G., 2016) (Figure 05)

Asp 32 Asp 215

Figure 05 : Structure par rayon X de la pepsine parine. Vue agrandie des résidus Asp
du site actif avec la molécule d’eau qui leur estde (VOET D. et VOET J.G., 2016).

Les deux résidus catalytiques (Asp 32 et Asp 21} protégés par une boucle en
épingle a cheveux béta (souvent appelée «lambeauen anglais « flap ») qui se ferme
lorsque le substrat se lie (COOPERal, 1990 ;BERRYAet al, 1999). Ce lambeau contient la
séquence ~Tyr-75-Gly-X-Gly~ (ou X est souvent uee, $hr ou Asp). La chaine latérale de
la Tyr-75 joue un rdle important dans la liaisorditogene avec le Trp-39 pour maintenir le
volet fermé lorsque le substrat se lie (NEWMANal 1991). Les tentatives pour remplacer la
Tyr-75, dans les protéases aspartiques, par dsaatides aminés conduisent a une réduction
de I'activité enzymatique (PARKt al, 1996 ; PARKet al1997;BERRYA et al, 1999).

La particularité que possede la chymosine est ques th structure native, le lambeau
du site actif adopte un réarrangement particuliertésidu Tyr-77 (correspondant a la Tyr-75
de la pepsine) ne se lie pas au Trp mais formendesactions hydrophobes avec la Phe-119
et la Leu-32, bloquant l'accés a la fente de liaissu substrat. Ceci peut avoir des
implications importantes concernant le mécanismdialson au substrat et sa spécificité
puisque ce résidu fait partie des poches de spigifsl et S1' (GILLILANDet al, 1990 ;
NEWMAN et al, 1991).

Une caractéristique importante de toutes les psegaspartiques est la présence d'un
réseau de liaisons hydrogenes dans le site agélép< grip de pompier » qui est formé par
les groupes hydroxyles de deux Thr ou Ser préselaies les séquences Asp-Thr(Ser)-Gly de
la fente catalytigue (STRISOVSKY¥t al, 2000 ;INGRet al, 2003). STRISOVSKYet al

17



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

(2000)suggerent que le réseau «grip de pompierst pas essentiel pour l'activité mais
contribue significativement a la stabilité globale I'enzyme, et que les protéases avec une
thréonine (Thr) dans leurs séquencesAsp-Thr(Ser)geht environ 10 fois plus stables

thermodynamiquement que celles contenant une gSerg

Le site actif est tapissés de résidus chargés imégant et positivement ainsi que de
résidus hydrophobes (BOGGETTO et REBOUD-RAVAUX, 2fiormant des sous sites S1-
S4 et S'1-S’4 (nomenclature de SCHECHTER et BERGE¥67)).Ainsi les acides aminés
hydrophobes et aromatiques sont préférés aux posi®?l et P'1 (KAGEYAMA, 2002) qui
constituent le site de coupure qui interagit aaegdrtie correspondant de I'enzyme S1 et S'1.

Les protéases aspartiques sont inhibées par latapieps (FITZGERALD et al,
1990 ;RAOQet al, 1998 ; CAMPOS et SANCHO, 2003). Elles sont égaleinmsensibles aux
composeés diazocétones tels que I'ester méthyliguaiakzoacétyl-dl-norleucine (DAN) et le

1,2-époxy-3- (p-nitrophénoxy) propane (EPNP) ers@née d'ions cuivre (RAEX al, 1998).
3.3.2. Le mécanisme catalytique

En se basant sur des données enzymatiques equoggtiThomas Meek a proposé en
1998 un mécanisme catalytique pour les protéagesrtapies (Figure 06) (VOET D. et
VOET J.G., 2016).

Dans ce mécanisme, la catalyse met en jeu lesrésidus d’Asp du site actif qui vont
agir simultanément comme base (Asp 215) et comnide a@sp 32), parce que leur
environnement direct favorise lionisation de l'ubentre eux mais pas celle de l'autre
(BOTHAM et al, 2017 ; CAMPOS et SANCHO, 2003).

Dans la premiére étape de la réaction, le groupenaboxyle de I'Asp 215 agissant
comme base active, par capture d’'un proton, la cotdéd’eau fixée, appelée « eau lytique »,
en lui arrachant un proton‘ldonnant ainsi naissance a un groupement nucléolgh{leH)
(VOET D. et VOET J.G., 2016 ; BOTHAMt al, 2017).

Le nucléophile formé attaque alors I'atome élediii@pqu’est le carbonyle carbone
situé au niveau de la liaison peptidique destinéé€tr@ hydrolysée. Il se forme un
intermédiaire tétraédrique instable (POLGAR, 198UGUNA et al 1987; FUSEK et
VETVICKA, 1995 ; BOTHAMet al, 2017).

Le deuxiéme Asp (Asp 32), qui n'était pas charg&ecun proton au groupe amino

produit par la rupture de la liaison peptidiqueumpdaciliter la rupture de lintermédiaire
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tétraédrique et la libération des produits. Le gfart ultérieur du proton d’Asp 215 vers
I’Asp32 restaure I'état initial de 'enzyme (BOTHABM! al, 2017).
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e g ’ A
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Figure 06 : Mécanisme catalytique des protéases asfiques (VOET D. et VOET J.G.,
2016).

3.4. La coagulation

La coagulation du lait est une étape cruciale denprocessus de fabrication du
fromage. Elle résulte de la déstabilisation deseilds de caséines (TROCet al, 2017),
provoquant ainsi la transformation du lait liqueleun gel, appelé coagulum ou caillé.

Celle-ci peut étre induite soit par voie enzymagiqoar voie acide ou les deux.

3.4.1. Coagulation enzymatique

Ce mécanisme est réalisé suite a I'hydrolyse dmsgine. Elle a pour conséquence la

coagulation sans modification du pH. Les enzymegleyges sont des protéases coagulantes,
le plus souvent larésure qui est le coagulant traditionnellemetnisétpour la coagulation du

lait (TROCHet al, 2017). Son mécanisme se déroule en trois phasesales (Figure 07) :

-phase enzymatique ou réaction primaire : cettpeéi@ommence par un clivage

enzymatique de la liaison peptidique phénylalard®eméthioninel06 de la caséine
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k.L’hydrolyse de cette liaison produit un fragmentiilgphobe N-terminal, la paracaséine, qui
est constituée du résidu (1-105) et qui reste lad@a@ux micelles et un fragment hydrophile
C-terminal, le caséinomacropeptide, qui est caréstdu résidu (106-169) et qui se trouve
dans le lactosérum (ILOUBEX al, 2012).

L’hydrolyse progressive de la caséiredurant cette phase altere les propriétés des
micelles, notamment la diminution de leur électgai®ité suite a la libération du
caséinomacropeptide fortement chargé et donc unendlion des forces de répulsion
électrostatiques ainsi que du degré d’hydratatian @oint ou elles deviennent susceptibles a

I'agrégation, qui représente la seconde phase datiion(TROCHet al, 2017.

-phase de coagulation ou phase secondarelle-ci débute pour un degré
d'hydrolyse de lac-caséine d'environ 80% a pH 6,6 (CROGUENNEiCal, 2008 cité par
TROCHet al, 2017. Les micelles déstabilisées se rapprochent etremment a s'agréger en
formant des liens hydrophobpar I'intervention des ions calcium qui s’attacharia partie
chargée négativement des micelles diminuant aessiférces de répulsion électrostatiques
auxquelles elles sont soumises (ILOUBOal, 2012 ). Ces micelles agrégéézrment un
réseau protéique tridimensionnel appelé coaguluinpigge le lactosérum et les globules gras
(BEN AMIRA et al, 2017).

Le temps écoulé pour I'atteinte de cette phaseoseme temps de coagulation par la
présure. En pratique, il est défini comme le terpsulé jusqu’a I'observation visuelle de

floculation.

- phase de formation du gel ou réaction tertiaicdest une réaction lente de
protéolyse générale des caséines (non spécifigue)ie de la synérese du coagulum qui

permet I'expulsion du lactosérum suite & la conivacdes micelles (BRULIEt al, 2006).

Dans le gel formé, la caséine est présente sousonme fortement minéralisée et ce
degré de minéralisation confére au gel présure cdesctéres différents de ceux du gel
lactique. Le gel présure est souple, imperméabtmetractile (LENOIRet al, 1985 ; ECK,
1990 cités par HAMRANI, 2008).
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|ReACTION PRIMAIRE]
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Figure 07: Phases de coagulation enzymatique du lait (ALAIS|984)

3.4.2. Coagulation acids

Consiste en la précipitation des caséines a leint jisoélectrique par acidificatic
biologique en utilisant des bactéries transformentprogressivement le lactose en ac
lactique ou par acidification chimique (injection de CO2 oaddition de
gluconodeltalactoné). température ambiante, les micelles commencetagieger a pH 5,:
Lorsque le pH isoélectriguipHi) de la caséine est attei(pH 4,6), il y a floculation total
(MAHAUT et al, 2005;TROCHet al, 2017).

Le gel formé présente une perméabilité satisfagsanais une friabilité élevée avec t
élasticité et plasticité pratiguement nulles duesnaanque de structuration du rés qui
comporte des liaisons de faibles énergies de tygemphobe qui résistent peu aux traiteme
mécaniques (MAHAUTet al, 2005)
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3.5. Aptitude du lait camelin a la coagulation

Le lait de dromadaire est réputé pour son inamituth coagulation (MAHBOURL al,
2010). Quelle que soit la méthode utilisée, acideenzymatique, le coagulum formé ne
présente pas les qualités requises pour subirreiatriaitements technologiques (FARAH,
1993; ATTIAet al, 2000). MOHAMEL®et al (1990) etKORLEPARAt al (2017) indiquent
gue le temps de coagulation du lait de dromadairdeux a quatre fois plus lent que celui du
lait de vache.

Les techniques effectuées, en utilisant la préspoey tester I'aptitude du lait de
chamelle a la coagulation n'ont pas été concluartdEHAIA, 1993;BAYOUMI,
1990 ;RAMET, 1997 ;BOUDJENAH-Ht al, 2012), il en résultela formation d'un coagulum
moins ferme et a un rendement plus faible (BORNAZI 2009 ;KONUSPAYEVAet al,
2014 ; BERHEet al, 2017). Cette difficulté de coagulation est due@palement aux
propriétés structurelles et fonctionnelles unigdes composants du lait. Notamment, la faible
teneur en kappa caséine présente ( 5 % contred p&ur le lait de vache) et la plus grande
taille des micelles du lait de chamelle qui estiremvle double (38@um) de celle du lait de
vache (150m) (FARAH et RUEGG, 1989 ; FARAH et BACHMANN, 198BORNAZ et
al, 2009).

Afin de remédier a I'aptitude limitée du lait deachelle a la coagulation, différentes
adaptations technologiques ont été proposées. @aoadre, les travaux menés par différents
auteurs : RAMET (1994)sur la pepsine bovine, WANGEtHI (1993),SIBOUKEURet al
(2005),BOUDJENAH-Het al (2011), BOUDJENAH-Het al (2012) surles extraits issus de
caillettes de dromadaires adultes, EL-ZUBEIR et BEEL (2008) sur la pepsine de camifloc
et HAMIDI et al (2017) sur I'extrait enzymatique immobilisé deetaiche de kaolin du gésier

de poulet ont permis d’obtenir des résultats irsEaats.
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Matériel et méthodes

1. Matériels et méthodes

La présente étude a été réalisée au laboratoiegpgajue de Biochimie de I'université
M. Mammeri de Tizi-Ouzou. Elle a été sous tenduel@anatériel et les méthodes énumeérés

ci-dessous.
1.1.Matériels

1.1.1. Matériel biologique
+ Caillettes de dromadaires

Les caillettes proviennent de dromadaires sélewésnd’'une part, selon leur age et,
d’autre part, selon leur régime alimentaire (nowré® et sevrés). Apres I'abattage au niveau
de l'abattoir communal d’Ouargla, le dernier tiata troisieme compartiment de leurs
estomacs est prélevé. Les caillettes sont aloéeka I'eau de robinet, dégraissées, hachées,

mises dans des sacs en plastique puis congelég8°&—

Tableau IV : Caillettes de dromadaires utilisées

Dromadaire Non sevré Sevré

Age 13 mois 8 ans

e Poudre de lait écrémé type « low heat » Cette poudre de lait nous a été fournie
gracieusement par la Laiterie de Draa Ben Kheddayavde Tizi- Ouzou) ;
e Caséines bovines et camelines lyophiliséeg&lies sont obtenues selon le protocole
décrit par SCHAMETet al (1992), a partir de lait préalablement écréme ;
* Enzymes coagulantes :
- pepsine (EC 3.4.23.1), extraite d'estomacs de;porc
- chymosine bovine recombinante Chy-Max (Christiaansén Lab. (DK)) qui nous a

été fournie gracieusement par la Laiterie de Dré@a IBhedda (wilaya de Tizi- Ouzou).

e Sérum albumine bovine (BSA)(SIGMA chemical Co., U.S.A) ;
» Kit pour I'étalonnage des gels d’électrophorese eRAGE-SDS :préparé au sein du
laboratoire et renferme 4 protéines de PM conria-Lactalbumine (14 kDa), 18-

Lactoglobuline (18kDa), I'ovalbumine (45kDa) etdérum albumine bovine (67kDa).
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1.1.2. Appareillage
Agitateur magnétique, balance électronique et lgalate précision, pH —metre, bain-

marie, centrifugeuse, spectrophotométre UV-visilylephilisateur, unité d’électrophorése.

1.1.3. Petit matériel
Micropipettes, membrane de dialyse, papier filirerre frité et différents types de

verrerie (béchers, fioles jaugées, pipettes grajuébes a essais, entonnoirs...).

1.1.4. Produits chimiques et réactifs
- produits et solvants : acide chlorhydrique, acaétique, acide trichloracétique,
éthanol, glycérol... ;
- sels et tampons : sulfate d’aluminium, sulfate selium, chlorure de sodium,
phosphate di-sodique... ;
- colorants et réactifs : acrylamide, bleu de brph#&mol, bleu de Coomassie R250,
dodécyl sulfate de sodium, glycine, 2-mercaptoéham, N’méthyléne-bis-

acrylamide, persulfate d’'ammonium, réactif de F&@iocalteu, TEMED....

1.2. Méthodes
1.2.1. Extraction des enzymes coagulantes

Les extraits coagulants sont obtenus selon la rdéthdiextraction proposée par
VALLES et FURET (1977) pour le bovin et adapté pas soins aux extraits issus de

caillettes de dromadaires (Figure 08).

1.2.1.1. Macération
Des échantillons de caillettes de poids P (g) dénbngelés et macérés dans un volume
(1,25 xP) d’'une solution d’HCI (0,2M) a une tempera de 38°C pendant 60 minutes. Aprés

filtration sur papier filtre du mélange on obtiemt extraits brut total.

1.2.1.2. Clarification
Elle consiste en I'ajout de 1% (V/V) d’une solutide sulfate d’aluminium A(SQy)3
(AM) et 5% (V/V) d’'une solution de sulfate dissaabgNaSO, (1M) a I'extrait obtenu a la
température de 38°C.

Une filtration est ensuite réalisée permettanttBolion d’un filtrat jaune.
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1.2.1.3. Concentration du filtrat

Le filtrat subit une concentration par addition rBu solution saturée de NaCl,
additionnée a 1% (V/V) d’une solution d’'HCI (d= @)1 Apres un repos d’'une heure suivie
d’'une centrifugation (2100xg / 20min), nous obtenam précipité humide que l'on fait

dissoudre dans un volume minimal d’eau distill@éaison de 10% (p/v).

1.2.1.4. Ajustement du pH
Le pH de ces extraits enzymatiques clarifiés egtraanté jusqu’a la valeur de 5,5 par
I'utilisation d’'une solution de phosphate dissodidig HPQ, (1M).

1.2.1.5. Dialyse
Les extraits issus decaillettes de dromadairesseorés et adultes sont placés dans des
boudins de dialyse dont le seuil de rétention est@D00 Da, puis placés dans I'eau distillée
pendant 48 heures a 4°C, sous agitation lente.olidi@n de contre dialyse est renouvelée
toute les 4 heures.
Les extraits obtenus ont été dénommés ECD NS {egaaillette de dromadaire non
sevré) et ECD A (extraits de caillette de dromaglantulte). Leur conservation a été realisée a

4°C apres addition d’azide de sodium.
1.2.2.Calcule du rendement de 'extraction

Le rendement d’extraction R pour les extraits déetges de dromadaires non sevrés et
adultes exprimé en pourcentage (%) est défini codtaet le rapport de la masse de I'extrait
obtenu (précipité) et la masse de la caillette eygd. Illest déterminé selon la formule

suivante :

R(%) = M/M ¢x 100
R(%) : rendement exprimé en pourcentage
M : masse en gramme de 'extrait résultant (précipité)

MO : masse en gramme de la caillette
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Préparation des caillettes

- Calllettes (lavées, dégraissées)
- Hachage
- Congélation (-18°C)

\ 4

Macération

-HCL0,2M a 38 °C
- Filtration (papier filtre)

v

Clarification

- (38°C quelques minutes) +1% sulfate d’aluminiulvh 1
(1% VIV) + sulfate dissodiquelM (5% V/V) Avec aditm
- Filtration (papier filtre)

v

Concentration du filtrat

- Repos (60min).
- Centrifugation (2100 xg /20 min)
- Dissolution (eau distillé a 10 %(P/ V))

\4

Ajustement du pH

pH=5,5 par du phosphate dissodique 1M, 38°C

v

Conservation

\/

Controleéléctrophorétiq
ue

Figure 08: Protocole d’isolement des extraits enzyatiques gastriques préconisé par
VALLES et FURET (1977) pour le bovin, et adapté awextraits issus de caillettes de

dromadaires.
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1.2.3.Caractérisation des extraits coagulants
1.2.3.1. Dosage des protéines totales

Le dosage des protéines totales des extraits enigyraa est réalisé par la méthode de
LOWRY et al (1951). C’est une mesure colorimétrique ou l'additd’un sel de cuivre en
milieu alcalin puis du réactif de Folin-Ciocaltew@e solution protéiqgue donne une coloration
bleue foncée. Cette coloration résulte de la réaau cuivre avec les liaisons peptidiques et
la réduction de l'acide phospho-tungsto-molybdiques la tyrosine, le tryptophane et la
cystéine en un complexe, le bleu de molybdéne.

La densité optique (DO) mesurée au spectrophotemasible a 750 nm permet de
déterminer la teneur en protéines des extraits eeméfrant a une courbe d’étalonnage
DO=f(C) établie avec des concentrations de BSA ugesar{Figure 09).Le mode opératoire est

présenté en annexe06.

0,16

0,14 -+

¥y =0,001x
R*=0.991

012 -

a1 -

0,08 -

0,06 -

Densité optique & 750nm

0,04 -

0,02 -

0 20 40 &0 80 100
Concentration =n BSA (ug/ml)

Figure 09: Courbe étalon du dosage des protéinesipa méthode de LOWRY et
al(1951). L’albumine sérique bovine (BSA) est utilis& comme protéine de référence ;

R2= coefficient de corrélation.
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1.2.3.2. Mesure de l'activité coagulante

L’activité coagulante des ECD NS et ECD A est déieée selon la méthode de
BERRIDGE (1945) modifiée par COLLINt al (1977) (Figure 10). Cette méthode consiste a
déterminer visuellement dans des conditions stalskes, le temps d’apparition des flocons
dd a la formation d’agrégats de caséine.

Cette transformation s’observe mieux sur un filmde lait dans un tube en rotation,
disposé sur un fond noir. Cette méthode donne desltats fiables avec une bonne
reproductibilité.

La méthode consiste a ajouter 1 ml d’extrait coaguub 10 ml de substrat standard
(poudre de lait reconstituée) a 30°C puis a netéemps de coagulation.

La préparation du substrat standard consiste as$oldtion de la poudre de lait type
(low heat) a 10% (P/V) dans une solution de G&CD1M) et ajustement du pH a 6,5 par
I'ajout d’'une solution de NaOH (0,1N). Celui-ci estsuite réparti dans des tubes a essais, a

raison de 2 ml/tube, suivi d’'une incubation dandaim marie a 30 °C pendant 15 min.

L'unité d’activité coagulante(U.A.C) ou "unité pugs" (U.P) est définie comme étant
la quantité d’enzyme par millilitre d’extrait enzgtigque qui provoque la floculation de 10 ml
de substrat en 100 sec a 30 °C. Elle est calcoldene suit UP=10xV/ TcxQ.

UP: unité présure ;
V: volume de substrat standard utilisé (ml) ;
Q : volume d’extrait coagulant (ml) ;

Tc : temps de coagulation (secondes).
1.2.3.2.1. Détermination de la température optimald’activité

Pour la détermination de la température optimalBagévité des extraits coagulants, le

lait a été porté a différentes températures : @048, 50, 60 et 80°C.

1.2.3.2.2. Détermination du pH optimal de l'activié

Le pH optimal de l'activité coagulante des extratgzymatiques a été déterminé en

faisant varier le pH du lait entre : 5,5, 6, 6,5 et
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Lait écrémé en poudre « Lowheat »

2 g £ 0,02 dissous dans 100 ml d'une solution d€l, 0,01M

Agitation

15 min, agitateur magnétique

4

Repos

60 min a température amtaant

\/

Répartition

Dans des tubes a essaisarrae 2 ml/tube

\

Incubation

Dans un bain marie a 30°Gtib

\

Addition de 200 pl de I'extrait

\ 4

Homogénéisation

Immédiate par une agitaticemuonelle rapide

\/

[ Trois retournements successifs apres 30 s d}

temps Zéro

\/

L'apparition des premiers flocons

correspondant au temps de coagulation

Figure 10 : Mesure du temps de floculation par la ithode de BERRIDGE(1945)
modifiée par COLLIN et al (1977).
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1.2.3.2.3. Détermination de la concentration optinia de CaC}

L’influence de la concentration en CaGur I'activité coagulante a été déterminée en
utilisant des concentrations variées de Ga®l01, 0,02, 0,03, 0,04 et 0,05 M.

1.2.3.3. Mesure de l'activité protéolytique

La mesure de l'activité protéolytique des extraitsagulants est déterminée par la
méthode de GREEN et STACKPOOLE (1975) (annexe Q7).

L’objectif de cette mesure est I'évaluation du talexdégradation du substrat (Caséine)
pendant la réaction enzymatique. Pour cela, on mee$u concentration en produits
d’hydrolyse des caséines solubles dans de l'acideldracétique (TCA) a ¥2. Le dosage

des peptides solubles est effectué selon la méim@denisée par LOWR¥t al (1951).

Les résultats s’expriment en termes de concentrati® tyrosine (ug/ml) d’extrait
enzymatique (FEDERICI, 1982 cité par HAMRANI, 20Q&)r référence a une courbe étalon
établie a partir de concentrations croissantes/@sine, variant de 10 a 100 pg/mlet a 660
nm (Figure 12).

Pour I'étude de l'activité protéolytique, la contmtion des extraits coagulants est
ajustée de facon a obtenir un temps de coagulat@in de 4 minutes, selon les conditions

standards de mesure de I'activité coagulante.
1.2.3.3.1. Préparation du substrat caséinique

Aprés écrémage du lait, les caséines bovines etloaa sont précipitées a pH 4,6 et
4,3, respectivement comme préconisé par SCHAMEA (1992) et WONGOHet al (1998)
(Figure 11) avec du HCI (4N). Elles sont ensuiteasées des protéines solubles qui restent
ensuspension, par centrifugation a (3500xg/15 iy les caséines bovines et (4000xg/30
min) pour les caséines camelines. Les fractionsadines et de protéines obtenues sont
dialysées contre I'eau distillée a 4 °C dans desibnanes de dialyse dont le seuil d’exclusion
est de 10000Da afin déliminer les composés azot#s protéiques, le lactose et les sels
minéraux.Aprés dialyse elles sont congelées a -2@Qf@s lyophilisées. Les caséines

lyophilisées sont solubilisées a 1 % (p/v) dansadiopon phosphate, pH 5,5.
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Lait

Ecrémage par centrifugation a 3500xg/20mi

Lait écrémé

¥

Précipitation (acidification a pH 4,6 pour les
caséines bovines et 4,3 pour les caséines
camelines avec du HCL, 4N)

L 2

[ Centrifugation a 3500xg/15min (caséines ]
nes)

[ Créme écarté ]

bovines) et 4000xg/30 min (caséines cameli

— 3

Caseéines Protéines sériques
+ traces de matieres + Lactose, azote non
grasses, sels... protéique, sels...

I_‘_I

Dialyse contre kO distillee/48h a
+4°C

\j

Congélation

v

Lyophilisation

Figure 11 : Protocole d’isolement des caséines edsiprotéines du lactosérum a partir du
lait bovin (SCHAMET et al, 1992) et du lait camelin (WONGOHet al, 1998).
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v=0011x v
1=0,983
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Concetration en tyrosine pg'ml

Figure 12: Courbe étalon du dosage des protéinesmpa méthode de LOWRY etal
(1951). La tyrosine est utilisée comme protéine déférence ; R?= coefficient de

corrélation.
1.2.4. Méthode électrophorétique

*Principe
L’électrophorese désigne une méthode d’analyseeefrattionnement, basée sur la
migration différentielle de particules chargéesngae cas les protéines) sous l'effet d’'un

champ électrique.

1.2.4.1. L’électrophorese sur gel de polyacrylamidd?AGE)

En dehors de I'électrophorése en veine liquide skgzarations des particules dans un
champ électrique sont souvent réalisées sur dgsodspsolides (papier, agarose, acétate de
cellulose et polyacrylamide). Parmi ces suppoetgdl de polyacrylamide étant I'un des plus

utilisés en raison d’un certain nombre d’avantag€s procure :

- transparence du gel, permettant une analyse itpteve des protéines par
densitometrie;
- reproductibilité élevée et facilité de mise erveey

- possibilité de servir comme tamis moléculaire.
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Notons que le gel de polyacrylamide correspond amétange, a des proportions
convenables, d’acrylamide et son comonomere le M8thylene-bis-acrylamide en utilisant
des catalyseurs comme le persulfate d’ammoniume eTEMED (tétra methyl éthylene
diamine). Ainsi, le degré de porosité du gel (oudétculation) est variable selon les indices T

et C choisis selon la relation :

T= (a+b/v).100 (%) ;

C= (b/a+b).100 (%) ;

a : acrylamide (9) ;

b : N,N’-métyléne-bis-acrylamide (g) ;

v : volume final de la solution (ml) ;

T : pourcentage de la concentration totale en [aerge + bis-acrylamide) ;

C : pourcentage de la concentration en (bis-acridanpar rapport au total (acrylamide

et bisacrylamide).
1.2.4.2. Electrophorése en conditions dissociantesdénaturantes (PAGE-SDS)
1.2.4.2.1. Conditions expérimentales

Les protocoles ont été optimisés au laboratoireBAR) en utilisant des mini-cuves

Hoefer SE 200 et SE 280. Le mode opératoire esgsepté en annexe 08.

L’électrophorése est réalisée selon la métliele AEMMLI et FAVRE (1973) en
conditions dissociantes et dénaturantes.

Le dodécyle sulfate de sodium « SDS » (CH3-(CHZ)EE3, Na+), est un détérgent
anionique et un puissant agent dénaturant. Enpeés#un agent réducteur chargé de rompre
les ponts disulfures, tel le 2-mercaptoéthano§ stmpérature élevée (3 a 4 mn a 100°C), il
permet de solubiliser les protéines et de se fixees derniers (dont les chaines sont ouvertes)
en leur conférant une charge négative.

La fixation du SDS sur les protéines permelimi@er le facteur de séparation selon
la charge. De ce fait, les différents composés amn$ différenciés par migration
électrophorétique que selon leur poids moléculaire.

La PAGE-SDS utilise un systeme biphasique, commrtenkeux gels: un gel de
concentration faiblement réticulé qui n'exerce auetfet de tamisage sur les protéines, et un

gel de séparation ou les composés seront sépdoédea poids moléculaire.

33



Matériel et méthodes

Pour cela, nous avons utilisé un gel de conceatrdli= 4,8 % et C= 2,8 %) en tampon
(TRIS, 0,5 M ; pH 6,8) et un gel de séparation (=% et C= 2,7 %) en tampon (TRIS, 1,50
M ; pH 8,8). Le tampon d’électrode est composéTdI$, 49 mM ; glycine, 384 mM ; SDS
1%, p/v ; pH 8,3).

1.2.4.2.2. Conditions générales et conduite de Bétrophorese
1.2.4.2.2.1. Préparation des échantillons destinad’analyse électrophorétique

L’extrait enzymatique est prélevé a raison de 1mmhgpuis mis en solution dans le
tampon de gel de concentration (TRIS 0,5 M), de DB %, p/v), de 2-mercaptoéthanol
(4%, viv) et d’eau distillée. Il est chauffé a 1G0pendant 3 a 4 minutes puis additionné de
glycérol (50 %, v/v). Du bleu de bromophénol esuég¢ comme indicateur coloré au tampon
pour permettre le suivi de la migration et repéadm de I'électrophorese.

1.2.4.2.2.2. Dép6t de I'échantillon dans le gel mlise sous tension

L’échantillon a analyser est déposé a raison dgl 2ans chaque puits, a l'aide d’'une
microseringue. L’unité d’électrophorése est misessiension appropriée et la migration doit

se dérouler en courant et voltage constants (20809Y).
1.2.4.2.2.3. Révélation des bandes de migration &@®phorétique

A la fin de la migration, le gel d'électrophoressudit les étapes suivantes :

- fixation : les protéines sont fixées par immarsidans une solution d’acide
trichloracétique (TCA) 12% (p/v) pendant 45 mn ;

— coloration : le gel est immergé 2 a 4 h dans soilation de coloration contenant du
bleu de Coomassie 0,2% (p/v) dissous dans unei@olobnstituée du mélange eau distillée
(1 volume), méthanol (1 volume) et TCA 2% (p/v) ;

— décoloration : elle est réalisée par immersiorgeludans le mélange (eau/ méthanol/

acide acétique).

1.2.4.3. Détermination des poids moléculaires desgpéines

L’existence d’'une relation linéaire dans la zonerdetionnement entre le Log (PM)et
la distance de migration, permet la déterminaties poids moléculaires des protéines. Pour
cela, nous avons fait migrer dans les mémes congitides protéines de MM connus, a

savoir, la sérum albumine (67 kDa), le_actoglobuline (18 kDa) et d-Lactalbumine (14
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kDa). Une courbe de calibration du gel de séparatéiablie en utilisant ces derniéres
protéines, a été tracée. Les PM des différentestéenprotéiques sont déterminés
graphiquement sur cette courbe Log (PM)=f (distafEmgure 13).

y = -0,087x + 2,001
R2=0,998

1E
16
14
1,2

LogPM

0,8
0,6
04
0,2
o T T
a 2 4 ] & 10 12

Distance de migration (cm)

Figure 13 : Courbe de calibration du gel de séparan en PAGE-SDS établie en utilisant
un standard protéique composé de BSA (67 kDd);Lactoglobuline (18 kDa) eta-
Lactalbumine (14 kDa).
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2. Résultats et discussion
2.1. Rendement d’extraction des enzymes coagulantes

Tableau V : Rendement d’extraction et concentratioren protéines pour les deux ECD

non sevré et adulte

Préparation enzymatique ECD NS ECD A

Rendement R(%) 6,16 6,28

Concentration en protéines
15,33 7,86
(mg/ml)

La méthode d’extraction de VALLE et FURET (1977)pbguée sur les caillettes de
dromadaires non sevrés et adultes nous a permisedio un rendement d’extraction égale a
6,16% et 6,28% respectivement (Tableau V).Avec lémm technique d’extraction,
BOUDJENAH, (2012) a obtenu un rendement d’extracéigal a 30% a une température de
42°C en travaillant sur la caillette de dromaddiette différence pourrait étre due a la nature

des tissus animaux utilisés et aux conditions exytales.

2.2. Caractérisation des extraits de caillettes ddromadaires non sevrés (NS) et
adultes (A)

2.2.1. Mesure de l'activité coagulante

La mesure du temps de floculation selon la métram@ERRIDGE (1945) modifiée
par COLLIN (1977) a permis de calculer I'activit@agulante exprimée par le nombre d’unité
présure (UP) (Tableau VI).

Tableau VI: Activité coagulante (UP) des deux ECD

Préparation enzymatique ECD NS ECD A

Activité coagulante (UP) 12,5 9,09

Il ressort de ce tableau que I'activité coagulgbte) varie d'un ECD a l'autre. L’extrait
issu de caillette de dromadaire non sevré monteeactivité coagulante (UP) de 12,5 qui est

légerement supérieure a celle obtenue avec I'éxtisEu de caillettede dromadaire
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adulte(9,09). Nos résultats ne concordent pas agag rapportés par SIBOUKEUR al
(2005), BOUDJENAH-HAROUNEet al (2011) et BOUDJENAH-HAROUNt al (2014) qui
ont montré que les extraits provenant de caillettesdromadaires agés présentent une
meilleure activité coagulante pour le lait camejire ceux provenant de jeunes dromadaires.
La différence d’activité peut étre associée a IHédince de concentrations protéiques

trouvées dans les deux ECD.

Suivant la méme méthode de mesure de l'activit§uwaate, BOUDJENAH-HAROUN
et al (2012) ont trouvé une activité coagulante (AC)Ogel avec une concentration de 1,64
mg/ml pour une préparation enzymatique issue diettai d’'un dromadaire adulte, alors
gu’elle est de 0,135pour I'extrait de caillettediemadaire non sevré qui a une concentration
de 1,26 mg/mlLISSELNANIEt al (2016) ont indiqué une AC de 3,91 avec I'extraittk’un
dromadaire adulte ayant une quantité de protéiae€dng.

D'aprés HESSAS (2001), le nombre d'unités présonéeaues dans le méme volume
d'extraits varie selon leur origine. LECD NS €eECD A ont été préparés dans les mémes
conditions et ne different que par I'age du dronraddont ils proviennent, ce qui peut

expliquer I'écart obtenu dans leur activité coagtéda

D’une part, ECK et GILLIS (1997) et BROOME et HICKE1990) indiquent que la
chymosine est I'enzyme majeure responsable d’amsn®b% de I'activité coagulante totale
et la pepsine n'assure que 20%. D’autre part, SIRBUR et al (2005) rapportent quea |
sécrétion de la chymosine diminue au cours de déssance de I'animal au profit de la
pepsine et s'arréte presque totalement aprés seviag ce fait, la meilleure activité
coagulante obtenue avec 'ECD NS pourrait étrébaiie au taux de chymosine contenu dans

cet extrait qui peut étre supérieur par rappoE&D A.

D’aprés ALAIS et MULTON (1963), la production d’eymae par cailletted’agneau est

inversement proportionnelle a son poids.

2.2.1.1.Les facteurs affectant I'activité coagulaetde 'ECD NS et de 'ECD A

2.2.1.1.1. Effet de la température sur l'activité cagulante de I'ECD NS et de
'ECD A

La température affecte fortement la coagulatiorleetemps de coagulation du lait
(DYBOWSKA et FUJIO, 1996 ; TROCét al, 2017).
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La détermination de la température optimale d'@eétides ECD NS et ECD A a été
réalisée en mesurant le temps de coagulation éreliffes températures du lait standard allant
de 20°C a 80°C.

D'aprés la figure 14, les comportements des ECDHiésu présentent une légére
différence. En effet, quel que soit la températliieCD NS donne la meilleure activité
coagulante par rapport a 'ECD A.

A des températures de 20°C a 60°C l'activité comgel augmente progressivement
pour les deux extraits enzymatiques.

La meilleure activité coagulante pour les deux E€4D obtenue a la température de
60°C. Au-dela de cette valeur, I'activité baisseiples deux extraits et fini par s’annuler a
80°C. A cette température, les enzymes coagulaptésentes dans les extraits sont

dénaturées.

=—ECDA —e—ECDNS
g0

0

&0

e,
=

Activité coagulante (UF)

0 20 40 &0 20 100
Température (°C)

Figure 14 : Influence de la température sur l'activté coagulante de 'ECD NS et 'ECD
A.

TROCHet al (2017) ont rapporté, dans leur description du ¢gsas de coagulation du

lait par la présure et les facteurs qui l'influemigequ’au-dessous de 10°C, I'enzyme reste
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active mais le gel ne se forme pas. Entre 10°Q0&€ 2la coagulation est lente. A 40°C la
présure a présenté une activité coagulante optirGalte activité ralentie au-dessus de 42°C
et s’arréte complétement a 55°C.

Comparativement a la présure bovine, les ECD N\ edemblent renfermer des
enzymes coagulantes présentant une thérmostaslitéie. Celle-ci serait due a la structure
de ces enzymes et les liaisons qui en existent.

Selon NOUANEt a2011), la température optimale de la pepsine igerifle poulet est
de 40°C.L'enzyme est totalement inactive a une éeatpre du lait égale a 55°C. HAMIet
al (2017) ont réalisé la coagulation du lait de drdamg par I'extrait enzymatique issu de la
couche de kaolin du gésier de poulet. Cet extvaiit aine température optimale de 42°C.

ABOU EL-YAZID ABD EL-SALAM et al (2017pnt signalé que I'optimum d’action
pour la préparation enzymatique coagulante extraiés fleurs violettes d'artichaut
(Cynaracardunculud.. ssp scolymu} a été observé a 60°C.

Une enzyme coagulante microbienne isolée a pdtredculture ddBacillus cereusa
été éetudiée par MELACHOURIS et TUCKEY (1968). Léegse maximale de coagulation de
celle-ci a été obtenue a 75-80°C.

D’aprésROGELJet al (2001), la présure bovine et la chymosine de veaambinante
ont un optimum d’activité¢ coagulante a une tempgeatde 45°C contre 40°C pour
lachymosine d'agneau recombinante.

D’aprés les résultats des auteurs cités dessugniBgnes coagulantes provenant de
microorganismes ainsi que de végétaux semblent &vahérmostabilité la plus importante

par rapport a celles issus d’autres organismes.

2.2.1.1.2. Effet du pH sur I'activité coagulante dEECD NS et 'TECD A

L’influence du ph du lait sur I'activité coagulanfgP) des ECD est illustrée dans la
figure 15.

D’aprés nos résultats, les deux préparations enzgues sont sensibles aux variations
du pH du lait avec un comportement tres semblablgctivité coagulante optimale est
révélée a pH 5,5(100 UP pour 'ECD NS contre 75 pdur 'ECD A). Au-dela de
cettevaleur I'activité diminue jusqu’a atteindrepBl 7, 0,33 et 0,24, respectivement pour
'ECD NS et 'ECD A.
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Les travaux menés par BOUJENAH-HAROUWH al (2012) ont montré un optimum
d’'activité au pH égal a 5,8-6 pour des extraitsgobents issus de caillettes de dromadaires
adultes.

Selon CROGUENNECEt al (2008) cité par TORCIdt al (2017), LOPEZet al (1998)et
LENOIR et al (2006) le pH optimum d’activité des enzymes coagids d’origine animale
est d’environ 5,1-5,5 pour la chymosine et 2 a Grpa pepsine et sont inactivées a des pH

supérieurs a 7.

=0~ECDNS -ECD A
120
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Activité coagulante (UF)

20

E = = g5 7 7,5
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Figure 15 : Influence du pH du lait sur I'activité coagulante de 'TECD NS et 'ECD A.

MAACHOU (2004) indique une activité coagulante amle au pH 5,5 pour la pepsine
purifiée de poisson. HAARRt al (1982) cité par HAMRANI (2008) rapportent que ld p
maximal de coagulation de la pepsine porcine se fhtre 6,4 et 6,6 et au-dela de cette
valeur son activité diminue considérablement, partre la pepsine bovine est capable de
coaguler le lait a pH 6,8.

Concernant les travaux réalisés sur les protéasgstales et microbiennes, MOUZALI
(2001) a indiqué pour I'extrait brut de cardon uih gptimum d’action égal a 5,2, KUMABt
al (2010) ont trouvé une activité coagulante optimaleH 5,5 de protéase dehizopus

oryzaeeet FERNANI (2003) a constaté une activité optimal@H 5,5 pour une protéase
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purifiée des graines de melon. Une activité coagalaptimale pour la coagulase Bacillus
subtilis (Lc 33) a été obtenue, d’aprées MATOUB (2000), au pH 6,2.

D’aprés RAMET (1990)la diminution du PH du lait de 7 a 5,2 entraine uéguction
du temps de coagulation. Cet abaissement infludaceéaction d’agrégation suite a
ladéstabilisationdes micelles liée a la diminutide la charge nette de la caséine
(DALGLEISH et LAW, 1988 ; GASTALDIet al, 1996) et la libération d’ions de calcium par
solubilisation du phosphate de calcium micellaWttSSERet al, 1980 ; LE GRAET et BRUL,
1993). Ceci pourrait expliquer le temps de coagutatourt qu’'on a obtenu a pH 5,5.

2.2.1.1.3. Effet de la concentration en Caglur I'activité coagulante de 'ECD NS
et 'ECD A

Le calcium semble étre le facteur déterminant dptitude du lait & la coagulation
(NOUANI et al, 2011) Sa teneur affecte le temps de coagulation et lmd&r du gel
(TROCHet al, 2017).

L’évolution de l'activité coagulante sur le substetandard par les deux extraits
enzymatiques étudiés (ECD NS et ECD A) en fonctienla concentration en CaGbst

montrée par la figure 16.
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Figure 16 : Influence de la concentration en CaGsur I'activité coagulante de 'lECD NS
et 'ECD A.
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La figure montre que les deux ECD agissent preggu@ méme maniere vis-a-vis des
différentes concentrations de CaQl’'ECD NS présente les activités coagulantes les p
importantes par rapport a I'ECD A pour les concaidns allant de 0,01M a 0,03M. A 0,04M
I'activité coagulante est similaire entre les d&@D. L’'optimum d’activité est obtenu avec
une concentration en Ca@é 0,05M pour les deux ECD, avec une meilleureviéd&tobtenue
avec 'ECD A.

On observe également que I'élévation de la conatoitr en CaGest accompagnée de
'augmentation de I'activité de coagulation sauk aoncentrations de 0,02M pour les deux
ECD. En effet,de nombreux travaux montrent qu’umichissement en calcium ionique
entraine un raccourcissement du temps de flocalagtodonc une élévation de l'activité
coagulant (RAMET et WEBER, 1980 ; SANDR#A al, 2012 ; KAMAL et al, 2017).

D’aprés RAMET et WEBER (1980), I'addition de qua@si croissantes de Caal lait
entraine une augmentation de la teneur en phospgeatalcium colloidal et intervient aussi
sur I'abaissement du pH, provoquant la modificaties équilibres salins et la réduction de la
stabilité micellaire. Il résulte de cette actioneuhausse de l'activité coagulante, mais
€galement une augmentation de la fermeté du geléfoelon SANDR/Aet al (2012), I'ajout
de chlorure de calcium, en plus de son effet sdier@meté des gels, augmente le rendement
encaillé.

La présure a un optimum d’activité, selon NOUAdtlal (2011), a 0,04M de CaflLes
mémes auteurs indiquent que la protéase coaguéattaite a partir du proventricule de
poulet GALLUS GALLU¥possede une meilleure activité a 0,02M.

ABD EL-SALAM et al (2017) ont montré que lI'extrait coagulant brut disirs
violettes d'artichaut Qynara cardunculud. ssp scolymu} présente son optimum

d’action a une concentration de Cgigiale a 0,04M contre 0,16M pour I'extrait purifié.
2.2.2. Mesure de l'activité protéolytique

La mesure de I'activité protéolytique des extraitsis permet de caractériser le pouvoir
protéolytiqgue de chacun, par la mesure du tauxepiges issus de I'hydrolyse enzymatique
des caséines bovines et camelines par les deuarptéms coagulantes (ECD NS et ECD A)
obtenu par la mesure de I'absorbance a 660 nmr-Q).

Nous avons employé la pepsine porcine (PP) et yanokine bovine recombinante

(CBR) comme témoins.
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Le taux de peptides libés par les extraits enzymatiques étudiés et par les
références (PP et CBR) est proportionnel a leuvigEeprotéolytique

D’apres la figure 13)'activité protéolytiqut de la PPsur les caséines bovines
camelines est la plumportante, suivie par 'ECD NS, puis 'ECD A etfenle CBR qui
présente l'activité protéolytique la plus faibleeg@ndant, I'activité protéolytique semble
importante sur les caséines camelines que suatgsnes bovine

L’activité protéolytiquede 'ECD A sur les caséines bovines est prochead€BR,
contrairement a I'ECD NS qui présente une actipitiche de la PF

Sur les caséines camelines, on a noté une pluslgyractivité protéolytique avec |
guatre extraits avec une activsimilaire d'une part, entre 'ECD A eaICBR et d’autre par
entrelECD NS et la PP. Cela laisse supposer gy en a une plus grande hydrolyse
caséines avec libération des acides aminés airsiles peptides de faibles poids molécul
avec 'E( NS qu’avec 'ECD A

H Caséines bovines mCaséines cameline
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Figure 17 : Le taux de peptides issus de la protéolyse des cas8ibovines et cameline
par les ECD NS, ECD A, PP et CBF

Au cours de la coagulation du lait, en plus detd@ie de la caséirk, d’autres sites
comme la caséinasiet  sont susceptiblea la protéolyse. Cette hydrolyse différe d’t
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enzyme a une autre. L'attaque de la casémet p par la chymosine est plus lente que
I'attaque spécifique de la caséimear un facteur d’environ 100 (DALGLEISH, 1982).

Nos résultats concordent avec ceux trouvéspar HES&EA01), SIBOUKEURet al
(2005) et BOUDJENAH-HAROUNet al (2014), qui ont montré que I'extrait gastriqueuiss
de caillette d’'un dromadaire adulte est caractguaeune activité moins importante qu’un
extrait issu de caillette de dromadaire non sevré.

Une forte activité protéolytique est généralemedgsirable en technologie laitiere car,
si la quantité de peptides libérés de cette hydeolgnzymatique est élevée elle serait a

I'origine du développement d’amertume dans les &ges (SIBOUKEURet al, 2005).

2.1.3. Le rapport activité coagulante /activité preeolytique (AC/AP)

Le rapport de I'activité coagulante sur I'activigéotéolytique mesurée sur les caséines
bovines et camelines est indiqué dans le tableau VI

Tableau VIl : Rapport AC/AP pour les extraits coagulants.

Caséines bovines | Caséines camelines
ECD NS 446,43 344,35
ECD A 413,18 275,45

Nous remarquons que le rapport AC/AP est plus itapordans le cas des caséines
bovines avec une valeur plus élevéepour 'lECD N&ud\constatons que l'activité des ECD
est meilleure sur les caséines bovines que sgakEsnes camelines.

D’aprés FOXet al (2000) cité par HATTEMet al (2017)des extraits de caillettes de
dromadaires ont été utilisés pour coaguler ledivache avec succés. De plus, JENSEAI
(2013) indiquent quela chymosine cameline recombinante présente urnwitécde
coagulation supérieure de 70% a celle de la chymedsovine recombinante vis-a-vis du lait
bovin.

Le rapport de l'activité coagulante sur I'activipgotéolytique pour les préparations
enzymatiques représente l'indice d’appréciatiotadiualité des enzymes coagulantes.

Sa mesure permet de déterminer I'aptitude d’'unpgregion enzymatique a coaguler le
lait et nous renseigne également sur la qualitpraduit fini, car une valeur élevée de ce
rapport reflete un excellent produit avec une feéntesirable et aucune libération d’arbmes

amers.
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2.3. Analyse électrophorétique en conditions dissentes et dénaturantes (PAGE-
SDS) des extraits de caillettes de dromadaires neevrés et adultes

Dans le but d’avoir une idée sur la nature desédifices pouvant étre mises en
evidenceentre un extrait de caillette provenanh dinimal non sevré et celui provenant d’un
animal adule, nous avons examiné le comportementedeextraits en électrophorese en
conditions dissociantes et dénaturantes en présen&@ndécyl Sulfate de Sodium (SDS) et
du p mércaptoéthanol. Le profil électophorétique obtesireprésenté dans la figure 18.

Les deux extraits d’origines différentes varient ngla leur comportement
électrophorétique ce qui reflete I'existence defédénces quantitatives et qualitatives
remarquables dans leur composition protéique.

Sur I'électrophorégramme, les protéines migrentomation de leur poids moléculaire,
sous forme de bandes de largeur et d'intensitéreifites. Celles qui présentent une largeur et
une intensité de coloration plus ou moins impogargont notées A, B et C selon l'ordre
croissant de leur migration. Tandis que les pre®présentant des bandesproches et de faible
intensité sont groupées dans deux zones notées((@)

En comparant les profils des deux ECD, nous camssajue :

La bande A est présente dans 'ECD NS et 'ECD Aisnavec une plus forte intensité
au niveau de I'ECD A. Ceci peut étre attribué aceacentration élevée dans ce
dernier par rapport a 'TECD NS. Sa masse moléaul@iM) est d’environ 41,51 kDa
et migre a un niveau tres proche de la chymosinenbaecombinante ayant une MM
d’environ 44 kDa, mais aussi légéerement inférieweblui de la pepsine porcine qui
possede une MM d’environ 48 kDa. Il a été rapppeé ANDREN (1992) que chez
l'espéce bovine, aprés la naissance, le veau prodies quantités faibles de
pepsinogene, mais avec l'age sa seécrétion augmentdevient le zymogene
prédominant dans la caillett&ROOME et LIMSOWTIN (1998)ont également
rapporté que la caillette d’'un animal mature peanhtenir jusqu'a 90 a 94%
depepsine.Donc, nous pouvons suggérer que la bandkintensité croissante en
allant de 'ECD NS a 'ECD A et d’'un PM situé auisinage des deux enzymes de
référence (pepsine et chymosine), pourrait cormedmoa la pepsine. Ceci pourrait
étre confirmé par les résultats de ISSELNANEal (2016), qui ont montré que

I'extrait de caillettede dromadaire adulte purifiesente une seule bande sur PAGE-
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SDS avec une MM de 38 kDa et qui migre de faconlaira a la pepsine porcine sur
PAGE native ;

PM (KDa)

><+— Zone (a)

Bande A Bande A
Bande E
Zone (b) —— 4
Bande C

Figure 18: Profil électrophorétique en PAGE-SDS awep-ME des extraits de caillettes de
dromadaires. (T=17%, C=2,7%).

NS : extrait de caillette de dromadaire non se(i#€&D NS) ;
A : extrait de caillette de dromadaire adulte (E&€D
C : chymosine bovine recombinante (Chymax) ;

P : pepsine porcine ;

Protéines étalons (Sérum Albumine Bovine 67 kPd.actoglobuline 18 kDa g-
Lactalbumine 14 kDa.
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La bande B, contrairement a la bande A, est d'sitérimportante dans 'ECD NS et
tres faible dans 'ECD A. Son niveau de migratieh gresque proche de celui de la
chymosine recombinante. Elle comporte une MM awaisi 39 kDa qui est tres
proche de celle trouvée par KAPPELER al (2006) pour la chymosine cameline
recombinante (40 kDa). GARNO®Et al (1977), GUILLOTEAU et al (1984) et
ANDREN (1992) indiquent que la concentration derobgine chez un veau nouveau-
né est 5 a 10 fois plus supérieure a celle de paipe A et semble étre indépendante
de I'dge de I'animal, mais sensiblement liée aldi@ment. On se référant a ces

résultats on pourrait associer la bande B a la cisyme ;

La bande C, la plus large et la plus intense deslds obtenues, est bien focalisée
dans les deux extraits. Elle correspond a un PNivifen 17 kDa. Nous pouvons
supposer qu’elle pourrait correspondre au lysozy@nen se réféere a ce qui est
rapporté par JOLLE®t al (1990). Ces auteurs indiquent que le lysozyme darsel
focalise en une seule bande lors d’'une électrogbedPAGE SDS dont la MM est de
I'ordre de 14,795 kDa.

Le lysozyme est sécrété dans la lumiére de I'estopeticulierement au niveau de la
partie fundique de la muqueuse, en concentratitmeés PAHUD et WIDMER,
1982 cité paDOBSONet al1984)ce qui est traduit par la forte intensitdadbande
C. d’'apres DOBSONMet al (1984), le lysozyme est exprimé a tous les ageg ldwe
ruminants, ce qui pourrait expliquer I'apparitiom ld bande C dans les deux ECD ;

Les bandes protéiques de la zone (a) contenuedaetadsux ECD se caractérisent par
une faible intensité de coloration, un niveau dgration presque similaire et des MM

supérieurs a 50 kDa ;

La zone (b) renferme des bandes d’intensité fablde MM compris entre 36 kDa et
23 kDa. Trois bandes sont observées uniquementl@®B NS, ce qui nous permet
de supposer que I'extrait de caillette du jeuner@drdaire posséde des protéines de

réle indéterminé que le dromadaire adulte auradypau cours de son évolution.
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Conclusion générale

Nous avons effectué I'extraction des enzymes ceages a partir de caillettes d’'un
dromadaire non sevré (13 mois) et d'un autre ad(8teans) en adoptant un protocole
d’isolement approprié.

Deux préparations coagulantes brutes ont été obsefiECD NS et 'ECD A). Ces
deux extraits avaientune teneur en protéines égald5,33 mg/ml) et (7,86 mg/ml),

respectivement.

Ces ECD ont été testés sur leurs activités coatpdaat protéolytiques. Les résultats ont
montré qu’ils ont tous deux un bon pouvoir coagukarec une meilleure aptitude a coaguler
le lait standard marquée pour 'ECD NS. L’activiéotéolytique évaluée sur les caséines
bovines et camelines était plus faible avec 'ECDgée 'ECD NS, notant un niveau de

protéolyse plus élevé sur les caséines camelines.

La détermination du rapportde I'activité coagulasie I'activité protéolytique a revélé
gue les ECD sont meilleures sur les caséines beyjue les caséines camelines et que I'ECD

NS présente le rapport activité coagulante/actpiitd€olytique le plus élevé.

La mesure de l'activité coagulante aux différerdesditions de température, de pH et
de concentration en CaChffirme que l'activité optimal est atteinte eflisant ces extraits a
des températures allant de 40°C a 60°C, un pHrvale 5,5 et une concentration de
CaClbégale a 0,05M.

Afin de comparer la composition protéique des d&GD, nous avons utiliséune
PAGE-SDS. L’électrophorégramme obtenu a révélédiiiérence dans le contenu protéique
des extraits. LECD NS renferme une bande qui mounorrespondre a la chymosine. La
principale bande pour 'ECD A pourrait étre une fiep, cette bande a été également
observée pour 'ECD NS mais avec une plus failenisité. Au niveau de I'ECD A ,la bande
qui peut étre attribuée a la chymosine est faibfegmeprésentée.

En perspectives, I'approfondissement dans I'étudculaire des enzymes coagulantes
issus de dromadaires non sevrés et adultes, otilistierentes techniques de séparation et de
séquencage, est nécessaire pour cerner la resatiariure-fonction et comprendre a quoi sont
dues les différences d’activités entre ces enzymiespntribuer ainsi a les comparer avec

celles d’autres especes.
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Annexe 01 : Répatrtition et effectifs camelins en Afque et en Asie (Milliers de tétes
(SENOUSSIet al, 2017).

L-Maroc ot Sahara
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3 Tumisia 20-Syrie
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é-Mauritanie 25-Palectined
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$-Burkinafaze 2&-lran
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China

240 Mongolie 266

Fid, Russe 63 Dwzhékistan 17
Kazaliisian 143 Turkménisian 40

Economie camelin trés importante

Economie camelin importante

[ - | Economie camelin secondaire
I:] Economie camelin marginale

* Ce chiffre inclut les effectifs du Maroc et
das "provinces sahariennes™

*= Ca chiffro inclut les effoctifs do
Palestine ef du Liban

*** Co chiffre inclut les effectifs du Koweit,
de Barhein ot du Quatar

Annexe 02 : évolution des effectifs camelins en Adge (SENOUSSIet al, 2017).

E flectifs Camelins




Annexe 03 : Les espéces laitieres dans le monde {fAet KONUSPAYEVA, 2017).
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Annexe 04 : La part du lait de chamelle dans le mate (FAYE et KONUSPAYEVA,

2017).
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Annexe 05 : Les sacs glandulaires (Faye, 1997 qitgr TITAOUINE M ,2006).

——

Annexe 06 : Détermination de la teneur en protéingsar la méthode de LOWRYet al

(1951)
1. Solutions
Solution alcaline A
=S0UdE 0,1 Nooiii i e 500 ml
- Carbonate de sodium anhydre (Na2CO3)..........ccovvveiiiiininns 10g

Solution cuivrique B
- CuS04, 5 H20 (0,32 g/100 MI)...eiviiiie e 2 ml
- Tartrate double de Na et de K (1 g/100 ml)....................2.ml

Solution C
- S OIULION A 50 ml
SSOIUtION B eI M



Solution mére de BSA

- Eau distillée (gSp).....cvvvveiiiiiiiiiiiieie e a2, 100 M

Gamme étalon

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

Concentration en BSApg/ml 0 10 30 60 70 80 90
Solution mere de BSA gl) 0 100 | 250 600, 700 800 900D
Eau distillée (ul) 1000 900| 750 400 300 200 100
2. Méthode

- 1 ml d’échantillon contenant 1Q@ de protéine maximum et 2% minimum :
- ajouter 5 ml de solution C et mélanger ;

- laisser 10 mn a température ambiante ;

- ajouter 0,5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu ;

- laisser 30 mn a I'obscurité ;

- lire la DO a 750 nm.

3. Expression des résultats
Une courbe étalon est tracée en portant sur I'eseatiscisses, les concentrations en

BSA des dilutions (gamme étalon) préalablementanégs et sur I'axe des ordonnées, les

D.O mesurées respectivement pour chaque dilution.

La concentration en protéine inconnue X, est déte¥enen portant la valeur de la

D.O correspondante sur I'axe des ordonnées qainssiite projetée sur I'axe des abscisses.



Annexe 07 : Mesure de I'activité protéolytique pata méthode de GREEN et
STACKPOOLE (1975).

1. Préparation de la solution tampon phosphate
Solution A : phosphate mono potassique
9,073 g/l (KK PQy)
Solution B : phosphate disodique
11,87g/l (NaHPQ;. 2 H,0)
Pour avoir une solution tampon a pH = 5,5 mélanger
97,3 ml de A+ (100-97,3) de B.
2. Condition d’hydrolyse
1 ml de la solution de caséine a 2% dans le tampwsphate (pH 5,5) est
additionné a 1 ml d’extrait enzymatique dilué. Lélamge réactionnel ainsi préparé est
incubé pendant 1 heure a 35 °C.
Apres incubation, la réaction enzymatique est apper addition de 5 ml de solution
trichloracétique (T.C.A) a 12% (P/V). Apres 15 mieside repos, il se forme un précipité

blanc que I'on sépare par centrifugation a 620000

3. Préparation de I'échantillon

A 1 ml de filtrat (surnageant obtenu) sont addii@n 5 ml de la solution C. on
mélange puis on laisse incuber pendant 10 minuaes t& bain marré a 35 °C. Dans
chaque tube, on ajoute 0,5 ml de réactif Folin eateu et on agite immédiatement. On

continue I'incubation pendant 20 minutes.

4. Préparation du témoin
A 1 ml de la solution caséinique a 2% sont additén5 ml de T.C.A a 12 % (pour
empécher la réaction enzymatique) puis 1 ml d'éxeazymatique dilué. Le mélange

ainsi préparé est traité de la méme facon que geéaodent.
5. Courbe étalon de tyrosine

Solution étalon tyrosine a raison de 1Q@/ml dans une solution tampon phosphate.
Gamme étalon :des solutions diluées de concentrations croissarzé, 40, 50, 60, 70,
80 ug/ml sont préparées a partir de la solution étalon.

Dosage :méthode de LOWRY (annexe 06).



Annexe 08 : Electrophorése en présence de SDS etdmercaptoéthanol (PAGE-SDS).

1. Solutions

Solution d’acrylamide (A)

ACTylamide.......oooveie i 3750
Bis-acrylamide.............coooo i 1lg
Eau distillée (SP)....cvvvveviiiiie i, 100 ml

Tampon du gel de séparation (S)

Eau distillée..............ccooveiiiiiiiiiiee ... 100 mi
Ajuster a pH 8,8 avec de 'HCI 4 N (6N)

Tampon du gel de concentration (C)

Eau distillée (QSP)....vvvveeieiie e, 100ml
Ajuster a pH 6,8 avec de 'HCI 4 N (6N)

Tampon d’électrode 5X (garder a +4°C) solution mere

GIYCINE.. e, 729
Eau distillée (qSp)......cocvveveiiiiieiiiieiiee e e, 1000ml
Ajuster a pH 8,3 avec du Tris si le pH de la soltest _ valeur normal (8,3-8,5)

Tampon d’électrode 1X + SDS (garder a T ambiante)
Tampon d’électrode 5X.........cocooiiiiiiiinnicmn s 200ml
S S . 10ml (10%)
Eau distillée (QSp)......cocovvvvevieiiiiii e nn.....1000ml

Tampon d’échantillon 2X

SOIULION (C) vt 500!
Eau distillée.............cooi i 25d
SDS 10 %0 e 20d

2-mercaptoéthanol................cooo i, hD



Dissoudre 1 mg de protéines lyophilisées dans.8d@ ce tampon
Chauffage a 95°C pendant 4 & 5 mn puis refroidisda bain d’eau froide
Ajouter 200ul d’'une solution de glycérol 50 % (v/v) et quelqueains de bleu
debromophénol
» Coloration au Bleu de Coomassie R 250

Solution de fixation

Solution de coloration
Bleu de Coomassie R 250..........cccovvveviii e, 0,5g

Méthanol..........cooeeii i 100mI
Eaudistillée........cocooei ... 100mI

Solution de décoloration
Acide acetique..........ooviiiiie i, 37,5ml
Eau distillée...............cooviviii e 312,5ml
Méthanol.............cooooev i 150m1

Solution de persulfate d'ammonium
Persulfate d'ammonium..................................0,1g

Eau distillée (gSP) ... vveereee i e, 1mi

2. Electrophorese
Préparation du gel de séparation T =17 % et C = 2,7 % (pour une plaque)
Solution (A)..vev 203,23 M

SOIUtION (S)..v i 1,87ml
Eaudistillée............cooooviiiiii i 2,27mi
SDS 10 %0.eeeieieeeeeeeei e 78
TEMED. ... 11l

Persulfated’ammonium 10 %................... ccewenr.. LOQU

Couler a environ 1,5 cm du sommet de la plaque @adre hauteur



Préparation du gel de concentration T =4 % et C = 2,7 % (pour une plague)

Solution (A)...oovieiiii e 2. D00
SOIUtIoON (C).vnie i 1,25ml
Eaudistillée............coovviiinnn3,2mi
SDS A 10%....cccceeeeeeiieieeiee e 5d
TEMED....oo 11
Persulfate d’ammonium a 10%................eceeeeeneee 5@l

Couler immédiatement sur le gel de séparation pétigé et mettre le peigne
Dép6t d’échantillon : 20 pl
Mise sous tension 20 mA, 200 V
Fixation : 45 minutes dans la solution de fixation (cas deolaration au Bleu deCoomassie)
Coloration : 1 heure dans la solution de coloration.

Décoloration : dans la solution de décoloration.



