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Résumé :

Le lait de chamelle présente sans aucun doute un intérét particulier pour les nomades et les populations du
sud, car il est parfaitement conforme aux exigences de ’homme vu sa haute teneur en nutriments de base
(protéines, lipides), en vitamine C. Son systéme protecteur naturel puissant (lysozyme, lactoperoxydase,
lactoferrine, immunoglobulines) le distingue du lait bovin. Il est constitué de 2,15 a5 7 des protéines.

Ces protéines peuvent subissent diverse modification qui peuvent étre bénéfique ou pas et impliquent le
changement de la nature chimique des résidus d’acides aminés. Parmi ces modifications on trouve la
désamidation non enzymatique des résidus Asn et GIn. Pour mettre en évidence ce phénomeéne, le lactosérum
du lait camelin collecté dans la région d’Ouargla (Algérie) ont été purifiées puis désamidé dans tampon
phosphate de sodium a 37°C et a ph 8,4. Un contrdle électrophorétique a été effectué en conditions non

dénaturantes et non dissociantes (PAGE-Native).

Il a été rapporté que cette modification permet d’ameliorées les propriétés techno-fonctionnelles des
protéines végétales. Afin d’évaluer son effet sur les protéines sériques camelines plusieurs méthodes ont été
utilisées. Tel que I’agitation pour le pouvoir moussant, la méthode de biuret pour la solubilité et mesurée des
absorbances pour I‘émulsifiant. Et a la fin un test d’activité antioxydante a été effectué par le piégeage du
radical DPPH. Les résultats obtenus montrent une amélioration des propriétés de lactosérum désamidées
comparativement aux natives. D’aprés ces résultats en concluant que la désamidation non enzymatique de

I’a-Lac cameline présente des propriétés fonctionnelles plus importantes que a-Lac natif.

Mots clés : lait camelin, a-Lactaloumine, désamidation non enzymatique, propriétés moussantes, propriétés

émulsifiantes, solubilité.



Summary

Camel milk is undoubtedly of particular interest to nomads and southern populations, as it is perfectly in line
with human requirements given its high content of basic nutrients (proteins, lipids), vitamin C. Its powerful
natural protective system (lysozyme, lactoperoxydase, lactoferrin, immunoglobulins) distinguishes it from
bovine milk. It consists of 2.15 to 5 7 of serum proteins.

These proteins can undergo various modifications that may or may not be beneficial and involve changing
the chemical nature of the amino acid residues. Among these modifications is the non-enzymatic deamidation
of Asn and GIn residues. To demonstrate this phenomenon, camel milk whey collected in the region of Ouargla
(Algeria) was purified and deamidated in sodium phosphate buffer at 37°C and ph 8.4. After four days of
incubation, an electrophoretic control was performed under non-denaturing and non-dissociating conditions
(PAGE-Native).

It has been reported that this modification improves the techno-functional properties of plant proteins. In
order to evaluate its effect on camel serum proteins, several methods were used. Such as stirring for foaming
power, biuret method for solubility and measured absorbances for the emulsifier. And at the end a test of
antioxidant activity was carried out by the scavenging of the DPPH radical. The results obtained show an
improvement in the properties of deamidated whey compared to the native ones. From these results it is
concluded that non-enzymatic deamidation of camelina a-Lac has more important functional properties than

native a-Lac.

Keywords: camel milk, a-Lactaloumin, non-enzymatic deamidation, foaming properties, emulsifying
properties, solubility
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Introduction

Depuis un temps tres lointain, le lait de chamelle constitue une principale ressource
alimentaire pour les peuples nomades qui le consomme habituellement. Il présent une
composition physico-chimique relativement ressemble de celle du lait bovin et commune avec
le lait de la femme de fait de 1’absence de la B-Lactoglobuline dans les deux laits. Ce lait se
singularise néanmoins par une teneur élevée en vitamine C et par la présence d’un puissant
systeme protecteur, lié a des taux relativement élevés en Lysozyme, en Lactoperoxydase, en
lactoferrine et en bactériocines produites par les bactéries lactiques.

Les protéines de lactosérum se définissent comme la fraction protéique soluble
obtenue lors de la précipitation des caséines. Elles représentent 20% de 1’azote totale du lait.
La fraction protéine soluble de lait camelin contient une protéine majeure, 1’a-lactalbumine et
d’autres constituants : le sérum albumine cameline, lactoferrine, des immunoglobulines, les

protéoses peptones.

Les protéines sériques sont caractérisées par des propriétés immunitaires et
nutritionnelles ainsi que techno-fonctionnelles trés intéressantes et recherchées dans les divers
domaines d’utilisation (patisserie, pharmacie, produits agroalimentaires, aliments
diététiques...). Les propriétés techno-fonctionnelles de ces protéines ont fait l'objet de

nombreuses études expérimentales.

Les modifications chimiques des protéines alimentaires sont réalisées dans le but d'améliorer
leurs propriétés fonctionnelles (la solubilité, les propriétés émulsifiantes, moussantes,

d'hydratation et de gélification).

L’orientation de la demande du consommateur vers des aliments fonctionnels, c’est-a-
dire possédant des composants physiologiquement actifs aux effets bénéfiques pour la santé, au-
dela de la simple nutrition de base, conduit les industriels a rechercher des protéines aux
propriétés multifonctionnelles combinant techno-fonctionnalité et activités biologiques. La
modification des protéines visant a leur conférer de telles propriétés reste encore une voie peu

exploitée.



Introduction

Parmi les modifications chimiques, il y a la désamidation non-enzymatique (DNE) des
protéines. C’est une réaction qui peut se faire par voie chimique ou enzymatique (Hamada et
Swanson, 1994), elle consiste en 1’élimination d’un amide pour conduire a un acide
carboxylique. Cette réaction se traduit par la disparition des groupements amides de 1’asparagine
et de la glutamine et leur transformation en acide aspartique et acide glutamique respectivement.
Cette modification entraine une augmentation de la solubilité des protéines et accroit la capacité

des protéines a stabiliser les mousses et les émulsions (Gaspar et De Gées- Favoni, 2015)

La présente étude a pour but de mettre en évidence I’effet de la désamidation non
enzymatiques sur les propriétés techno-fonctionnelles des protéines sériques camelines. Pour

la présentation de ce travail, nous avons donc retenu le plan suivant :

- Isolement des protéines sériques de lait camelin et contr6le électrophorétique en PAGE

native ;

- Mise en évidence de la désamidation spontanée des protéines sériques camelines ;

- Etude des propriétés techno-fonctionnelles des protéines sériques camelines désamidées

en comparaison avec les protéines sériques natives.
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Synthése des données Bibliographiques

1.1 Apercu sur le dromadaire

Le nom « dromadaire » dérive du terme grecque « dromados » qui veut dire course
pour son utilisation dans le transport. 1l est donné a 1’espéce de chameau a une seule bosse,
appartenant au genre Camelus de la famille des Camlidae et dont le nom scientifique est
camelus dromedarius. Le genre camelus comprend une deuxiéme espece Camelus

bactrianus ou chameau a deux bosses.

Le dromadaire appartient a 1’embranchement des vertébrés, classe des mammiféres
ongulés et sous classe des placentaires. Il appartient a 1’ordre des Artiodactyles, sous-ordre
des Tylopodes (Khan et al., 2003).

Le dromadaire vit dans les régions chaudes, arides et semi-arides de la planete. Il
serait originaire de I’Amérique du Nord, ou le plus ancien fossile de Camelidae a été trouvé
d’ou il aurait rejoint I’ Asie et I’ Afrique, a la suite des glaciations qui sévirent dans pratiqguement

la quasi-totalité de 1’hémisphere nord de la planéte durant 1’ere tertiaire (Dick et al., 2011).

En Algérie, I’effectif camelin est estimé a 344000 tétes, selon les statistiques de la
DSV-MADR en 2014. Le dromadaire est présent dans 17 Wilayas (8 Sahariennes et 9
Steppiques). 75 % du cheptel est dans les Wilayas Sahariennes (dont 54% sont répartis
essentiellement sur trois grandes wilayat, en 1’occurrence Tamanrasset, Tindouf et Adrar) et
25% du cheptel est dans les Wilayat Steppiques (Ben Aissa, 1989).

1.2 Lait camelin

Le lait est défini comme étant le produit intégral de la traite totale et interrompue
d’une femelle laitiére bien portante, bien nourrie et non surmenée. Le lait doit étre recueilli

proprement et ne doit pas contenir de colostrum (Alais, 1975).

Le lait de chamelle constitue depuis des temps tres lointains, la principale ressource
alimentaire pour les peuplades nomades ou sa richesse en vitamine C constituant un apport
nutritionnel important dans les régions arides ou les fruits et les végétaux contenant cette
vitamine sont rares (Siboukeur, 2007). Il ressemble un peu a celui de vache par sa
composition physico-chimique et est plus proche de celui de femme par 1’absence de la  lag
(Lasnami, 1986).

La valeur calorique du lait de chamelle (665 kcal / I) est similaire a celle du lait de
vache (701 kcal / I) (Boussouar, 2017).
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Le lait de chamelle comporte une teneur élevée en facteurs antibactériens
(Lactoferrine, Lactopéroxydase et Lysozyme) ce qui confere a ce lait une capacité
particuliére a se conserver quelques jours a des températures relativement élevées (30°C)
et 2 semainesa (7°C) (Haroun Omer et Eltinay, 2009).

1.2.1 La production laitiére

La contribution de la chamelle a la production laitiere mondiale est assez limitée,

mais elle est essentielle pour les populations des régions arides et semi arides (Faye, 2003).

Le premier producteur mondial du lait de chamelle est le Kenya (1 165 210
tonnes/an), suivie par la Somalie (958 221 tonnes/an) (FAO, 2019). L’Algérie est a la 12°™
place avec une production estimée par la FAO (2019) a 14 784 tonnes/an. Une grande partie de
cette production est consommée localement par les familles des éleveurs ou par les petits

chamelons.

Les données concernant le potentiel laitier de la chamelle sont assez variables selon le
type d’élevage utilisé. La production journaliere moyenne en Ethiopie semble se situer au
voisinage de 2 litres par jour en élevage extensif traditionnel (Tefera et Gebreah, 2001).
Alors que des taux de 40 litres par jour ont été enregistré en élevage intensif (Hashim et al.,
2009).

1.2.2 Facteurs de variation de la production laitiere cameline

La variation de la production du lait de chamelle est la conséquence de plusieurs
facteurs :

" Type d’alimentation

La production laitiere des chamelles varie en fonction de I’alimentation. Comme le
bovin, I’alimentation reste le facteur le plus déterminant. L’amélioration des conditions
alimentaires (régimes riches en fourrages verts renfermant de la luzerne, du mélilot ou du chou)
prolonge la période de lactation et augmente la quantité du lait produit jusqu’a atteindre
parfois le double (Ramet, 1993 ; Faye et al., 1995). Par ailleurs, la disponibilité ou non de I’eau
n’influence presque pas cette production qui n’est que faiblement diminuée en période de
sécheresse (Farah, 1993 ; Yagil et al., 1994).
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. Stade de lactation

Le stade de lactation est aussi prépondeérant. En effet, une fluctuation de la production
laitiere est observée entre le début et la fin de la lactation. La plus grande partie du lait est
produite durant les sept premiers mois, la durée de lactation est trés variable de 8 a 18 mois
en général (Siboukeur, 2007).

" Fréquence de la traite

La quantité et la qualité du lait évoluent avec la fréquence de la traite. Le passage de
deux a trois traites par jour augmente la production journaliére de 28,5%, et les quantités
produites sont différentes d’une traite a I’autre. La traite du matin donne plus de lait, mais ce
lait est pauvre en matiere grasse et par conséquent plus dense que celui des deux autres
traites (Kamoun, 1995).

" La race

La composition du lait est influencée essentiellement par les facteurs génétiques. A
I’intérieur d’une méme race, il existe des différences de production. Généralement, les races
camelines asiatiques sont considérées comme meilleures races laitiéres que celles africaines
(Ramet, 1993).

" Les conditions climatiques

La variabilité saisonniére du disponible fourrager, associée aux facteurs strictement
climatiques (chaleur, aridité), joue évidemment sur les performances laitieres de la chamelle.
La différence selon la saison de mise bas des jeunes peut jouer sur plus de 50 % de la production
. les performances laitiéres sont plus faibles en fin de saison seche qu’en saison de pluie et

sur la composition du lait (Faye, 2004).
1.2.3 Caractéristiques du lait camelin
1.2.3.1 Caractéristiques organoleptiques

Le lait de chamelle est de couleur blanc mat, en raison de la structure et de la
composition de sa matiére grasse relativement pauvre en f-caroténe. 1l a une saveur douce,
legerement sucre, avec un godt acide, parfois méme salé (EI Imam Abdalla, 2012). Cette
variabilité dans le godt est liée a la disponibilité en eau et au type de fourrage comme la luzerne,

donne un goQt sucré, certaines plantes halophytes le rend salé (Sboui et al., 2009).
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1.2.3.2 Caracteéristiques physico-chimiques

Le pH du lait camelin se situe autour de 6,68 + 0,12; il est similaire a celui du lait de
brebis, mais un peu acide par rapport a celui du lait bovin (6,8) (Ghennam et al., 2007). Son
point de congélation est entre -0,53 et -0,61 (Hassan et al., 1987) et sa densité est de 1,028 +
0,002 g /cm?3, cette densité le rend moins visqueux que le lait de vache (Boussouar, 2017). Il
présente une acidité titrable de I'ordre de 15,6 °D (Ghennam et al., 2007).

1.2.4 Composition chimique et biochimique

Les laits ont des caractéristiques communes, ils sont composes: d'eau, de matiere
grasse, de lactose, de caséines et protéines sériques, de sels minéraux notamment de calcium,
des vitamines. Mais leur composition varie, qualitativement et quantitativement, selon les

especes.

Le lait camelin contient un taux plus élevé en vitamine C et B3, en fer et en

potassium (Tableau I).

Tableau | : Concentrations moyennes comparées en vitamines (C et B3) et en
potassium du lait de dromadaire et du lait de vache (mg/ml).

Lait camelin Lait de vache Références
Vitamine C 26,2 - 50,39 2,91-22,29 El Agamy et al., (2009)
Niacine (Vit B3) 4,46 0,63 Kappeler (1998)
K 2700 1360 Haddadin et al., (2008)
Fe 4,4 0,5 El Agamy et al., (2009)

Le lait de chamelle contient une composition relativement similaire a celle du lait
bovin (Tableau II).

Tableau Il : Composition du lait de différentes espéces (%) (Al Haj et Al-Kanhal, 2010).

Eau Protéines Matiere Cendre Lactose
grasse
Chamelle 86-88 3,0-3,9 2,9-54 0,6-0,9 33-5,8
Vache 85-87 3,2-3,8 3,7-4,4 0,7-0,8 4,8-4,9
Chévre 87-88 2,9-3,7 4,0-4,5 0,9-10 3,6-4,2
Brebis 79-82 5,6-6,7 6,9-8,6 0,8-0,9 4,3-4,8
Maternelle  88-89 1,1-1,3 3,3-4,7 0,2-0,3 6,8-7,0
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1.2.4.1 Glucides

Le lactose est le glucide majoritaire présent dans le lait camelin. Le lait contient pres
de 4,8% de lactose, sa teneur fluctue entre 2,5 et 5,6%, dans le lait de camelin, sa teneur varie

Iégérement avec la période de lactation.

1.2.4.2 Matiere grasse

La matiére grasse laitiere est constituée essentiellement des lipides et des substances
lipoidiques. Le lait de chamelle est en moyenne plus faible en matiére grasse que le lait de vache.
Cependant, les globules gras du lait de chamelle sont de tres petites tailles (1,2 a 4,2 um de
diameétre) et restent donc en suspension méme apres 24 heures de repos, contrairement au lait de
vache dans lequel ces globules constituent une couche grasse en surface au bout de quelques
heures. Par ailleurs, la matiére grasse du lait de chamelle apparait liée aux protéines, tout ceci
explique la difficulté a baratter le lait de chamelle pour en extraire le beurre. Comparée
au lait de vache, la matiére grasse du lait de chamelle contient moins d’acides gras a courtes
chaines (Siboukeur, 2007).

1.2.4.3 Les protéines

De part leur apport nutritionnel (source d’acides aminés essentiels) et leurs propriétés
techno-fonctionnelles, les protéines de lait revétent une importance considérable au double
plan quantitatif et qualitatif. La teneur en protéines dans le lait camelin est comparable
a celle du lait bovin (33 g/l). La composition en acides aminés de ces protéines est aussi trés

similaire a celle rapporté dans le lait bovin.

Selon leur solubilité en milieu acide, ces protéines se répartissent comme pour les
laits d’autres especes, en deux fractions : les caséines précipitent a leur point isoélectrique
se situant a 4,3 (Wangoh et al., 1993) et les proteines sériques restent solubles dans cette

zone de pH considérée.
Les caséines

Les caséines sont des phosphoprotéines élaborées dans les cellules lactogénes
mammaires. Le lait de dromadaire contient a peu prés 1,63 a 2,76 % des caséines qui
représentent environ 52 a 87 % des protéines totales (Mehaia et al., 1995 ; Al Haj et al.,

2010). La composition des caséines camelines en acides aminés est caractérisée par un faible



Synthése des données Bibliographiques

taux en glycine et en cystéine et cette composition est identique a celle de leurs homologues
bovins (Kappeler et al., 1998).

Les caséines du lait s’organisent sous la forme micelles. Ces micelles sont composées
de quatre types de caséines (as1-CN, as2-CN, B-CN, k-CN) en interaction avec un complexe
minéral de phosphate de calcium de taille variable (Payens, 1982). La caséine 3 est la principale
fraction caséinique du lait de chamelle (65%), contre 36% dans le lait de vache, suivie de la
caseine asl (21%) et as2 (19 %), contre 38% et 11% respectivement dans le lait de vache (Al
Haj et Al kanhal, 2010).

Le lait de chamelle est similaire au lait humain en ce qui concerne ce pourcentage élevé
en caséine B, ce qui pourrait refléter son taux de digestibilité plus élevé et une plus faible
incidence allergique dans I'intestin des nourrissons que le lait bovin (ElI Agamy et al.,

2009 ; El-hatmi et al., 2012). La caséine k représente seulement 3,47% de la caséine
cameline totale (Kappeler et al., 2003), contre 13% dans le lait bovin.

Les protéines du lactosérum

Le terme « protéines sériques » désigne les protéines du lait qui restent solubles apres
précipitation des caséines a pH isoélectrique (Farrell et al., 2004). Ce sont des protéines

globulaires diversifiées en structure et en propriétés (Dewi et Klarenbeek, 1984).

Les protéines de lactosérum sont la deuxiéme composante principale des protéines de
lait camelin, elles constituent 20 a 25% des protéines totales (Kappeler et al., 1998). La
teneur en protéines lactosériques dans le lait de chamelle se fluctue entre 0,9 a 1,0 % de la
composition globale du lait et elle est plus importante que celle du lait de vache, avec 0,7-0,8
% (Al Alawi et Laleye, 2011).

Les protéines sériques englobent une fraction protéiqgue composée : 1’o-
Lactalbumine, B-Lactoglobuline, la sérum albumine, les immunoglobulines et les protéines
mineures telles que la Lactoferrine, le Lysozyme, la Lactoperoxydase (Farrell et al.,
2004 ; Filion, 2006) (Tableau I1I).
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Tableau I11 : Concentration des différentes seroprotéines dans les laits camelin et bovin en g/l
Protéines Lait de Lait de
vache? chamelleP

Les proteines sériques totales 5,7 3500

a-Lac 3,05 3,5

B-Lac 0,66 Absente

BSA 0,35 8,5

LF 0,47 9,5

a: Potocknik et al., (2011). b: Kappler et al. (2003). a-Lac : lactaloumine, B-lac
:lactoglobuline, BSA : sérum albumine, LF : Lactoferrine

Lactoferrine

La lactoferrine (LF) cameline a 689 résidus d'acides aminés avec un PM de 75,3 kDa et
un point isoélectrique a pH 8,63. Sa concentration est de 220 mg/l. Cette protéine
appartient a la famille des transferrines qui possédent comme propriété commune le transport
du fer. Elle présente 94,7% de similitude avec celui retrouvé dans le lait bovin (Kappler et
al., 1999).

Lactopéroxydase

C’est une enzyme d’oxydoréduction (Tayefi-nasrabadi et al., 2011) a activités
bactériostatique et bactéricide principalement sur les bactéries GRAM négatif (Medjour,
2014). La lactopéroxydase du dromadaire est une protéine monomérique qui présente une
grande similarité au niveau de la séquence d’acides aminés (94,9%) avec son homologue bovin
et un pHi de 8,63. Le PM de cette protéine se situe entre 69 a 78 kDa alors que celui du
bovin est de 72,5 kDa (ElI Agamy et al., 1996). La sequence de cette protéine cameline est
formée de 611 acides amines, dont 15 résidus cystéine.

Lysozyme

Le lysozyme est une enzyme bactériolytique présente naturellement dans les laits de
mammiferes (Konuspayeva et al., 2004). Elle hydrolyse la liaison p (1-4) entre I’acide
muramique et la glucosamine de mycopolysaccharide de la paroi des bactéries GRAM
positif (Debry et al,. 2001; Benkerroum, 2008). Le lait de chamelle contient une
concentration plus élevée de lysozyme (15 ug/100 ml) contre (7 pg/100 ml) pour le lait de
vache (Elagamy et al., 1996).
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Le lysozyme contient une chaine polypeptidique de 129 acides aminés, avec un poids
moléculaire d’environ 14 kDa. Dans le milieu physiologique, le lysozyme est charge
positivement, son pHi étant compris entre 10,5 et 11 (alcalin). Le lysozyme se lie en
conséquence électrostatiquement sur les surfaces anioniques des bactéries (Bezzalla et al.,
2013).

Les immunoglobulines

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

Les immunoglobulines (Igs) représentent environ 10% des protéines totales du lactosérum Le
colostrum et le lait de chamelle sont tres riches en Igs particuliérement les IgG (IgG1 et 1gG2) IgA et
IgM (El-Hatmi et al., 2006). La concentration en 1gG dans le lait camelin est de 1,64 mg/ml. Cette
concentration est de 0,67 mg/ml dans le lait de vache (EI- Agamy et al., 2009). Elles présentent une
structure unique qui est dépourvue des chaines légeéres, avec une partie tres étendue portant les CDR «
Complementary Determining Region » (DALEY et al., 2005), et se distinguent par I'organisation de
leurs chaines lourdes qui different complétement de ce qui est connu chez les autres vertébrés

(Konuspayeva et al., 2004).

Les Igs sont les plus sensibles a la dénaturation thermiques (Elagamy, 2000). Ces
immunoglobulines présentent une activité inhibitrice sur les enzymes et ils agissent comme
de vrais inhibiteurs compétitifs en pénétrant dans leurs sites actifs (Lauwerays et al., 1998). 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).

a-Lactalbumine
L’a-Lactalbumine (a-Lac) est une métalloprotéine globulaire compacte qui transporte

le calcium, elle est synthétisée par les glandes mammaires. C’est la protéine majeure du
lactosérum camelin, avec un poids moléculaire de 14,2 kDa et un pHi acide (4-5)
(Permyakov et Beliner, 2000).

Elle présente deux variants génétique notée A et B qui ont des masses moléculaires

similaires mais des pHi différents (5,1 et 5,3 respectivement) (Conti et al., 1985).

La structure primaire de L’a-Lac cameline comporte 123 résidus d’acides aminés,
elle présente une forte similitude avec les protéines homologues des laits de vache, de chévre
et de femme (Permyakov et Beliner, 2000).

10
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L’a-Lac cameline est trés riche en acides aminés essentiels notamment en cystéine (8
résidus) qui sont impliqués dans la formation de ponts disulfures (Farrell, 2008). Sa séquence

primaire est présentée sur la figure 01.

KQFTKCKLSD ELKDMNGHGG ITLAEWICII FHMSGYDTET VVSNNGNREY
GLFQINNKIW CRDNENLOSR NICDISCDKF LDDDLTDDKM CAKKILDKEG

Figure 01 : Alignement de la structure primaire de I’a-lactalbumine cameline.

Les numéros d’accession dans SwissProt sont en italiques

La structure secondaire de l'a-Lac cameline (Figure 02) est constituée de deux
domaine : un large domaine en hélice o et un petit domaine en feuillets B (Permyakov et Beliner,
2000). Le domaine a est composé de trois hélices a majeures (résidus 5-11, 23-24, et 86-98)
et de deux courtes hélices 310 (résidus 18-20, et 115-118). Le petit domaine est composé d'une
série de boucles, d'un petit feuillet B antiparallele a trois brins plissé (résidus
41-44, 47-50 et 55-56) et d'une courte hélice 310. Globalement, la structure de 1’a-Lac est
stabilisée par quatre ponts disulfures, deux dans le domaine a (Cys28- Cysll, Cys6-
Cys120), un dans le domaine B (Cys61- Cys77) et un pont qui connecte le domaine o et le
domaine B, formant la boucle de liaison au Ca®*. Cette derniére assure la stabilisation de la

structure native de I’a. Lac (Permyakov et Beliner, 2000).

Brin p
Calcium

Chaines

latérales
Hélice a

Pont

disulfures

Figure 02 : Structure de I’a. Lactaloumine (Bushmarina et al., 2005).

11
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L'o-Lac est caractérisée par sa capacité a fixer des cations métallique (Zn?*, Mg?*, Cu?",
Co?*, Na*, AI*"). Elle posséde un seul site de liaison fort au calcium. Ce site est coordonné
selon une structure pentagonale bipyramidale tordue par des ligands oxygénés provenant des
groupes carboxyliques de trois résidus Asp (82, 87 et 88), de deux groupes carbonyles du
squelette peptidique (79 et 84) et de deux atomes d’oxygéne de la molécule d’eau dans une
boucle entre deux hélices (Permyakov et Beliner,2000).

RoOle du calcium dans la stabilité structurale

Le calcium a un rdle structural tres important pour la stabilité et le repliement et la
fonction de I’a-Lac. Elle est déplétée en calcium est appelée apo a-Lac. La stabilité de cette
forme et sa température de dénaturation dépendent fortement des conditions physico-
chimiques du milieu a savoir la force ionique, qui peut étre modifié par I’ajout NaCl ou Tris
HCI en masquant les charges portées par les acides aminés localisés au niveau du site de
fixation du calcium en réduisant donc les répulsions électrostatiques (Hiraoka et Sugai, 1985;
Griko et al., 1999). La stabilité de I’holo a-Lac dépend de la présence de calcium sur son site

de fixation (France et Grossman, 2000).

Dans certaines conditions physico-chimiques du milieu, 1’apo a-Lac peut passer en
état appelé molten globule qu’est un état intermédiaire entre les états natif et dénaturé de la
protéine, elle posséde un domaine d’hélice a trés organisé et un domaine compose de feuillet

B qui est en majorité dénaturé (Permyakov et Berliner, 2000).

Le calcium peut étre éliminé de la protéine en ajustant la solution a pH acide, en utilisant
des agents dénaturants tels que 1’urée et chlorure de guanidium a des concentrations modeérées
ou encore en utilisant des agents chélatants tels que EDTA (Kuwajima, 1996 ; McGuffey,
2004).

Stabilité thermique

Les protéines ont une gamme de température limitée dans laquelle I’intégrité
structurale est maintenue. En dehors de cette gamme, la dénaturation se produit entrainant

une perte de la fonction ou une baisse de I’activité de la protéine (khalil mireille, 2016).

Pour étudier 1’effet de la température sur les protéines, plusieurs techniques ont été
utiliser : Calorimétrie différentielle a balayage (DSC) et la spectroscopie infrarouge a
transformée de Fourier (FT-IR). La technique de Calorimétrie différentielle a balayage

(DSC) est une méthode se base sur 1’étude de I'effet calorimétrique associé au changement
12
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structurel des protéines. Elle peut cependant déterminerla température a partir de laquelle un
changement conformationnel est observé dans la protéine (John, 2006) aussi, la température
de transition de I'a-Lac qui correspond a la température entrainant une modification structurale

de la protéine (Boye, 1997).

Les profils de dénaturation thermique de 1’holo et 1’apo a-Lac cameline et bovine
ont été étudiés a I’aide de la méthode de DSC (Figure 03) (Atri et al., 2010).
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Figure 03 : Courbes de capacité calorifique a pH 7,6 (Atri et al., 2010).
1 : chameau, 2 : Bovin. A : des formes holo, B : apo de Pa-
Lactalbumine.

L’apo a-Lac cameline et bovine sont beaucoup plus sensibles a la chaleur. La
température de dénaturation de cette forme est de 36°C et 32°C pour le camelin et le bovin
respectivement. Par contre la forme holo de 1’a-Lac est moins sensible a la chaleur, elle se
dénature a 71°C pour le camelin et a 67°C pour le bovin (Atri et al., 2010 ; Zennia et al.,
2015).

L’apo a-Lac peut se renaturer de I’ordre de 60 a 80 7 suite a un refroidissement, alors
que la forme holo est de I’ordre de 80 a 100 “en présence de calcium. La capacité de I'holo a-
Lac a se renaturer lors du refroidissement est attribuée a I'absence d'agrégations proteiques
(Relkin et al., 1993; Boye, 1997).

La stabilité de la a-Lac est due a la liaison du calcium sur son site et la présence des
ponts désulfures (Greene et al., 1999). L élimination du calcium entraine une réduction de la
stabilité de I’a-Lac suite a I’exposition des sites hydrophobes sur la surface de I’apo a-Lac
(Polverino et al., 2002). L’absence de groupements thiols déstabilise la structure de la a-Lac
en favorisant 1’agrégation protéique (McGuffey, 2004).

13
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La dénaturation de la a-Lac devient irréversible a des traitements thermiques a 100°C
pendant 30 min, entrainant 1’élimination de Ca?* lié¢ de 1’o-Lac et la formation d’agrégats
protéiques de grosse taille (Boye, 1997).

Propriétés biologiques

L’a-Lac assure une fonction importante dans les cellules sécrétoires mammaires. Elle
catalyse I'étape finale de la biosynthese du lactose et de réguler 1’activité de la galactosyl-
transférase. L’a-Lac est une protéine de liaison au Ca?*, trés pratique pour les études des
effets de la liaison du calcium sur les interactions de la protéine avec les protéines, les peptides,
les membranes, etc. Elle posséde ainsi plusieurs états intermédiaires partiellement repliés, qui
sont utilisés dans I’étude de repliement des protéines. Elle intervient dans I'apoptose des cellules

tumorales (Permyakov et Beliner, 2000).
1.3 Désamidation non enzymatique des protéines
1.3.1 Définition et condition de réalisation

La désamidation consiste en I’élimination d’un amide pour conduire a un acide
carboxylique. Dans le cas des protéines, cette réaction se traduit par la disparition des
groupements amides de 1’asparagine et de la glutamine et leur transformation en acide aspartique

et acide glutamique respectivement (Figure 04).
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Figure 04 : Désamidation des résidus d'asparaginyle et de glutaminyle (Catak et
al., 2006).

Il existe deux types de désamidation ; la désamidation enzymatique et la désamidation

non enzymatique (Hamada et Swanson, 1994).
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La désamidation non enzymatique des chaines latérales de 1’asparagine (Asn) est une
modification covalente observée dans diverses protéines et peptides. Il a été rapporté qu’elle
se produit spontanément dans des conditions physiologiques (Geiger et Clarke, 1987 ;
Connolly et al., 2014).

Cette réaction est décrite comme la perte de la fonction amide d'un résidu GIn ou Asn
accompagné d'une libération d'ammoniac et la transformation de ces deux acides aminés en
acides glutamique Glu et aspartique Asp. C’est I'une des raisons pour lesquelles l'occurrence

de la désamidation dans les protéines est souvent difficile a détecter (Shlomo, 1996).

Dans des conditions physiologiques, les résidus asparaginyle et glutaminyle dans les
peptides et les protéines sont intrinsequement instables. Avec des demi-vies allant de quelques
heures a plus de 100 ans. Les résidus asparaginyle et glutaminyle se désamident d’une
maniére non enzymatique en résidus L et D aspartyle et glutamyle ou en L et D iso-Asp et iso-
Glu. Généralement, le GIn réagit plus lentement que I'Asn. Bien que les mécanismes de
désamidation sont essentiellement les mémes (Robinson N.E et Robinson A.B, 2007). Ce
phénomene peut étre expliqué par la distance entre le -NH- de la liaison peptidique avec le NH2
du groupement amide qui est plus importante pour le résidu Gln, en raison de la présence d’un
groupement CH2, ce qui empéche la formation d’une liaison hydrogéne stable (Wright et
Robinson, 1982).

1.3.2 Mécanisme de la désamidation non enzymatique

Le mécanisme de la désamidation non enzymatique consiste a la formation d’un cycle
imide (L-Succinimide) en premier temps (Figure 05). Cela résulte de I'attaque nucléophile de
I'atome d'azote NH de la liaison peptidique du résidu suivant sur 1’atome de carbone du
groupe carbonyle CO de la chaine radicalaire du résidu Asn (Geiger et Clarke, 1987). Le
succinimide, ainsi formé, est un intermédiaire stable formé de 5 atomes, peut étre observé a
des pH acide (4,0-4,5) (Capasso, 1996), mais qui se décompose aussi vite qu'il s'est forme

pour des valeurs de pH plus élevés (Wakankar et al., 2006).

En suit, le résidu succinimide formé subit une hydrolyse pour donner un mélange
d’aspartyle et iso-aspartyle. Ces derniers résidus représentent des nceuds dans la chaine

polypeptidique (un changement de la structure des peptides et des protéines désamidées).
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L'isoaspartate est un résidu d'acide aminé apparaissant dans certaines protéines suite a
une réaction intramoléculaire entre un résidu Asn ou Asp et le résidu d'acide aminé suivant dans
la séquence protéique (Geiger et Clarke, 1987). Le résidu Asn forme un succinimide
intermédiaire qui s’hydrolyse en donnant un résidu d'isoaspartate (75%) et de résidu
d’aspartate (25 %) (Stephenson et Clarke, 1989 ; Koichikato et al., 2020).

Les résidus glutamine et d'acide glutamique sont également capables de subir des
réactions de dégradation similaire, mais les taux de ces réactions sont beaucoup plus faibles que

ceux des résidus d'asparagine et d'acide aspartique.

NH
4 NH My

H,0
Nop 0
i i 0 —

2 NH, )K Résidu Asp

? 0 CH, N
N \

‘ NH N
0 0 CH,

L L _ o r,.k &(o'
Résidu Asn ™ 0
I

Résidu IsoAsp

Figure 05 : Mécanisme de la désamidation non enzymatique du résidu
asparagine a pH>5 (Koichikato et al., 2020).

1.3.3 Les facteurs influencant sur la cinétique de la réaction

Le mécanisme de désamidation peut étre influencé par divers facteurs : le pH, la

température et la structure de la protéine.
1.3.3.1 Effet de pH

La désamidation est une réaction catalysée par une base (tampon phosphate, Tris et de
carbonate, pH 7). Le pH de la solution protéique a un impact significatif sur la réactivité des

résidus Asn de la protéine.
A des valeurs de pH entre 5 a 8, la concentration en OH" dans le milieu favorise
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L’ionisation de 1’azote de la liaison peptidique. Cette ionisation accélére la formation
d’un intermédiaire imide cyclique tres instable par conséquence la vitesse de la réaction

augmente.

A des pH inférieurs a 4, le résidu Asn subit une hydrolyse directe du coté amide, cette
hydrolyse est plus favorable que la formation d'imide cyclique (Wakankar et Borchardt,
2006).

1.3.3.2 Effet de la température

Des études portant sur la désamidation suggeérent que la réactivité des résidus Asn est
exponentielle et suit la relation d’Arrhenius. Les températures élevées accélerent la réactivité
des résidus Asn par la fragilisation des interactions intra et intermoléculaires. Ceci permet la
pénétration de 1’eau dans la protéine, favorisant la catalyse de la désamidation dans le cceur de
la protéine. Le changement de conformation sera facile par la génération des charges
négatives répulsives. La température influence sur la vitesse de désamidation par
modification indirecte sur le pH de I’environnement et sur la constante de dissociation d’eau
(Wakankar et Borchardt, 2006).
1.3.3.3 Effet de la structure de protéine
n Effet de la séquence primaire

Cet effet est largement étudié par 1’utilisation des modeles pentapeptides et hexapeptides.
La réactivité de résidus Asn en position C-terminale a un effet plus important sur la vitesse de
la réaction que les résidus en position N-terminale. Cette influence revient aux caractéristiques

structurelles des résidus Asn tel que I’encombrement stérique et la flexibilité.

Les séquences d’acides aminés dans les protéines ou le résidu Asn suivi par des
résidus Gly, His, Asp ou Ser (Asn-Gly, Asn-Ser, Asn-Asp et Asn-His) sont les plus exposés a
la désamidation spontanée en raison des réarrangements intramoléculaires au niveau des liaisons
peptidiques (Wakankar et Borchardt, 2006).

" Effet de la structure secondaire

Il a été démontré que les résidus Asn ayant une structure secondaire organisée sont
beaucoup moins sensibles aux réactions de désamidation que les résidus situés dans une
région aléatoire d’une protéine. La réactivité d’un résidu Asn situé dans une région

structurelle hélice o ou brin B d’une protéine est ralentie en raison des liaisons peptidiques,
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qui sont stabilisées par des ponts hydrogénes et la réaction de désamidation ne peut

pas se réaliser facilement (Wakankar et Borchardt, 2006, Zennia et al., 2015).

+ Effet de la structure tertiaire

La structure tertiaire d’une protéine résulte des différentes interactions entre les structures
secondaires. Des comparaisons sur la méme structure native et aprés sa dénaturation
sont faites afin de mettre en évidence I’effet de cette structure sur le phénomene de
désamidation. Ils ont montré que la structure tertiaire de la protéine influence sur la
vitesse de désamidation du résidu Asn par la flexibilité conformationnelle du résidu Asn et
I’accessibilité du solvant a fin d’atteindre le résidu Asn susceptible d’étre désamidé
(Wakankar et Borchardt, 2006, Zennia et al., 2015).

1.34 Importance de la réaction de désamidation non enzymatique

La désamidation des protéines joue un réle important dans la régulation des processus
biologiques, probablement comme une horloge biologique dans la détermination de la
fonction et de la dégradation des protéines. Par exemple, certaines protéines désamidées sont
ciblées pour étre dégradées par le systeme ubiquitine/protéasome (Dudek et al., 2010).

Pour certaines protéines, la désamidation peut étre une horloge moléculaire dans le contréle
du processus de renouvellement (la régulation des processus biologiques rapportée pour le
cytochrome c ou I’aldolase) (Robinson N.E et Robinson A.B, 2007).

La désamidation non enzymatique des résidus Asn joué un réle important dans le processus
de vieillissement. Au cours du vieillissement, 1’accumulation des résidus iso-Asp est

considérée comme une des principales sources de dommages des protéines (Asward et al.,
2000).

L’accumulation d’isoAsp peut modifier 1’activité biologique des protéines ou des
peptides et déclencher ainsi des maladies auto-immunes (lupus érythémateux, sclérose en
plaques) (Mamula et al., 1999). Dans le cas lupus érythémateux, la formation des résidus iSOASp

dans le complexe histone Hb2 provoque une réaction immunitaire (Qin et al., 2016).

En outre, la désamidation de 1’Asn est une voie importante de la dégradation des

protéines thérapeutiques notamment les anticorps (Diano et al., 2009 ; Joh et al., 2016).
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De point de vue chimique, la perte d'un groupe amide et le remplacer par un groupe
hydroxyle provoque I’accroissement de la charge négative d’une protéine, entrainant une
augmentation du pHi de la protéine, une augmentation des répulsions électrostatiques, le
déplissement partiel de protéines, améliorant ainsi les propriétés fonctionnelles des protéines
alimentaires : solubilité et capacité de rétention d’eau ainsi que les propriétés de surface (pouvoir

moussant, émulsifiant) (Joyce, 2015).

Certains auteurs ont étudié 1’effet de la désamidation sur les propriétés fonctionnelles des
protéines végétales (orge, soja, riz, mais) et ils ont montré qu’un faible taux de désamidation de
ces protéines entraine une augmentation de la solubilité et de la capacité émulsifiante (Wan et
al., 1991 ; Mirmoghtadaie et al., 2009 ; Liao et al., 2 010).

Cependant des études ont montré que la a-zéine de mais désamidée sous forme de
poudre présentait une propriété antioxydante inférieure par rapport a celle non désamidée
(Yong et al, 2004).

1.3.5 Systéme de réparation de la désamidation non enzymatique

La désamidation des résidus Asn représentent une part importante de dommages
spontanés causes aux protéines par le processus de vieillissement. L’accumulation des résidus
iSoOAsp peut entrainer la perte de la fonction de la protéine, par conséquent la perte de la fonction
cellulaire. Cependant, presque toutes les cellules contiennent une méthyltransférase qui peut
reconnaitre la principale forme endommagée du résidu L-isoaspartyl. Cette protéine fonctionne
comme une enzyme de réparation des protéines par I’atténuation des dommages protéiques
(Clarke, 2003).

1.3.5.1 L-isoaspartyl-méthyltransférase (PIMT : EC 2.1.1.77)

L-isoaspartyl-méthyltransférase (PIMT) est une enzyme ubiquitaire, largement répondue,
d'environ 24,5 kDa. Elle catalyse la méthylation des résidus L-isoaspartyl altérés dans les
protéines ou les peptides. Elle est présente dans la quasi-totalité des cellules eucaryotes
(mammiferes et plantes) et la plupart des cellules procaryotes (bactéries et champignons). Elle

est présente a des niveaux éleves dans les tissus neuraux et endocriniens (Barten et O'Dea, 1990).
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1.3.5.2 Mécanisme de réparation par la PIMT

La PIMT reconnait les résidus L-iso-Asp des protéines endommagées et conduit leur

éventuelle conversion en résidus L-Asp (figure 06).

L-Asparaginyl L-Aspartyl D-Aspartyl residue
residue mndue \s.m
\‘%% ( D-Aspartate
y methyl ester
L-Succinimide D-Succinimide
intermediate intermediate
Methany, \
) k' D-Isoaspartyl
2 residue
=
L-Isoaspartyl residue SAM\__}SAH
(Major product) —— Isoaspartate methyl ester
PIMT

Figure 06 : Mécanisme de réparation de la désamidation non enzymatique du résidu
d’asparagine (Mishra et Mahawar, 2019).

La réparation de ces résidus est initiée par le transfert d’un groupement méthyle
provenant de la S-adénosyl-L-méthionine (Ado-Met) présent dans une poche profonde
enfouie a I’intérieur de la PIMT sur les groupements carboxyles des résidus endommagés.
Cette liaison conduit a la formation d’un groupement méthyl-ester et la libération de S-
adénosyl-L-homocystéine (SAH). Ce dernier est hydrolysé spontanément pour former un
intermédiaire succinimide et libérer de méthanol. La réaction est finalisée par 1’hydrolyse non
enzymatique de succinimide, pour engendre environ 30% de résidus L-Asp réparés et 70% de
résidus L-iso-Asp non réparés qui peuvent ensuite entrer dans le cycle pour une éventuelle

conversion (Ryttersgaard et al., 2002).
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1.4 Propriétés techno-fonctionnelles

Les propriétés fonctionnelles sont définies comme 1’ensemble des propriétés physiques
et chimiques affectant le comportement des protéines dans une formulation lors de la
production, I’entreposage et la consommation de produits alimentaires (Kilara, 1984). La
connaissance des propriétés fonctionnelles d’un ingrédient permet d’améliorer les procédés de
fabrication des aliments car elle donne accés a son domaine d’utilisation et permet de prévoir
ses principaux effets dans une formulation. En général, les propriétés techno-fonctionnelles

des proteines sont classées en trois groupes, selon les interactions mises en jeu :

Les propriétés d’hydratation, comme la solubilité ou la rétention d’eau, dépendent des
interactions protéines-eau ;

Les propriétés de surface régissent les interactions protéines-lipides et protéines-air,
en particulier les pouvoirs moussant et émulsifiant ;

Les propriétés de texturation, comme la gélification ou la coagulation, dépendent des
interactions protéines-protéines.

Ces propriétés font principalement intervenir les liaisons chimiques suivantes : les
liaisons « hydrogéne », les interactions électrostatiques, les interactions hydrophobes, les

liaisons covalentes (pont disulfures).
1.4.1 Lasolubilité
1.4.1.1 Définition

La solubilité d'une protéine est un parametre thermodynamique défini comme la
concentration de protéines dans une solution. La solubilité des protéines est une propriété
physico-chimique qui est liée a d'autres propriétés fonctionnelles. La connaissance de cette
propriété peut fournir des informations utiles sur I'utilisation potentielle des protéines et leur

fonctionnalité, notamment dans les mousses, les émulsions et les gels (Zayas, 1997).
La solubilité des protéines dépend :
Des interactions polaires avec le solvant aqueux ;
Des interactions ioniques avec les sels en solution ;

Des forces électrostatiques répulsives entre molécules ou agrégats de charge similaire.
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14.1.2 Lesfacteurs influencant sur la solubilité

La solubilité des protéines est influencée par le pH, la température, la force ionique et
les solvants organiques.

Le pH : Le pH est le facteur déterminant la solubilité des protéines. Au voisinage
du point isoélectrique (Pi), les protéines ont une charge nette nulle par suite d’un
maximum d’attractions électrostatiques entre les protéines ce qui favorise le relargage
donc la solubilité est minimale. Les interactions protéine-eau augmentent a des valeurs
de pH supérieures ou inférieures au Pi parce que les protéines portent une charge positive
ou négative. A des valeurs de pH peu éloigné du Pi, les interactions protéine- eau sont

minimales (Zayas, 1997).

La température : La solubilité des protéines augmentées avec une
température comprise entre 40 et 50°C. Une élévation plus forte de la température
diminue la

solubilité des protéines suite a la dénaturation de leur structure secondaire, favorisant

les interactions hydrophobes entre les protéines (Mine, 1995).

La force ionique : L’effet des sels neutres sur la solubilité des protéines dépend
de la force ionique de la solution, c'est-a-dire de la concentration et de la charge des
ions.

- Force ionique faible (salting in) : a des concentrations en sels inférieurs 1M, la

solubilité des protéines augmente (interaction protéine-eau).

- Force ionique élevée (salting out) : a des concentrations en sels supérieurs 1M, la
solubilité des protéines diminue (interaction protéine-protéine) (Li et Xiong, 2020).

1.4.2 Le pouvoir moussant
1.4.2.1 Définition

Une mousse est une dispersion de bulles de gaz dans une phase continue liquide ou semi-
solide ; il s’agit donc dans le cas le plus simple d’un systéme biphasique avec un mélange

de deux phases non-miscibles (Bouquelet, 2008).

Les mousses sont constituées par trois phases ; la phase continue qui est forme de liquide,

dans laquelle une deuxieme phase importante est dispersée formée par les bulles de gaz, qui
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peut atteindre plus de 90% du volume de la mousse. Ces deux phases sont separées par un

espace appelé la phase interfaciale qui forme une barriére entre les bulles de gaz (Gonzalez et
al., 2004).

Film liquide
La figure O7AMONtre une c‘ﬁm&,e d’urfe
eage de liquigey ' urs}zﬁlles (Bnl

Bord Plaleau/

Réunion de quatre
bords, sommet

Figure 07 : Structure d’une mousse représentée par un agencement de cellules : bulles
de gaz entourées par du liquide (structure a gauche représente une cellule et la

structurea droite représente agencement de cellules) (Bruchon, 2004).

Les mousses sont classées selon leur stabilité en deux classes :

Les mousses éphémeres : sont des mousses instables dont la durée de vie est de

quelques secondes.

Les mousses permanentes : sont des mousses métastables dont la duré de vie est de

quelques jours.

La stabilite de ces deux types dépend de la forme des bulles. La forme polyédrique
stabilise la mousse, dont le rapport gaz sur liquide est si élevé, forme une structure de nid de
I’abeille. A I’inverse des bulles sphériques, la quantité de gaz est suffisamment faible pour

que les bulles conservent une taille stable (Gonzalez et al., 2004).

Les mousses sont caractérisées par plusieurs parametres :
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Variabilité des dimensions des bulles qui dépend de la composition du liquide et du
mode d’obtention de la mousse ;

Le volume de la mousse est mesure suivant la hauteur, ce paramétre dépend de la
nature et de la composition de liquide ;

La densité appelée aussi le rapport de liquide au gaz ;
L’écoulement est le rapport de la quantité finale et la quantité initiale du liquide dans la
mousse (Chitour, 2004).

Le fouettage et le bullage parmi les méthodes utilisées pour former des mousses. Le
fouettage utilise plusieurs dispositifs comme I’agitateur et le mélangeur de cuisine, elles
agitent vigoureusement un liquide et son interface avec une phase gazeuse. Le bullage permet
I’introduction de 1’air dans le liquide sous forme de fines bulles & travers une buse ou un verre
fritté (Ganesan et Ning, 2017).

La stabilité des mousses est liée a la surface interfaciale et la solubilité de la protéine
dans le liquide. Plus le film protéique a I’interface gaz/liquide est plus épais, cohésif,
élastique, continu et imperméable au gaz plus la stabilisation est grande et plus la protéine est

soluble dans le liquide plus la capacité moussante est bonne (Bouquelet, 2008).

L instabilité des mousses est due a plusieurs mécanismes tel que :

. Le drainage de la mousse : c’est I’écoulement du liquide du film mince vers la frontiere
de plateau ;

" Le crémage : C’est le déplacement des bulles vers le haut, lorsque la densité des bulles
dans la mousse est beaucoup plus faible que la densité de milieu de suspension ;

" La floculation : c’est la collision entres les petites bulles d’air suite a un mouvement
brownien. Cette collision est le résultat des interactions électrostatiques et stériques
répulsives qui entrainent une barriere énergétique entre deux bulles (Ganesan et Ning,
2017).

1422 Les facteurs influengant la formation et la stabilité de la mousse

De nombreux facteurs influencent a la fois la formation et la stabilité de la mousse.

4 Activite de surface des protéines : C’est un facteur qui influence fortement Ia
formation et la stabilisation des mousses. Les protéines ont la capacité d’abaisser la tension

de surface. Le pouvoir moussant dépend de la valeur a I’équilibre de la tension de surface
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et de réarrangement des protéines a I’interface. Les protéines qui migrent rapidement aux
interfaces présentent un pouvoir moussant tres important. Cette vitesse de migration
dépend de la taille, la flexibilité et de I’hydrophobicité de ces macromolécules (Cuvelier
et Michon, 2003).

La solubilité des protéines : Les composés insolubles peuvent jouer un role bénéfique
sur la stabilisation des mousses par leur effet sur la viscosité de surface (Cheftel et al.,
1985).

. Le pH: Il joue un rdle clé, méme si la stabilité de la mousse est optimale, la formation
d’une mousse est difficile a pHi (Thakur et al., 2003).

" La concentration en protéines: La concentration nécessaire pour la stabilité de la
mousse est comprise entre 2-8% (Halling, 1981).

" L’intensité du battage: La vitesse d’agitation élevée favorise la formation d’une
mousse. Une agitation trop intense peut favoriser la recoalescence des bulles (Halling,
1981). Le diametre des bulles peut étre diminué faiblement avec une vitesse d’agitation
de 200 a 1000 rmp (Thakur et al., 2003).

1.4.3 Le pouvoir emulsifiant
1.4.3.1 Définition

Une émulsion est une dispersion colloidale de gouttelettes de liquide dans une phase

continue dans laquelle elles sont immiscibles.

Deux types démulsions sont possibles, les premiéres sont constituées d’une phase
dispersée dans une phase continue, et sont de type « huile-dans-eau ». Dans la seconde,
lorsque l'eau est la phase dispersée et I'huile la phase continue, I’émulsion est appelée « eau-
dans-huile ». Dans la plus part des cas, le diamétre des gouttelettes est compris entres 0,1 et

50 pum.

Le processus de formation d’une émulsion s’appelle I’émulsification. L’émulsification
consiste donc a transformer un systéme a deux phases séparées en un systeme homogeéne
caractérise par une troisieme phase interfaciale formée d’un ou de plusieurs agents
émulsifiants (McClements, 1999, Dickinson et Tanai, 1992; Bouquelet, 2008).

L’émulsifiant s’agit de petites molécules amphiphiles qui possédent une partie
hydrophile et une partie lipophile appelée tensioactif (Duchesne, 2002; Portier, 2008). Son
réle est de stabiliser le systéeme dispersé en diminuant la tension interfaciale en s’adsorbant a

I’interface liquide-liquide (Dickinson, 1998 ; Roux, 2003).
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Malgré I'ajout de substances dites émulsifiantes ou stabilisantes, I'intégrité d'une
émulsion reste limitée dans le temps. L’émulsion évolue vers 1’équilibre thermodynamique

instable dans le quel leur aire de contact est minimal.

Les liquides non miscibles auront tendance a minimiser leur aire de contact, la séparation

de phase étant l'alternative la moins énergétique.

La stabilité d'une émulsion dépend de plusieurs facteurs : le type de traitement
mécanique, la nature et la charge de I'agent émulsifiant, le pH, la force ionique et la viscosité
de la phase continue, la densité des gouttelettes d'huile, la température, la structure a
I'interface de I'émulsifiant, les propriétés physiques, mécaniques ainsi que de I'épaisseur du

film interfacial (Mangino, 1994).
Il existe cependant plusieurs modes de déstabilisation des émulsions :

4 Murissement d’Ostwald : A Dissue de I’étape d’émulsification, la population de
gouttelettes n’est pas homogene en taille. 1l existe une diffusion des petites gouttelettes dans
les grosses a travers la phase continue. Les petites gouttes se vident au profit des grosses, et
la granulométrie se modifie puisque les classes de faible taille disparaissent (Figure 08)
(Brochette, 1999). Ce phénomene peut étre maitrisé par :

- L’addition de composants qui sont pauvres ou insolubles dans la phase continue ;

- Une homogénéisation de la taille des gouttelettes.

) -

Figure 08: Phénomene de murissement d’Ostwald (Brochette, 1999)

4 La floculation : correspond a I’agglomeration de plusieurs globules qui s’assemblent par
les forces de VVan Der Waals pour former des agrégats (figure 09). Les globules gardent
leur individualité et le film interfacial reste intact. Les deux globules ne restent en contact
que si I’énergie d’interaction est négative (énergie de répulsion inférieure a 1’énergie

d’attraction). Ce phénomeéne est genéralement réversible (Brochette, 1999).
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Figure 09 : Phénomene de floculation (Brochette, 1999).

+ La coalescence : Elle résulte de la rupture du film interfacial entre les gouttes de et la
phase dispersée. Ceci est di a un approchement des gouttes qui va tendre a réduire le film
interfacial sous I’effet de la pression exercée sur les gouttes. Les gouttelettes de
I’émulsion vont fusionner pour former une grosse gouttelette unique (figure 10). Pour
éviter ce phénomene, il faut renforcer la résistance du film protecteur par le choix du

tensioactif.

- -

Figure 10 : Phénomene de coalescence (Brochette, 1999).

+ Le crémage : C’est une séparation des gouttelettes de la phase dispersante due a la
difference de densité. On parle de crémage quand les globules sont moins denses et se
déplacent vers la surface. Les gouttelettes plus denses se déplacent vers le fond, c’est la
sédimentation. Le crémage et la sédimentation sont facilement contrebalancés par une légére

agitation de 1’émulsion (figure 11) (Brochette, 1999).
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Figure 11 : Phénomene de crémage et de sédimentation (Brochette, 1999).
1.4.3.2 Facteurs influencant I’émulsification

+ La stabilité : La stabilité d'une émulsion maintenue par des protéines est influencée par le
pH. Lorsque la protéine est a son point isoelectrique, la solubilité de la protéine est
minimale, donc la capacité émulsifiante de la protéine diminue. En effet, une bonne
solubilité facilite la diffusion de la protéine dans la phase aqueuse vers l'interface huile-
eau (Dickinson, 1992). Cependant, la B-lactoglobuline native fait exception a cette regle

puisqu'elle est soluble a tous les pH (Klemaszewski et al,. 1992).

+ Laforceionique : L'ajout de NaCl, méme a faible concentration (5 x 102M), conduit a une
augmentation du diametre des gouttelettes d'huile lors de la formation de I'émulsion (Destrib,
2010). Ce la est dd a la solubilité maximale des protéines de I’interface huile-eau en présence
de sel a des concentrations inférieures a 1M par un effet salting-in. Cependant, des
fortes concentrations en sel au-dela de 1M, la solubilité des protéines est minimale par effet

salting-out, donc la capacité émulsifiante est minimale.

+ La température : La formation des émulsions est influencée par la température. Les
températures élevées favorisent les interactions hydrophobes des protéines adsorbees a
I’interface avec les autres protéines adsorbées sur les autres gouttelettes. Dans ce cas, le
phenomene de floculation est maximale (Dalgleish, 1996 ; Monohon et al,. 1996). Les
températures de réfrigération diminuent la stabilité de 1’émulsion par la diminution des
interactions hydrophobes entre les protéines adsorbées a I’interface, favorisant la
coalescence des gouttelettes d'huile (Mongino, 1994).
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Le présent travail a été réalisé au niveau de laboratoire de Biochimie, département de

Biochimie-Microbiologie de 1’Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.
2.1 Matériel
2.1.1 Laits

Le lait de chamelle provient a partir de troupeau de chamelles saines (Camelus
dromedarius) de la population Sahraoui vivant en élevage extensif dans des parcours
naturels de la région d’Ouargla du sud algérien. Il est recueilli proprement dans des
bouteilles de 1 L et est immédiatement additionné d’un antibactérien (I’azoture de sodium a

0,05%), puis acheminé au laboratoire dans une glaciére.

Le lait bovin a été aussi utilisé pour des comparaisons. Il provient d'un troupeau de
vaches saines de race Holstein (ferme d’élevage de Draa Ben Khedaa, Tizi ouzou, Algérie).
Il est recueilli proprement dans des flacons de 100 ml et est immédiatement additionné d’un

antibactérien (I’azoture de sodium a 0,05%) puis acheminé au laboratoire dans une glaciére.
2.1.2 Produits chimiques

+ Produits d’électrophorese : acrylamide, N, N-méthylene-bis-acrylamide, dodécyl
sulfate de sodium (SDS), N, N, N', N'-tétraméthyléthyléne diamine (TEMED,) tris-
hydroxy- méthyl-aminomethane, glycine, 2-Mercaptoéthanol, persulfate d’ammonium,
bleu de bromophénol, bleu de Coomassie.

+ Autres produits : acide chlorhydrique, acide acétique, glycérol, méthanol, réactif de
Gornall, 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH)...Etc

2.1.3 Appareillage

+ Unité d’électrophorése en mini-cuves (HOEFFER SE 260) composée de : couleur de
gel, cuves d’électrophorese, générateur de courant (max 250V, 100 mA), plaques en verre
et en hydroxyde d’alumine (10x12 cm), éspaceurs de 1mm d’épaisseur.
Agitateurs magnétiques ;
Balance de précision (0,01mg) (OHAUS, USA) et balance analytique (0,019) ;
Centrifugeuse réfrigérée (SIGMA) ;
Lyophilisateur (Telstar, Lyo Quest );
pH-métre (HANNA) ;
Spectrophotometre UV-Visible (SHIMADZU).

- F F + & &
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2.2. Méthodes
2.2.1 Isolement des protéines lactosériques totales

Les protéines sériques camelines sont séparées a partir du lait entier suivant les étapes

illustrées par la figure 12.

Lait
Centrifagation i 3500 /20 min/4°C ( Créeme )
-
Laitécrémeé

Acidification Ph 4.3 (avec HCL 4N)
Centrifugation 3500x2/20 min/20°C

Lactosérum Caséines

» Dialyse

» Congélation

» Lyophilisation

» Controle électrophorétique

Figure 12: Etapes suivies pour I’isolement des protéines sériques du lait de chamelle.
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2.2.1.1 Ecrémage

L’écrémage du lait entier est réalisé par centrifugation a 3500 g pendant 20 minutes a
4°C. La créme est écartée, alors que le lait écrémé est filtré par une gaze. Cette opération est

répétée deux a trois fois afin d’éliminer totalement la matiere grasse.
2.2.1.2 L’acidification

La séparation des caséines et des protéines seriques a été réalisée par acidification des
laits jusqu’a pHi des caséines avec du HCI 4N (4,3 pour le lait camelin et le lait bovin 4,6).
L’acidification a été suivie, d’une centrifugation a 35009 pendant 20 min a 4°C. Le
surnageant obtenu apres cette étape et qui représente la totalité des protéines seériques, est
neutralisé a pH 7. L’étape de précipitation est répétée une seconde fois afin d’éliminer les

caséines résiduelles, qui risquent de contaminer les protéines sériques.
2.2.1.3 Dialyse

Les protéines sériques obtenues sont dialysées contre de 1’eau distillée pendant 72
heures & 4°C et sous agitation douce, en utilisant des membranes de dialyse avec un seuil de
coupure de 8000 Da. L’eau de contre dialyse est changée 2 fois par jour.

Cette technique permet de débarrasser les échantillons des molécules dont la taille est

inférieure a 8000 Da (lactose, sels minéraux, composés azotés non protéiques).
2.2.1.4 Lyophilisation

Aprés la dialyse, les solutions de protéines sériques sont congelées dans des
coupelles. Apres cette procédure les protéines sont lyophilisées et récupérées sous forme de

poudre et conservées dans un dessiccateur.
2.2.2 Dosage des protéines sériques par la méthode de Biuret

La méthode consiste en une réaction entre la liaison peptidique des protéines et un métal
de transition (Cu, Ni...) pour former un complexe stable et coloré. Cette méthode présente un
intérét plus grand pour une détermination quantitative puisqu'elle fait appel a une

caractéristique commune a toutes les protéines.

Le principe de cette méthode est le suivant : dans un milieu alcalin, la liaison peptidique
forme avec les ions du cuivre (Cu?*) contenu dans le réactif de Gornall (annexe

01) un complexe de couleur pourpre qui absorbe fortement a 540 nm.
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La teneur en protéines des échantillons analysés est déterminée en se référant a une
courbe d’étalonnage établie en utilisant 1’Albumine Sérique Bovine (BSA, 10 g/l) comme

protéine étalon (Figure 13).

0,8
0,7
0,6 -
0,5
04 -
0,3
0,2 -
0,1

0

y=0,065x
R*=0,970

DO a 540nm

0 2 4 6 8 10 12

La concentration en BSA (g/l)

Figure 13: Courbe étalon du dosage de protéines par la méthode de Biuret (Gornall
et al (1949) ; réalisée avec I’albumine sérique bovine (BSA) comme protéine de

référence.

2.2.3 Méthode électrophorétique

+ Principe

L électrophorése est une méthode d’analyse basee sur la migration différentielle de
particules chargées sous 1’effet d’un champ électrique. Les protéines, du fait de leurs caracteres
amphoteres, peuvent se comporter comme des anions ou des cations et se déplacer ainsi soit
vers 1’anode ou la cathode et étre visualiseées sous forme de bandes de migrations distinctes

selon leurs charges et leur poids moléculaires.

Le gel de polyacrylamide utilisé est le produit de polymérisation de monomeres
d’acrylamide (CH2=CH-CO-NH2) et d’un agent de pontage le N, N’ méthylene- bis-
acrylamide (CH2=CH-CO-NH-CH2-NH-CO-CH=CH?2). Cette réaction est catalysée par un
génerateur de radicaux libres composé de persulfate d’ammonium (NH4)2S208 et de N, N, N,
N-tetraméthylenediamine (TEMED).
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Cette polymeérisation conduit a la formation de nombreuses chaines enroulées qui
déterminent un ensemble de micro-canaux de pores dans lesquels les molécules protéiniques

se déplacent sous I’effet de tamisage moléculaire. Ainsi, le degré de porosité du gel (ou de

réticulation) est variable selon les indices T et C choisis selon la relation :
T= (at+b/v) x 100(%)
C= (b/a+b) x100 (%)

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

Electrophorese en conditions non dissociantes et non dénaturantes (PAGE

native)

L électrophorése sur gel de polyacrylamide dans les conditions non dénaturantes et non
dissociantes (PAGE-native), est une technique résolutive et bien adaptée a la séparation des

protéines seriques du lait.
Conduite de I’électrophoreése

La méthode adaptée par Hillier (1976), a été utilisée. Un gel de polyacrylamide (T =
10 % ; C = 2,7%) en tampon Tris-HCI 0,75 M, pH 8,9 est coulé dans un systeme utilisant des
plaques verticales. Le tampon d’électrodes contient du Tris 5 mM, glycine 77 mM et le pH

est ajusté a 8,3 avec du Tris.

Les échantillons sous forme lyophilisée, sont additionnés de tampon d’échantillon
(Tris/HCI 0,38 M, pH 8,9 contenant 10% de glycérol et 0,01% de bleu de bromophénol) a
raison de 2 mg/ml pour les protéines sériques totales. Des dépdts de 10 pL sont effectués
dans les puits du gel. Le tampon d’échantillons contient du bleu de bromophénol qui est un
indicateur coloré qui détermine le front de migration des protéines. La migration

électrophorétique est effectuée sous des conditions électriques de 20 mA 250 V (annexe 02).
Révélation des bandes de migration

A la fin de la migration, les protéines sont fixées dans 1’acide trichloroacétique (TCA)
12 % (p/v) pendant 45 minutes puis colorées pendant 1 heure avec une solution de bleu de
Coomassie R250, 0,5 % (p/v). La décoloration du gel s’effectue, sous agitation douce dans des

solutions de décoloration renouvelées plusieurs fois.
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2.2.4 Mise en évidence de la désamidation spontanée de lactosérum camelin

4 Principe

L’a-lactalbumine est la protéine majoritaire du lactosérum camelin et la seule
protéine qui se désamide. La désamidation spontanée de cette protéine se fait a un pH
basique (8,4) ou proche de la neutralité (7,4) a une température de 37 °C, avec la libération
de ’ammoniac. Apres 4 jours d’incubation, une électrophorése sur gel de polyacrylamide en

conditions non dissociantes et non dénaturantes (PAGE Native) a été realise.
+ Préparation des échantillons

Les protéines sériques camelines (15 mg/ml) ont été solubilisée dans 150 mM de
tampon phosphate de sodium (annexe 03), pH 8,4. La solution est ensuite filtrée avec un
filtre de 0,45 um puis incubée a 37°C pendant 4 jours. Aprés I’incubation, un controle

électrophorétique a été fait par une électrophorese PAGE-native.
2.2.5 Etude des propriétés techno-fonctionnelles des protéines sériques
2.2.5.1 Solubilité

Pour déterminer la solubilité des protéines sériques natives et désamidées, 200 mg des
deux échantillons lyophilisés ont été solubilisées dans 20 ml d'eau distillée. Ajusté le pH des
deux mélanges a 2, 4, 6, 8 et 12 avec de HCI 4N ou de NaOH 4N. Les mélanges ont été
agités a température ambiante pendant 30 min et centrifugés a 7500 x g pendant 15 min
(Klompong et al., 2007).

Les teneurs en protéines dans les surnageants ont été déterminés par la méthode de
Biuret (Annexe 1). La solubilité des protéines a été calculée comme suit:
teneur en protéines dans le surnageant

s solubilita (06) = , x 100
a solubilité (30) teneur totale en protéines dans I échantillon

2.25.2 Pouvoir moussant

Pour déterminer la capacité moussante des protéines sériques natives et désamidées
du lait camelin, la méthode décrite par Sze-Tao et Sathe (2000) est utilisée. 50 mg de chaque
échantillon lyophilisé a été solubilise dans 50 ml d’eau distillée puis sont transférer dans des
éprouvettes graduées de 100 ml. A I’aide d’un homogénéisateur, homogéneéisée les solutions

protéiques a une vitesse de 13 500 rpm pendant 3 min.
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Le volume total des échantillons a été mesuré avant et apres le fouettage. La capacité

moussante (CM) a été calculée par cette équation :
\% \%
CM (%) = Vv x 100

V’ : Volume aprés homogeéneisation.
V : Volume initial avant homogénéisation.

La stabilité des mousses (SM) aprés 30 minutes est calculée comme suivant :

144

Vv
SM (%) = — x 100

V" : Volume aprés 30 minutes.
V’ : Volume aprés homogeéneisation.
2.25.3 Pouvoir émulsifiant

Les échantillons ont été préparé par la méthode décrite par Patel et Kilara (1990). 75 ml
de solution de protéine a 27 ont été mélangés avec 25 ml d’huile d’olive. Les mélanges ont
été homogeénéisés a I’aide d’un homogénéisateur a 17200 rpm par minutes.

A partir des émulsions meres, une dilution a 1/500 a été préparée avec la solution SDS
0.1 7 dans le tampon phosphate pH 7. L'absorbance des solutions diluées a ensuite été
mesurée & 500 nm & l'aide d'un spectrophotomeétre.

A partir des valeurs enregistrées, nous avons déterminé la capacité émulsifiante,

exprimée par l'indice d'activité émulsifiante (IAE) et ce parametre est donné par la formule :

2 x 2,303 x A500

IAE (mm?/g) = T

f : fraction volumique de la phase dispersée. L : longueur du trajet de la cellule (en metres)
C : poids du produit par unité de volume de la dispersion de dispersion du produit (en
g/m3).
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2.2.6 Détermination de I’activité antioxydante des protéines sériques

4« Principe

L'activité du piégeage du radical 2,2- diphenyl-1-picrylnydrazyl (DPPH) a eété
mesurée selon le protocole décrit par Zhu et al, 2006. DPPH® C'est une poudre cristalline
de couleur sombre composée de molécules de radical libre stables. En solution dans le
méthanol, il est caractérisé par une couleur violette intense ; en présence d'un donneur
d'’hydrogéne (AH) il est réduit a la forme non radicalaire 2,2-diphényl-1-picrylhydrazine
(DPPH, H) de couleur jaune péle (Figure 14). Cette propriété permet donc le contrble
visuel de la réaction. Ce passage de la premiére forme a la deuxieéme est accompagné d'une

diminution de I'absorbance et libération du radical A°.

La réduction du radical libre DPPH par un antioxydant peut étre suivie par
spectrométrie UV-Visible a 517 nm.

O,N NO, O,N NO,
NO, NO,
DPPH (ox) DPPH (red)
purple yellow

Figure 14 : Structure du DPPH et sa réduction par I’antioxydant (AH)

4+ Préparation des échantillons

Lactosérum natif et lactosérum désamidé ont eté préparés a une concentration de

7,5mg/ml.
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+ Dosage

1 ml de chaque échantillon sont mélangées avec 2 mL d’une solution méthanolique de
DPPH a 0,1 mM (annexe 04). Le mélange est homogéneéisé puis incubé pendant 60
minutes)4+ a température ambiante et a 1’obscurité, 1’absorbance a été lue a 517 nm contre un
blanc contenant la solution de DPPH. Le pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH est

calculé par la formule suivante :

A(blanc)—A(échantllon)
A(blanc)

X 100

I(%) =

Ou ; A (blanc) : Absorbance du blanc (DPPH dans 1’éthanol).

37



Résultats et discussion



Résultats et discussion

3.1 La teneur en protéines sériques

Nous avons estimé la quantité des protéines sériques camelines par la méthode de
Biuret (Gornall et al., 1949). La teneur en protéines seriques est égale a 8,03+0,05 g/I. Cette
teneur est assez comparable a celle obtenue par d’autres chercheurs, soit : 8,4 g/l (Alloui-
Lombarkia et al., 2001), 8,5 g/l ( Kihal et al., 1999), 7,5 g/l (Attia et al., 2001), 8 g/l (Zennia
et al.,2015). Par contre, la valeur trouvée est inférieure a celle rapportée par Albu Lehia,
(1987) qui est de 9 g/l et Bayoumi (1990), 10 g/l.

Les protéines sériques du lait camelin est d’un grand intérét du fait que c’est dans cette
fraction qu’on retrouve des facteurs antibactériens particulierement puissant (lysozyme,

lactoferrine et les immunoglobulines...) (EI-Agamy, 2000).
3.2 Comportement électrophorétique des protéines sériques en PAGE Native

L électrophorése sur gel de polyacrylamide en conditions non dénaturantes et non
dissociantes est résolutive et bien adaptée pour la séparation des protéines sériques bovines et
camelines. L’analyse d’électrophoregramme obtenu montre une similitude entre les deux

échantillons étudiés (Lactosérum camelin et bovin) (Figure 15).

En PAGE native, les protéines sériques bovines migrent en quatre bandes. En s’appuyant
sur les données bibliographiques, nous pouvons les distinguer selon 1’ordre décroissant de leurs
mobilités BSA< a-Lac < B-lg. Une bande moins intense constitue la BSA, suivie de I’a-Lac,
enfin deux autres bandes intenses correspondent aux deux variants génétiques de la B-Lg.

Les protéines sériques camelines migrent également en quatre niveaux différents. La
bande (A) intense et qui migre au méme niveau que la BSA pourrait correspondre a BSA
cameline. La bande (C) désigne I’a-Lac cameline qui se situe au méme niveau que 1’a-Lac
bovine. Les deux bandes (B) et (D) qui n’ont pas d’homologues bovins, pourraient correspondre
aux variants génétiques de I’a-Lac cameline, qui different dans leur pHi et dans leur séquences
N-terminales (Ochirkhuyag et al., 1998). Ces variants génétiques pourraient aussi correspondre

a des protéines spécifiques du lait camelin (Merin et al., 2001).

L électrophorégramme obtenu confirme 1’absence de la B-Lg dans le lait camelin, en
raison 1’absence de bande de migration équivalente au niveau de la §-Lg bovine (Farah et al.,
2004).
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PSv PSc -

BSA A
B
a-Lac C
D

B-Ig

Figure 15 : Profil électrophorétique des protéines du lactosérum en PAGE native (T =
12% ; C=2,9%) ; PSv : protéines sériques bovines ; PSc : protéines sériques camelines.

3.3 Modification chimique de lactosérum camelin

La désamidation non-enzymatique d'Asn est la modification la plus fréquente qui a
pour résultat I’addition de charges négatives a la protéine native (Nonoaka et al., 2008). L’a-
Lac est la protéine majeure du lactosérum camelin (8g/l) et la présence des deux sites Asn16-
Glyl7 et Asn45-Gly46 dans la séquence primaire de cette protéine rend cette protéine sujette

a une désamidation non-enzymatique a pH alcalin ou proche de la neutralité.

La désamidation non enzymatique de lactosérum camelin a été réalisée a 37°C, a pH
8,4 dans un tampon phosphate de sodium 150 mM. Le choix de ce tampon est lié a la vitesse a
laquelle se fait la réaction de désamidation qu’en d’autre tampon Tris-HCI ou acétate, pour une
méme molarité et un méme pH (Aswad, 1995 ; Robinson et Robinson, 2004). Le tampon
phosphate de sodium augmente de 2 & 3 fois le taux de désamidation comparé a un tampon Tris-
HCl a pH 7,4 et a 37°C (Robinson et Robinson, 2001).
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Afin de contréler la réaction de désamidation de notre échantillon, nous avons
analysés les fractions aprés incubation a pH 8,4 et 37°C pendant 4 jours par électrophorése sur
gel de polyacrylamide en conditions non dénaturantes (PAGE native) (Figure 16).

LcN LcD -
BSA ——— «—A
a-Lac —» . -
— C
3 D

v

Figure 16 : Profil électrophorétique des protéines du lactosérum en PAGE native (T
=12% ; C=2,9%) ; LcN : Lactosérum camelin natif. LcD : Lactosérum camelin
désamidé. A : BSA ; B : a-Lac native ; C, D : a-Lac désamidee.

L’analyse d’électrophoregramme obtenu montre 1’apparition de deux bandes
supplémentaires notées (D) et (C) qui migrent plus loin vers 1I’anode que la bande (B).
L’intensité de la bande (B) est plus faible que celles des bandes (C) et (D), ce qui indique que
ces deux bandes (D, C) correspondent aux isoformes générées lors de désamidation de 1’a-
Lac (Figure 16).

Ce résultat est similaire a celui obtenu par Zennia et al., (2015). Ces auteurs ont
mentionné que ces bandes correspondent aux isoformes (A2 et A3) issus de la transformation
de L’a-Lac cameline native lors de son incubation dans le tampon phosphate de sodium a pH
7,4 et 8,4 a 37°C, respectivement.
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L’ étude de Girardet et al., (2004) a montré que I’incubation de 1’a-Lac équine a pH
7,4 a 37°C dans un tampon de phosphate de sodium génére deux isoformes Al et A2 qui sont
révélées par la PAGE alcaline. Les mémes auteurs ont mentionné que I’a-Lac équine posséde
un site de désamidation spontanée Asn45 qui se désamide en Asp 45 ou isoAsp 45 apH 7,4 a
37°C. Cependant, I’a-Lac cameline possede deux sites de désamidation Asnl6 et Asn45 dont

le premier est désamidé en isoforme A3 et le second en isoformes A2 et A3 (Zennia et al.,

2015).

3.4 L’effet de la désamidation non enzymatique sur les propriétés techno-

fonctionnelles des protéines sériques
+ L’effet sur la solubilité

L’évolution de la solubilité des protéines sériques camelines natives et désamidées est

présente dans la figure 17.
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Figure 17 : Effet de la désamidation non enzymatique sur la solubilité des protéines

sériques camelines natives (LCn) et désamidées (LCd).

Les courbes de solubilité des protéines sériques camelines natives et désamidées
suivent la méme allure.

La courbe de solubilité des protéines sériques camelines natives montre que la
solubilité est minimale dans la plage de pH 5-6, en s’éloignant de cette plage la solubilité

augmente. La solubilité des protéines sériques désamidées augmente dans la plage de pH

allant de 2 2 8. A des pH de 5 a 6, la solubilité était minimale.

A des valeurs de pH inférieurs et supérieures a la zone de point isoélectrique la solubilité

augmente, car dans ces conditions, les protéines ont des charges nettes negatives en
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raison de 1’effet de la désamidation sur la structure de 1’a-Lac, donc plus d’eau interagit avec
les molécules de protéines.

La diminution de la solubilité est due a 1’augmentation des interactions protéine-

protéine. La solubilité est minimale dans la zone de pH isoélectrique.

Dans notre étude, le lactosérum est constitué de plusieurs protéines dont leurs pHi est
different, a-Lac (pHi = 5,1) ; Lysozyme (pHi entre 10,5 et 11) ; Lactoferrine (pHi=8,63). La
courbe obtenue ne prend pas I’allure d’une cloche on raison de la précipitation qui se produit au

point isoélectrique de mélange de proteines.

Les études de Yong et al., (2004) sur la a-z€ine de mais, ont montré que la désamidation
augmente la solubilité des protéines. Cette augmentation est attribuée a une augmentation de la
charge négative nette de la protéine et a la diminution consécutive des interactions protéine-

protéine.
+ L’effet sur le pouvoir moussant

L’étude de I’effet de la désamidation non enzymatique sur la capacité moussante des
protéines sériques camelines est représentée sur la figure 19.
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Figure 21: Effet de la désamidation non enzymatique sur la capacité moussante des

proteines sériques camelines. Lc : Lactoserum.

La capacité moussante du lactoserum camelin est touchée par le processus de
désamidation non enzymatique. Nous avons enregistré une capacité moussante plus élevée
dans 1’échantillon désamidé 23,3+3,39% contre 16,65+2,34% dans I’échantillon natif. En

effet, la capacité moussante des protéines est améliorée aprées la désamidation.

Notre résultat est en accord avec les résultats obtenus par plusieurs auteurs, qui ont

travaillés sur les propriétés moussantes des protéines végétales tel que le gluten de blé

42



Résultats et discussion

(Mijanur et al., 2007), les protéines d’onagre (Hadidi et al., 2021) et les protéines de soja
(Suppavorasatit et al.,, 2011) désamidées par la glutaminase. lls ont prouvé que cette
modification enzymatique favorise la formation des mousses donc améliore le pouvoir moussant

des protéines.

L’augmentation de la capacité moussante des échantillons désamidés est due a
I’amélioration de la solubilité des protéines suite a I’augmentation de leur charge nette
négative par la désamidation, ce qui favorise les forces de répulsions électrostatiques des

protéines sériques entrainant un déplacement rapide des protéines a I’interface gaz/liquide.

Les résultats obtenus pour la stabilité des mousses formées par lactosérum camelin

natif et désamidé sont présentés dans la figure (20).
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Figure 19 : Effet de temps sur la stabilité des mousses. Lc : Lactosérum.

A T’inverse de la capacité moussante, la stabilité de la mousse de lactosérum camelin
désamidé (93,27+0.18%) est inférieure a celle de lactosérum camelin natif (98,59+0.03%) en
fonction de temps de repos. Notre résultat est en accord avec celui trouvé par Suppavorasatit
et al., (2011), qui ont travaillé sur les protéines de soja. Ces auteurs ont montré que la mousse
formée a partir des protéines sériques natives est plus stable a celle formée par les protéines

sériques désamidées.

La diminution de la stabilit¢é de la mousse pourrait étre di a la réduction de
I’interaction protéine-protéine, qui est affectée par 1’augmentation excessive de la charge de la

protéine (Suppavorasatit et al., 2011).
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+ L’effet sur le pouvoir émulsifiant

Les résultats de 1’effet de la désamidation sur 1’activité émulsifiante des protéines

sériques camelines sont présentés dans la figure 18.
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Figure 20 : Effet de la désamidation non enzymatique sur I’activité émulsifiante des
protéines sériques camelines. LCn : Lactosérum natif, LCd : Lactosérum désamidé.

Les résultats de pouvoir émulsifiant des protéines sériques camelines natives et
désamidées a pH 4 et pH 7 montrent une amélioration significative du pouvoir émulsifiant
des protéines sériques camelines désamidées, il passe de 0,97 £0,27m?/g a 12,61+4,62 m2/g a
pH 4 et de 48,71+3,9 m%/g a 60,1315 m#/g.

Ces résultats sont comparables a ceux obtenus par plusieurs auteurs. Lion et al.,
(2010) et He et al., (2019) ont évalué I’effet de la désamidation non enzymatique sur les
propriétés émulsifiantes des protéines végétales (le gluten de blé désamidé avec I acide
citriqgue ou I’acide tartrique ou acide succinique) et ont prouvé que cette modification

chimique améliore la capacité émulsifiante de ces protéines.

En plus, la désamidation enzymatique améliore les propriétés fonctionnelles des
protéines végétales telles que le pouvoir émulsifiant. En effet, les isolats de protéines de soja
et d’avoie (Suppavarosant et al., 2011) et la zéine de mais (Yong et al., 2004) désamidés par
glutaminase ont présenté une amélioration de I’activité émulsifiante dans les zones inférieures

ou supérieures a leur phi.
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Cette amelioration de I’activité émulsifiante par la désamidation due hydrophobicité
de leur surface par I’exposition des groupements non polaires et les groupements riches en soufre
qui facilitent la diffusion des protéines dans l'interface huile-eau. Elle est due aussi a
I’amélioration de la solubilité des protéines suite a I’excés de charge négative qui favorise les
forces de répulsions électrostatiques entre les gouttelettes de 1’huile (Mirmaghtadie et al.,
2009 ; Suppavarosant et al., 2011).

3.5 L’effet de la désamidation sur I’activité antioxydante

Les résultats de I’effet la désamidation non enzymatique sur I’activité antioxydante
des protéines sériques camelines sont représentés dans la figure (21).
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Figure 21 : Le pourcentage d’inhibition de radical DPPH par les protéines

sériguescamelines natives (LCn) et désamidées (LCd).

L activité antioxydante des protéines sériques camelines désamidées est élevée par
rapport a celle obtenue pour les protéines sériques natives, 28+4% contre 6,9+1%,

respectivement.

Notre résultat est en accord avec le résultat obtenu aprés la désamidation spontané de
la lactoferrine du lait de la femme (Belizy et al., 2001).

L’effet antioxydant accru de ces protéines sériques désamidées peut étre expliqué par
leur capacité accrue a lier le Fe3* aux groupements carboxyles supplémentaires libérés lors de
la désamidation spontané (Belizy et al., 2001).

L activité antioxydante des protéines peut étre touchee par d’autre phénomene, tel que
I’hydrolyse. Celle-ci augmente [I’activité antioxydante, par 1’activation des propriétés

antioxydantes des protéines sériques qui se lient aux ions de fer. (Lukach et al., 1994).
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Le lait de chamelle constitue une ressource alimentaire inestimable pour les populations
des régions arides et semi arides. C’est un produit relativement riche en éléments nutritifs et un
nombre de vertus thérapeutiques. Il présent des aptitudes limitées a la transformation en produits
dérivés (fromage, beurre....etc.), en raison de ses caractéristiques physico-chimiques

particuliéres.

Dans ce contexte, la présente étude s’est intéressée a I’évaluation de I’effet de la
désamidation non enzymatique sur les propriétés techno-fonctionnelles des protéines seriques

camelines.

Le travail a été initié par I’isolement des protéines sériques suivant plusieurs étapes
(écrémage, acidification,...) et d’un contréle électrophorétique dans des conditions non
dissociantes et non dénaturantes qui a révélé la migration de quatre bandes selon 1’ordre

décroissant de leur mobilité BSA < a-Lac < B-Lg (deux variantes génétiques A et B).

La mise en évidence de la désamidation non enzymatiques de lactosérum a été réalisé
a une température de 37 °C a pH 8,4 dans le tampon phosphate de sodium. Les résultats obtenus
apres quatre jours d’incubation suivie d’un contréle électrophorétique (Alcaline PAGE) ont

montré la formation de deux nouveaux isoformes (A2 et A3).

L effet de la désamidation non enzymatique des protéines sériques camelines sur les
propriétés techno-fonctionnelles a été étudié. Les résultats ont montré une amélioration de la
solubilité des protéines sériques, a des valeurs inférieures au pHi (pH 2) la solubilité est de
13+4 pour lactosérum natif contre 32+4 pour le lactosérum désamidé et a des valeurs supérieures
au pHi (pH 8) la solubilité des protéines sériques natives est de 17+2 contre 38+1 pour les
protéines sériques désamidés.

Les propriétés moussantes des protéines lactosériques camelines ont été aussi améliorées
par le processus de désamidation non enzymatique. La capacité moussante de lactosérum native

est de 16.65 +2.34 contre 23.3+3.39 pour le lactosérum désamidé.

En plus, les propriétés émulsifiantes de ces protéines ont été touchées par cette
modification chimique. Une augmentation significative de la capacité emulsifiante de 0.97
10,27 a48,71+£3,9 m?/g a pH acide et de 12,6+4,62 m2/g a 60,13+10 m#/g pH basique.

Le pouvoir antioxydant des protéines camelines désamidées a été détermineé par le test

DPPH. Les résultats ont montré une amélioration de I’activité antioxydante aprés la
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désamidation. Les pourcentages d’inhibition obtenus sont de 6,9+1 7 pour les protéines
sériques non désamidées et de 28+4 7 pour les protéines sériques camelines désamidées.

Les résultats de cette étude permettent d’ouvrir de nouvelles perspectives. Donc pour
compléter ce travail sur les propriétés techno-fonctionnelles des protéines sériques camelines,

nous proposons de :

Purifier la a-lactalbumine et étudier I’effet de la désamidation non enzymatique sur les
propriétés techno-fonctionnelles testées.

Etudier d’autres propriétés techno-fonctionnelles (la gélification, la rétention d’eau,
...)et I’effet de la désamidation sur ces propriétes.

Etudier I’effet de la désamidation non enzymatique sur les activités biologiques :
activité antibactérienne, antioxydante, ...
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Annexe 01 : Détermination de la teneur en protéines par la méthode de Biuret

1. Solutions

Solution mére de BSA

LUl o] )Y o] [0 Lo [0 1= SR 1000ml.

Le réactif de Gornall

SUITALE T CUIVIE ... bbb 5¢.
Tartrate double anhyidre N*, K st 8.70g
K e et e ettt e ettt et n e n e 5g.
NBOH .t 24q

Mélanger les deux premiers produits puis solubiliser sans chauffage ;

Ajouter le Kl puis solubilisé ;

Ajouter le NaOH puis ajusté avec d’eau distillé jusqu’a 1000ml.

Gamme étalon

A partir de la solution de BSA (10 g/l), des dilutions sont préparées suivant le tableau

ci dessous.

Tubes 0 1 2 3 4 5 6 7 8

Concentration BSA (mg/ml) | 0 0,5 1 1,5 2 4 6 8 10

Solution mére de BSA (ml) 0 | 0,025 |005|0075| 01 |02(03| 04 | 05

Eau Physiologique (ml) 05| 0475 |0,75| 0025 | 04 (0302 01 0

3.

Meéthode
1 ml d’échantillon contenant 100 pg de protéines maximum et 25 ug minimum ;

Ajouter 2 ml du réactif Gornall ;
Laisser 30 min a I’obscurité ;
Lire la DO a 540 nm.

Expression des résultats :

Une courbe étalon est tracé en portant sur I’axe des abscisses, les concentrations en BSA

des dilutions préalablement préparées et sur 1’axe des ordonnées, les DO mesurées

respectivement pour chaque dilution.
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Annexe 02 : Electrophorése en conditions non dissociantes et non dénaturantes

(PAGE native)
1. Solutions

Solution d’acrylamide (A)

ACTYIAMITE ... r et 364.
BISACIYIAMIAE ...t 10.
EAU AISHTEE ... 100 ml.

Tampon de gel (B)

- Ajuster a pH 8,9 avec HCI 4N.

Tampon d’électrode

LI TSP PRSPPI 0.12 g.
GIYCINE ettt et e et e ra e aenreenne s 0,58 g.
BAU AISEHIEE ... e 200 ml.

- Ajuster a pH 8,3 avec du Tris

Tampon d’échantillon

Tampon du gel (B) ..o 100 pl.
BAU QISTHIEE ... 700 pl.
GIYCEIOI 50D0......eiiiiiitieiee bbb 200 pl.
Bleu de bromopheénol ... une téte d’aiguille.

- Dissoudre 1mg de protéines lyophilisées dans 1ml de ce tampon.
2. Electrophorese
Préparation du gel (T = 12% et 2,7%)
SOIULION () 1ttt neeenes 3,25 ml.

To] [ To] g (=) ST URTURRPR PRSI 5ml.
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BaU AISTHIEE ...t 1,68 ml
TEMED ...ttt ne s 10 ul
Solution de persulfate d’ammonium 1090 ...........cccovveveiieenieie e 75 ul.

- Couler et mettre le peigne immédiatement

Solution de fixation

T LIS 1 T (0 ) SRS 100ml.

Solution de coloration

Bleu de Coomassic R250. .. .ooiiiiiieiiciie ettt s e te e s st e e e s s e e e s s e e e e s eanes 0,55g.
TCA oottt ettt ettt ettt e r e 4q
IMEENANOL........coei s 100ml.
BaAU ISHIIER ... 100ml.

Solution de décoloration

o [0 Lo Ut o U= USSR 37,5ml.
BaU QISTHIBE ...ttt e e 312,5ml.
LY [<] (g P o] TR 150ml.

Dépot d’échantillon : 10 & 20 pl.

Mise sous tension : 20 mA, 250 V.

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

Décoloration : dans la solution de décoloration.
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Annexe 03 : Le tampon de phosphate

1. Produits

NAHZ2POZ ettt e e e e e e e e e e e e e 234mg
NAZHPOA ...ttt et e e e et e e e e e et e e e e e e e e e 155,6mg
NN S ettt e e et re e e e e e re e e e e e aiaaaas 10mg

2. Meéthode

- Mélanger les 3 poudre, jaugé avec d'eau distillée jusqu’a 50ml ;
- Ajusté le pH a 7,4 avec de NaOH ;

- Filtration (0.45um) ;

- Dégazé sous-vide ;

- Conserver a4C°.

Annexe 04: Solution méthanolique de DPPH

DPPH. .. oo eeeeeeoe e seeeeseeeesseessssseeeseese s sssesee e eese e sesseeeeeeeseeesseseeees 0.002g.

1Y, =] aF=Ta Lo ] FE OO RURRRTPRP
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Annexe 05 :

pH-métre (HANNA)

Photographie d’un lyophilisateur Protéines sériques camelines
(Telstar). lyophilisées
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Photographie d’une Centrifugeuse réfrigérée, max 28000 g
(SIGMA)

Photographie d’un Spectrophotomeétre UV-Visible (SHIMADZU)

Photographie d’une unité d’électrophorése (HOEFFER SE

260)A : cuve de migration ; B : générateur de

courant.
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Dialyse des protéines sériques contre I’eau distillée pendant 72 heures a 4°C et

sousagitation douce avec un agitateur magnétique.



