) Al jRapall 4,01 500 4y ) sgand)

République Algérienne Démocratique et Populaire

ealad) Gl Mal) anlasil) 350 5 9
Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique

1) paadd das agdl) daala

Université Echahid Hamma Lakhdar El1 -OUED

Slaall g Aagalall o gl A8
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie

iy sl A3 181 L sl gl puid

Département de biologie cellulaire et moléculaire

MEMOIRE DE FIN D’ETUDE

En vue de I'obtention du dipldome de Master Académique en Sciences
biologiques
Spécialité: Biochimie Appliquée

THEME

Etude de ’impact des certaines enzymes
protéolytiques sur quelques effets biologiques des

peptides issus de la digestion des caséines
camelines

Présenté Par : Asma LAHREM

Hayet ABIKECHI

Devant le jury composé de
Présidente : Melle. Farah REMDAN MCB Université d’El Oued
Examinateur : Melle. Janette ALLOUCHE MAA Université d’El Oued

Promoteur: Mr. Abdelhak MEDJOUR MAA Université d’El OQued

Année académique : 2019/2020




Remerciements

Nos remerciements vont tout dabord ad ALLAH le tout puissant pour
nous avory donné la volonte, la patience et le courage de realiser ce

miodeste travail

Nous lenons d remercier en premier lieu notre encadreur Mr.

MFDJOUR. A pour son aide precieux et ces conses Judicreux.

Nos vifs remercrements vont également aux memores du jury Melle .
REMDAN. F et Melle. ALLOUCHE. J pour linteret qu'ils ont porte a
notre recherchie en acceptant dexaminer notrve travail et de [enrichir

par leurs proposttions

Nous remercions également le personnel du laboratoire, dirige par
(tngenieur GOUB/. S, pour les efforts qu ils ont deployes pour nous

atder d accomplir ce travail.

Nous lenons d exprimer nos Sinceres remerciements d tous les
professeurs qui nous ont enseigne el qui par leurs competences nous

ont soutenu dans la poursuite de nos etudes.

Fnfin, nous tenons également da remercier toules les personnes qui ont

participe de pres ou de (oin d la réalisation de ce travail.



Dedicaces

Je Dedie ce modeste travail

A la lumiere de mes yeux, [ombre de mes pas et le bonheur de ma vie
ma mere qui ma apporte son appul durant toutes mes années d etude,
pour son sacrifice el soutien qui m ont donné confiance, courage et

securize.

A [dme de mon cher pere, qui Dieu att pilie de (ur et demeure darns

son espace.

A mes freves : KOUIDFR, FARES Ft mes saurs : HOUDA, ZAHIRA,
OUAHTIDA, RACHIDA en reconnaissance de leur affection toujours

constante
A tous les membres de ma famille.

A mon fiancé ABDFRREZZAKX qui m a supporte et davorr

ete tres compretiensivle .
A mon collegue au travarl: HAYAT

A tous mes amis : MALIKA, WARDA NOUR, RANDA,
Y AMINA, KHAWLA, TRIISSAM, ARLA

A tous les maitres et les professeurs durant (out mon cursius
A tous qui m aide de pres ou de loin.

ASMA



Dedicaces

A Chomme de ma vie, mon exemple éternel, source de joie et de
bonheur, celui qui s’est toujours sacrifié pour me voir réussir, d toi

mon pére.

A la lumiére de mes jours, la source de mes efforts, la flamme de mon

coeur, mon soutien moral, ma vie et mon bonheur ; maman que j adore.
A mes freves HICHAM, MEHAMMED et ZIYAD
A ma soeur SALSABIL
A tout ma famille ABIKCHI
A mon amie intime et binome : ASMA
A mon collegue: ABID AHMED pour ses efforts et soutien
A mes amis. MANAL, NASEHA et WISSAM
A tous les maitres et les professeurs durant [(out mon cursus

A tous qui maide de pres ou de loin

HAYAT



Résumé:

Le lait de chamelle contient en son sein des substances antioxydantes naturelles (les
vitamines et les enzymes), riche en molécules antibactériennes (lysozymes, lactoferrine et
etc.). Des études ont ainsi rapporté que méme les protéines camelines et/ou leurs hydrolysats
peuvent présenter une activité antioxydan teet antibactérienne. Dans le cadre de ce travail
nous nous sommes intéressées a évaluer in vitro 1’activité antioxydante et antibactérienne des
caséines camelines avant et aprés hydrolyses enzymatiques tout en imitant les conditions in
vivo. Dans le méme contexte, on cherche a connaitre la capacité de chaque enzyme digestive
utilisée de produire un effet antioxidant et antibactérien qui lui est propre, c’est la spécificité
de chacune qui lui permet de déchiffrer I’encodage contenu dans la séquence protéique afin de
libérer des peptides bioactifs. Dans cette étude 11 échantillons du lait camelin ont été
collectés. Les analyses physicochimiques ont monté que la valeur de pH est de 6,42 +
0,13,I’acidité Dornic est de 17,72°D + 2,10 et la densité est de 1,0252+0,0026, d’autre part le
dosage protéines réalisé¢ sur les différentes fractions protéiques (protéines totales, protéines
lactosériques et caséines) a montré que ce lait est riche en casé€ines avec un taux de
24,03g/1+1,27).Par la suite les casé€ines ont été séparées du reste de lait, lavées puis
lyophilisées. Une portion de ces dernicres, a été hydrolysées par des enzymes digestives
(pepsine et pancréatine) et I'autre a été laissées intacte. Ainsi, quatre fractions ont été
préparées : caséines natives totales (CNT), hydrolysat pepsique de caséines (H-PEP),
hydrolysat pancréatique de caséines(HE PEN) et hydrolysat pepsique/pancréatique (H-
PEP/HE PEN). Ces fractions ont été utilisées pour évaluer leurs activités antioxydante et
antimicrobienne. Le test de FRAP a montré que comparativement aux caséines natives, les
hydrolysats exercent un pouvoir réducteur plus important avec des concentration 20mg/ml,
DO : 700 nm, les absorbances enregistrées : 0,104 pour CNT, 0,134 pour H-PEP,0,231 pour
HE PEN et 0,280 pour H-PEP/HE PEN. L’enquéte menée sur les résultats retrouvés par
plusieurs auteurs concernant ’activité antimicrobienne, avant et aprés hydrolyse par des
enzymes digestives contre des souches bactériennes (Gram+ et -) a montré que 1’effet
antibactérien est quasi-absent chez les caséines intactes mais il parait, une fois ces protéines
sont hydrolysées et avec de nuances différentes entre chaque enzymes et I’autre. Cela suggere
que des fragments peptidiques antibactériens dérivés des casé€ines camelines ont été libérés.
Les enzymes digestives possédent un role clé dans la production de 1’effet biologique et
chacune d’elles a sa propre capacité de produire cet effet.

Mots clés: caséines camelines, hydrolyse enzymatique, activité antioxydante, activité

antibactérienne, FRAP.



Abstract

Camel milk contains natural antioxidant substances (vitamins and enzymes) within it,
rich in antibacterial molecules (lysozymes, lactoferrin and etc.). Studies have thus reported
that even camel proteins and / or their hydrolysates can exhibit antioxidant and antibacterial
activity. As part of this work we were interested in evaluating in vitro the antioxidant and
antibacterial activity of camel caseins before and after enzymatic hydrolyses while mimicking
in vivo conditions. In the same context, we seek to know the capacity of each digestive
enzyme used to produce an antioxidant and antibacterial effect of its own, it is the specificity
of each that allows it to decipher the encoding contained in the protein sequence in order to
release bioactive peptides. In this study 11 samples of camel milk were collected.
Physicochemical analyzes have shown that the pH value is 6.42 £ 0.13, the Dornic acidity is
17.72 ° D £ 2.10 and the specific gravity is 1.0252 + 0.0026, of on the other hand, the protein
assay carried out on the different protein fractions (total proteins, whey proteins and caseins)
showed that this milk is rich in caseins with a rate of 24.03 g /1 £+ 1.27). Subsequently, the
caseins were separated from the rest of the milk, washed and then lyophilized. A portion of
these was hydrolyzed by digestive enzymes (pepsin and pancreatin) and the other was left
intact. Thus, four fractions were prepared: total native caseins (CNT), pepsin hydrolyzate of
caseins (H-PEP), pancreatic hydrolyzate of caseins (HE PEN) and pepsin / pancreatic
hydrolyzate (H-PEP / HE PEN). These factions have been used to assess their antioxidant
and antimicrobial activities. The FRAP test showed that compared to native caseins, the
hydrolysates exert a greater reducing power with 20 mg / ml concentration, OD: 700 nm, the
absorbances recorded: 0.104 for CNT, 0.134 for H-PEP, 0.231 for HE PEN and 0.280 for H-
PEP / HE PEN. The investigation carried out on the results found by several authors
concerning antimicrobial activity, before and after hydrolysis by digestive enzymes against
bacterial strains (Gram + and -) showed that the antibacterial effect is almost absent in intact
caseins but it seems, once these proteins are hydrolyzed and with different nuances between
each enzyme and the other. This suggests that antibacterial peptide fragments derived from
camel caseins have been released. Digestive enzymes have a key role in producing the

biological effect, and each has its own ability to produce this effect.

Key words: camel caseins, enzymatic hydrolysis, antioxidant activity, antibacterial activity,

FRAP
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Introduction générale

Le dromadaire (Camelus dromedarius) est une espece qui vit dans plusieurs régions
arides et semi-arides du monde. En Algérie, son territoire est confiné notamment dans les
zones steppiques et désertiques du Sahara algérien. Il est connu pour sa résistance aux
conditions de sécheresse qui sévissent dans ces régions. Malgré 1’aridit¢ du milieu dans
lequel il vie, sa productivité en lait est élevée (BELKACEMI et SOUAKER, 2017).

Le lait de chamelle a un role important dans la nutrition humaine dans les régions
chaudes et arides du monde. Ce lait contient tous les nutriments essentiels que I’on trouve
dans les autres types de lait. En plus, ce lait se singularise d’un pouvoir thérapeutique tres
répondu a travers le monde, il est utilis¢ pour le traitement d’une série des maladies :
hydropisie, jaunisse, tuberculose, asthme et leishmaniose. (ABDELGADIR et al., 1998).
D’autre propriétés s’ajoutent ¢également telles que des potentielles : anti-cancérigeénes
(MAGJEED, 2005; HABIB et al., 2013), antidiabétique (AGRAWAL et al., 2007),
antihypertenseur (QUAN et al., 2008) et rénoprotecteur (AFIFL, 2010).

La valeur nutritive de ce lait est trés remarquable et essentiellement par sa fraction
cas¢éique (les principales protéines du lait) qui, de point de vu compositionnel, se différe de
son analogue bovin. Le lait de dromadaire contient a peu pres 1,63 a 2,76 % des caséines, ce
qui représente environ 52 a 87 % des protéines totales. La caséine [ est la principale fraction
caséinique (65%) du lait de chamelle suivie de la caséine aS1 (21%), contre 36% et 38%
respectivement dans le lait de vache (MEDJOUR, 2014). Quant a la x-CN, protéine
responsable de la propriété coagulante des caséines, ne représente qu’environ 3,47% du total
des caséines, contre 13% dans le lait bovin (KAPPELER et al. 2003). Le lait de chamelle est
similaire au lait humain en ce qui concerne ce pourcentage €¢levé en caséine 3, 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 ; la caséine B est plus sensible a lI'hydrolyse
peptidique que la caséine aS (EL-AGAMY et al., 2009).

I1 est désormais bien connu qu’en plus du réle physiologique principal des caséines
du lait comme source d’acides aminés nécessaires a la croissance du nouveau-né, ces
protéines peuvent contenir des peptides cryptés dans leurs séquences, qui peuvent présenter
diverses activités biologiques une fois libérées. Tel des peptides pouvant étre libérés en in
vitro par hydrolyse enzymatique ou fermentation sous 1’action des protéases produites par les
bactéries lactiques. Les hydrolysats et les peptides bioactifs dérivés des caséines ont montré
plusieurs activités biologiques (SILVA et MALCATA, 2005).

L'effet des certaines enzymes protéolytiques sur la bio-activité des peptides obtenus

a partir de caséines du lait de chamelle n'a pas été largement étudié jusqu'a présent. SALAMI



Introduction générale

et al. (2008) ont signalé une plus grande hydrolyse des caséines de chamelle que celle des
caséines bovines lors du traitement avec les enzymes pancréatiques. Les activités anti-
radicalaires et de conversion de l'angiotensine du lait de chamelle ont également été étudiées
par JRAD et al. (2014), apres hydrolyse par la pepsine et la pancréatine.

Dans ce contexte, cette étude a été entreprise pour mettre en €vidence certaines
activités biologiques produites par des peptides cas€iques camélines, résultants de traitement

avec certaines protéases (a savoir . pepsine et pancréatine) et ainsi, de déterminer s’il y existe

une corrélation indirecte entre ces protéases et les effets biologiques étudiés.






Chapitre 1 Syntheése bibliographique

I.1. Apercu sur le dromadaire
I.1.1. Présentation du dromadaire

Le chameau est synonyme du nomadisme en milieu désertique (BOUDJENAH,
2012).Dans le climat chaud et aride, les dromadaires (Camelusdromedarius) sont des animaux
polyvalents; IIs sont la principale source d’alimentation humaine. Ils fournissent du lait, de la
viande, des cheveux et des peaux, ainsi que pour d’autres usages tels que le transport sur de
courtes distances pour les sociétés rurales et urbaines qui habitent dans les zones arides et
semi-arides et utilisés pour le trait dans 1’agriculture et pour les usages domestiques comme le
transport de I’eau, des céréales, du bois, du sel... (HUSSEIN, 1989; RICHARD, 1989;
KHAN et al., 2003; EL-WAZIRY et al., 2012; AL-JUBOORI et al., 2013; JRAD et al., 2013;
SIDDIG et al., 2016)

I.1.2.0rigine et Historique

Le nom « dromadaire » dérive du terme grecque « dromados» qui veut dire course. Il
est donné a I’espece de chameau a une seule bosse, appartenant au genre Camelus de la
famille des Camelidae et dont le nom scientifique est Camelusdromedarius (ZEUNER, 1963).
Il existe deux espéces : la premiere est Camelusdromedarius: elle est donnée a 1’espece de
chameau a une seule bosse, appartenant au genre Camelus de la famille des Camelidae et dont
le nom scientifique est Camelusdromedarius; la deuxieme est Camelusbactrianus (deux
bosses). Le dromadaire vit dans les régions chaudes, arides et semi-arides de la plancte. Il
serait originaire de I’ Amérique du Nord ou le plus ancien fossile de Camelidae a été trouvé et
d’ou il aurait rejoint I’Asie et I’Afrique, a la suite des glaciations qui sévirent dans
pratiquement la quasi-totalité de I’hémisphére nord de la planéte durant I’ére tertiaire (DICK
etal.,2011).

EPSTEIN (1971) et LHOTE (1987) rapportent que le dromadaire avait été introduit en
Afrique du Nord (Egypte) a partir de I'Asie du Sud-ouest (Arabie et Perse. En effet ces
ossements appartiennent aux dromadaires des races africaines dont le squelette et surtout la
dentition sont trés différents des races asiatiques venues probablement avec les conquétes
arabes a partir du Ile siécle (ALOU, 1985).

I.1.3. Classification

Le dromadaire ou chameau a une bosse appartient a la famille des camélidés. Ce sont
des ruminants sans cornes, représentés par les genres Camelus et Lama. Le genre Camelus
comprend, outre le dromadaire (Camelusdromedarius) et le chameau a deux bosses
(Camelusbactrianus) (ASSIONGBON, 1998).Ces deux especes sont particulierement

adaptées aux zones arides et désertiques : le chameau dans les montagnes asiatiques, le
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dromadaire dans les déserts chauds d'Afrique et d'Arabie (ASSIONGBON, 1998). Le tableau

01, résume la classification de dromadaire.

Tableau 01: Classification zoologique du dromadaire (KADIM et al., 2013).

Régne 1 Animal
Embranchement Vertébrés
Classe Mammifere
Sous classe Placentaires
Ordre Artiodactyles
Sous ordre Tylopodes
Famille Camélidés
Genre Camelus
Espece C. dromedaries

I.1.4. Distribution et effectif

Le dromadaire en Algérie n’est pas seulement un animal d’¢élevage destiné pour la
production de viande, lait et autres produits, mais de surcroit au transport du bois de I’Erg
vers les villes et son role culturel et sportif, ainsi que son utilisation comme animal de selle,
de bat et de trait. Il représente un symbole et une clé primordiaux de la vie sociale des
bédouins dans le désert (OULADBELKHIR, 2018).

Depuis 1961, les effectifs camelins en Algérie ont doublé, et durant cette période, ils
ont connu des fluctuations ou 1I’on rencontre une régression durant les années soixante-dix,
due a la révolution agraire qui a provoqué chez les uns de fausses déclarations et chez les
autres, une xode rural, se soldant par un délaissement de 1’élevage camelin et une
augmentation des effectifs durant les années deux milles, dus a la subvention de 1’état. La
figure 01 représente 1’évolution des effectifs camelins en Algérie pendant la période 1961-
2014, données tirées a partir des statistiques de 1'Organisation des Nations Unies pour
'Alimentation et 'Agriculture (OULADBELKHIR, 2018).

Durant ces dernieres années, les effectifs camelins en Algérie ont connu une évolution
trés nette allant jusqu'au 379094 tétes en 2016 (FAO, 2018 cite par OULADBELKHIR,
2018). La plus grande concentration se trouve dans les wilayas frontalieres du Sahara central.,

(tableau 02)
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Au-dela des limites administratives on constate 3 grandes aires de distribution

(figure 02) (BEN AISSA, 1989).

e R G O R LR

Figure 01: Evolution des effectifs camelins en Algérie (FAO, 2018)

1 SUD-EST
2 SUD-OUEST .
3 EXTREME-SUD e ma

Figure 02: Aires de distribution du dromadaire en Algérie (BEN AISSA, 1989)

2K



Chapitre 1 Syntheése bibliographique

» Aire géographique Sud-Est
Elle comprend plus de 58% des effectifs avec deux zones :
e La zone Sud-est proprement dite comprend :
- Les Wilayate Sahariennes : EI-Oued et Biskra.
- Les Wilayate Steppiques : M'sila, Tebessa, Batna et Khenchela
e Lazone Centre comprend :
-Les Wilayate Sahariennes : Ouargla et Ghardaia.
- Les Wilayate Steppiques : Lagahouat et Djelfa.
A travers un couloir de transhumance El-Goléa - Ghardaia - Laghouat - Djelfa ou Aflou.
» Aire géographique Sud-ouest
e Le Sud-Ouest posseéde 15% de 'effectif total et comprend :
-Les Wilayate Sahariennes : Bechar, Tindouf et le Nord-Adrar
-Les Wilayate Steppiques : Naama et El-Bayadh
» Aire géographique I'extreme Sud
L’extréme Sud posséde 28,6% de 'effectif total et comprend :
-Les Wilayates de : Tamanrasset,'[lliziet et le Sud-d'Adrar
-Les zones de paturages sont constituées par les lits d'Oued descendant des massifs du

Hoggaret du Tassili n'Ajjer (figure 02) (BEN AISSA, 1989).
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Tableau 02: Effectifs camelins en Algérie (MADR 2015 cite par OULADBELKHIR, 2018).

Wilaya Année 2011 Année 2012 Année 2013
Adrar 40 983 44370 46 99
Laghouat 1810 1 850 1950
Batna 110 43 43
Biskra 2260 3005 3025
Bechar 23 000 23 550 24320
Tamanrasset 84 909 85 541 85 745
Tebessa 390 390 410
Tiaret 520 275 230
Djelfa 6 330 6270 6 440
M'sila 1 600 1 600 1 620
Ouargla 29 833 30 858 31787
El-Bayadh 9610 17 853 10 060
Mlizi 29 698 30 405 31182
Tindouf 45300 47 900 51342
El Oued 31342 34125 36 700
Naama 1 005 1013
Ghardaia 11 060 11 100 11150
Total de I'Algérie 318 755 340 140 344 015

I.1.5. Populations algériennes

Les noms des races sont attribués a des groupes d’animaux dans telle ou telle région

susceptible de varier selon les pays et les ethnies qui se partagent la zone (FAYE, 1997).La

notion de « Race » dépend des critéres étroitement pilotés par ’homme en fonction des

objectifs fixés a I’animal (GHALEM, 2015).




Chapitre 1 Syntheése bibliographique

Les populations camelines appartiennent & deux grands groupes génétiques : le
Chaambi et le Targui (Méhari) qui comptent toutefois des sous types : Reguibi, Sahraoui,
Chameau de I'Aftouh, I'Ajjer, I'Ait Kebbach, Le Berberi, Ouled Sid Cheikh et Chameau de la
Steppe (GHALEM, 2015).

I.1.5.1. Dromadaires des steppes

Les circonférences thoraciques et abdominales ne sont pas grandes. La taille est petite
avec peu de musculatures. C’est un animal qui ne peut supporter de grandes charges. Il est
utilisé¢ dans les transhumances courtes. Cette population cameline se caractérise par la qualité
et la quantité de poils produit. La production des poils de cette population est le meilleur du
point de vue quantité et qualité par rapport aux autres populations algériennes. Son aire de
répartition s’étend entre le Sahara septentrional et la steppe (BENHADID, 2010).
I.1.5.2.Chaambi

Les animaux de cette population sont robustes, possedent une grande musculature et
un fort squelette osseux.

Sa hauteur a I'épaule peut atteindre 1,65 metre. Les individus de cette population sont
de trés bons animaux de selle et de transport. Ils sont répandus comme étant les meilleurs par
rapport aux autres populations, surtout concernant la production de viande. Ces animaux
présentent généralement des poils courts et de couleur foncée. Leur aire de répartition est tres
vaste. Il est localisé entre les deux Grands Erg (Occidental et Oriental) (BENHADID, 2010).
1.1.5.3. Sahraoui

C'est le résultat du croisement de la race Chaambi avec celle de 1'Ouled Sidi Cheikh.
Animal medialigne robuste, a pelage foncé, mi-long, c'est un excellent Méhari de troupe
quivitdu grand erg occidental au centre du Sahara.(GHALEM, 2015)

I.1.5.4. Ouled Sid cheikh

Les individus sont de tailles moyennes variant entre 1,80 meétre et 1,83 meétre. Ces
animaux sont robustes et plus adaptés aux sols caillouteux qu’aux sols sablonneux. Les poils
sont de couleur foncée. Son aire de répartition se trouve au niveau de la zone des hauts
plateaux dans le nord du Grand Erg Occidental (BENHADID, 2010).

I.1.5.5. Reguibi

I1 est réparti dans l'ouest saharien c'est un animal d'assez grande taille, bien adapté a la

course mais avec un bon potentiel laitier (entre 1200 et 1500 litres par lactation) (RAHLI,

2014)
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I.1.5.6. Ait Khebbach

Animal bréviligne, de taille moyenne, robe foncée et a poil ras, c'est un puissant
animal de bat, rencontré notamment au sud-ouest algérien (GHALEM, 2015).
1.1.5.7. Barbari

Se rapproche du Chaambi, mais son poids reste toujours inférieur a ce dernier. Son
aire de répartition se trouve entre le Sahara Nord Occidental et la steppe. (BENHADID,
2010).
1.1.5.8. Targui

Les dromadaires Targuis sont des animaux habitués aussi bien aux aides escarpements
du Tassili et du Massif central du Hoggar, qu'aux sables. C'est un animal fin avec ses
membres trés musclés. La bosse est petite et rejetée en arriere. La queue est également petite
et les plantes des pieds sont fines. C'est un excellent méhari pour les patrouilles aux fronticres.
(RAHLI, 2014).
1.1.5.9. Ajjer

Animaux de petites tailles adaptés a la montée, et donc utilisés pour le transport et le
tourisme du Tassili. (BENHADID, 2010).
1.1.5.10.Chameau de L’Aftouh

Dromadaire bréviligne trapu, c’est un bon porteur et rencontré chez les Reguibets
(Tindouf et Bechar). (BENHADID, 2010).

I.1.6.Production laitiére

Dans des conditions drastiques, la chamelle a la possibilité de produire plus de lait que
toutes les autres espéces et pendant des temps plus longs. Chaque chamelle produit entre 1000
et 2000 litres de lait par période de lactation de 8 a 18 mois (BOUDJENAH, 2012). La
moyenne quotidienne de production laitiere se situe entre 3 et 10 kilogrammes (FAYE, 2003).
L’estimation de la production varie d’une région a une autre. En Afrique, elle oscille entre
1000 et 2700 litres par lactation.

En Asie, on reléve des valeurs plus extrémes, allant de 650 a plus de 12 000 litres/
Lactation. Dans des conditions intensives d’alimentation, il n’est pas rare d’obtenir des
moyennes de production comprises entre 3000 et 8000 Kg de lait et des valeurs quotidiennes
de I’ordre de 20 litres. (CHEHMA, 2004).

I.1.7.Facteurs de variation
Les facteurs de variation de la production sont bien siir les mémes que pour les autres

especes et on dispose sur ces aspects de quelques éléments d’analyse (génétique, qualité et
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quantité de I’alimentation disponible, conditions climatiques, fréquence de la traite, rang de

mise bas, état sanitaire). (MEDJOUR, 2014).

10



Chapitre 1 Syntheése bibliographique

I.2. Caractéristiques du lait de chamelle
I.2.1.Caractéristiques organoleptiques

Le lait de chamelle est généralement blanc opaque (YAGIL, 1982; FARAH, 2004;
AL HAJ et AL KANHAL, 2010; MAL et PATHAK, 2010) en raison notamment de la
structure et de la composition de sa matieére grasse, relativement pauvre en [-caroténe
(SAWAYA et al., 1984) et est d’un aspect moins visqueux que le lait de vache (KAMOUN,
1990; SBOUI et al., 2009). Il a une saveur douce (FARAH, 2004), sucré¢ (YAGIL, 1982; AL
HAJ et AL KANHAL, 2010) et forte (YAGIL, 1982; FARAH, 2004), avec un gott
légerement salé (YAGIL, 1982; FARAH, 2004; AL HAJ et AL KANHAL, 2010; MAL et
PATHAK, 2010).

1.2.2. Caractéristiques physico-chimiques
1.2.2.1. pH

Son PH qui varie de 6,2 a 6,5 est plus bas que celui du lait de vache (6,8) ou du lait de
femme (7,6). (SENOUSSI, 2011).

Le pH du lait camelin frais se situe entre 6,5 et 6,7, un léger abaissement du pH a 6,4
et 6,0 est aussi enregistré. Le pH du lait camelin est similaire a celui du lait de brebis, mais un
peu acide par rapport a celui du lait bovin, ce dernier se situe entre 6,6 et 6,8. (SOUID, 2011).
1.2.2.2. Extrait sec total

La teneur en maticre séche totale d’échantillons de lait camelin cru analysée est égale
a 130 g/1. Cette valeur est proche a celle du lait bovin (128 g/l). (KAMOUN, 1995).
1.2.2.3. Densité

Il est moins dense que le lait de vache, sa densit¢ moyenne est 1.029 g/cm™
(MEDJOUR, 2014).
1.2.2.4. Acidité

L’acidité moyenne du lait camelin en degré Dornic est 14.66 °© D. (GHENNAM et al.,
2007).

I.2.3. Caractéristiques chimiques et biochimiques
1.2.3.1. Teneur en eau

La teneur en eau varie en fonction de sa disponibilité dans I’alimentation. Pendant la
période de sécheresse, elle atteint sa valeur maximale. D’une maniére générale, elle est
présente dans le lait en quantité suffisante pour couvrir les besoins du chamelon. En cas de
restriction des chamelles en eau alimentaire, le lait se traduit par une dilution (86%), dans un
régime déficient, elle s’¢éleve a 91%. Il semble que c’est un mécanisme d’adaptation au

manque d’eau permettant de protéger le chamelon de la soif. (SIBOUKEUR, 2011).

11
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1.2.3.2. Sels minéraux

Les sels minéraux de lait de chamelle sont aussi diversifiés que ceux rencontrés dans
le lait de vache (tableau 03). On y dénombre en effet des macros et des oligo-¢éléments qui se
trouvent sous forme de sels (phosphates, chlorures et citrates) ou de métaux divers (sodium,
potassium, magnésium, calcium, fer, cuivre, zinc...etc.).

Au niveau quantitatif, si la composition en macro-¢léments (Na, K, Ca, Mg...) est
relativement similaire a celle du lait bovin, le lait camelin se caractérise néanmoins par des
taux plus élevés en oligo-¢léments (YAGIL et ETZION, 1980 ; SAWAYA et al., 1984 ;
ELAMIN et WILCOX, 1992; GORBAN et IZZELDIN, 1997; BENGOUMI et al., 1994).

Tableau 03: Concentration moyenne en sels minéraux du lait de chamelle et du lait de vache.

(KAMAL, 2016).

Type de Concentration (mg/L) Référence
lait Macro-¢éléments Oligo-¢éléments
Na | K Ca Mg P Fe | Cu | Zn | Mn
702 | 1586 | 1078 | 122 | 641 |2.64 | - - - SAWAYA et al., 1984
270 | 450 | 1310 | 140 |510/040| - - - GNAN et SHEREHA, 1986
Laitde |431 | 725 | 300 45 - 1280 - - - ELAMIN et WILCOX,1992
chamelle | 902 | 2110 | 1462 | 108 | 784|340 | - - - BENGOUMI et al., 1994
688 | 1464 | 1180 | 125 |889]2,37|1,44|6,08 | 0,82 | MEHAIA et al., 1995
590 | 1560 | 1140 | 105 - 1290 - [547| 0,51 | AL-HAJ et ALKANHAL, 2010
Laitde | 501 | 1402 | 1127 | 117,73 | 961 | - - - - GAUCHERON, 2005
vache |498 | 1475|1203 | 135 ]953]0,71 0,18 | 3,92 | 0,038 | SOLIMAN, 2005
444 11362 | 1166 | 103 | 867 | 0,31 | 0,31 | 4,12 | 0,041 | MEDHAMMAR et al., 2012
(-) : valeurs non déterminées.
1.2.3.3.Lactose

Le taux moyen de lactose contenu dans le lait de dromadaire est de 4,62% contre

4,80% dans le lait de vache ; la teneur, qui peut étre comprise entre 2,90% et 5,80%, présente

une plus grande variabilité que pour le lait de vache, dont la teneur peut se situer entre 4,40 et

5,20%. (RAMET, 1993).

1.2.3.4. Matiéres grasses

La maticre grasse du lait de chamelle est difficile a séparer par écrémage. Ceci est dii a

la faible taille des globules gras et a leur composition particuliére (annexe 01). En effet, le
lait de chamelle se caractérise par sa richesse en acide gras insaturés (40,1%) et plus
particulierement en acide palmitoléique. Aussi, le point de fusion de la matiére grasse du lait

de chamelle serait relativement bas. (BAGUI et BENABDERAHMANE, 2008).
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1.2.3.5. Vitamines

La composition en vitamines du lait de dromadaire différe de celle du lait de vache par
une teneur en vitamine C un peu supérieure(tableau 04) ; le taux de vitamine A est beaucoup,
plus faible et de plus trés variable. Il en est de méme de teneur en riboflavine et en vitamine
B12 ;la concentration en niacine est par contre beaucoup plus élevée, compte tenu du nombre

trés restreint de données disponibles sur la composition vitaminique du lait de dromadaire

(RAMET, 1993).

Tableau 04 : Concentration moyenne en vitamines du lait de chamelle et du lait de vache
(KAMAL, 2016).

Vitamines Lait de chamelle (mg/l) Lait de vache(mg/1)
SAWAYA | KAPPELER, | ZHANG et | FARAH, | MEDHAMMAR
etal., 1998 al., 2005; 1993 etal., 2012
1984 ZHAO et
al., 2015
A(Rétinol) 0,15 0,15 0,97 0,27 0,47
B1(Thiamine) 0,32 0,58 0,13 0,57 0,51
B2(Riboflavine) 0,40 0,78 1,24 1,56 1,75
B3(Niacine) 4,47 4,46 - 0,63 0,93
B5(Acide 0,85 0,85 - 3,63 3,81
pantothénique)
B6(Pyridoine) 0,51 0,50 0,54 0,50 0,41
B9(Acide Folique) 0,0040 0,004 - 0,053 -
B12(Cobalamine) 0,0015 0,002 - 0,004 0,0046
E(Tocophérol) - 0,51 1,50 0,15 -
C(Acide ascorbique ) 23,26 29,07 30,07 12,60 -

(-): Valeurs non déterminées.

1.2.3.6. Fraction azotée

La teneur moyenne en caséine et en protéines lactosériques dans le lait de chamelle
varient entre 1,9 et 2,3% et entre 0,7 et 1,0% respectivement (FARAH, 1996 et 2011). Les
valeurs en azote caséinique, en azote des protéines lactosériques et en azote non protéique,
exprimées en pourcentage de l'azote total, sont respectivement comprises entre 71% et 76%,
17% et 23% et 4,6% et 5,8 % (FARAH, 1996).
1.2.3.6.1. Azote non protéique

Cette fraction est caractérisée par une haute valeur biologique qui est due a sa richesse
en urée, acides aminés libres, créatine (SIBOUKEUR, 2007; FAYE et al., 2010;
BOUDJENAH, 2012), nucléotides, certains précurseurs de vitamines ainsi que des peptides,
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de I’acide urique, de la taurine (SIBOUKEUR, 2007; BOUDJENAH, 2012), de la créatinine
(BOUDJENAH, 2012), de I’acide hippurique et de I’ammoniac (FAYE et al., 2010)...etc.
1.2.3.6.2. Azote protéique

Le lait de chamelle est une source importante de protéines et d'énergie pour les
habitants du désert car il contient tous les acides aminés essentiels (AZZA et al., 2007).

La teneur totale en protéines du lait de chamelle est semblable a celles du lait de vache
(tableau 05). Les valeurs sont dans la gamme de 27 g/l a 40 g/l et le rapport de protéines de
lactosérum a la caséine est d'environ 0,4 et donc plus élevée que dans le lait de vache qui est
d'environ 0,2 (KAPPELER, 1998).

Comme le lait des autres especes, on peut privilégier deux fractions des protéines dans
le lait de chamelle et qui peuvent étre distinguées selon leur solubilité en milieu acide (les
caséines et les protéines du lactosérum). D’aprés (WANGOH et al., 1998), les caséines
précipitent a leur pH isoélectrique qui est d’environ 4,3 alors que les protéines du lactosérum

restent solubles dans cette zone de pH.

Tableau 05: Répartition des différentes formes d'azoté dans le lait de chamelle et le lait de
vache (KAMAL, 2016).

Type de lait Composition de I'azote total (%) | Références
Azote Azote Azote non
caséique sérique | protéique
76,0 17,0 7,0 FARAH et RUEGG, 1989
72,0 22,0 6,0 ABU-LEHIA, 1987
Lait de chamelle 71,0 23,0 6,0 BAYOUMI, 1990
65,4 24,5 10,1 MEHAIA et al., 1995
68,4 19,8 11,5 MEHALIA, 1996
Lait de vache 76,0 17,5 5,5 MIETTON et al., 1994
78,4 16,6 5,0 MEHAIA et al., 1995
1.2.3.6.2.1.Caséines

Les caséines représentent entre 72 et 76% des protéines totales du lait camelin et 80%
du lait bovin, ovin, caprin et seulement 40% du lait humain (FOX, 2001).

Les caséines sont constituées de 4 protéines différentes : (as;, as,, fet k) dont les deux
premieres sont particulierement sensibles au calcium (calcium sensitive caseins). Ces caséines
ont tendance a s’associer en particules sous formes sphériques ou micelles, de taille variable
et fortement hydratées et minéralisées. L’assemblage et la cohésion de cette structure

micellaire sont assurés par des liens phosphocalciques (HAMBRAEUS, 1982).
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A la différence des protéines solubles qui ont une structure globulaire compacte et
résistante a 1’attaque protéolytique, les casé€ines présentent une structure lache et peu ordonnée
qui les rend accessibles aux enzymes protéolytiques (SCHMIDT, 1982).

Plusieurs travaux ont été réalisés pour la séparation et la caractérisation des caséines
camelines, notamment par chromatographie et électrophorese (FARAH et FARAH, 1985;
MOHAMED et al., 1990; OCHIRKHUYAG et al., 1997, KAPPELER et al., 1998). Les
séquences nucléotidiques des ADN complémentaires qui codent pour les quatre caséines
camelines ont été déterminées par KAPPELER et al. (1998). En comparant les caséines
bovine et camelines, KAPPELER et al. (1998) déduisent que les derniéres sont moins
phosphorylées et moins riches en phosphate de calcium micellaire (BOUDJNAH, 2012).
Selon leur solubilit¢ ou non a pH 4,6 et a 20°C, WANGOH et al. (1998) ont étudié¢ la
précipitation des caséines a différents pH allant de 3,55 a 5,30 a 20°C. Ces auteurs ont
constaté qu'une meilleure séparation entre les deux grands groupes des protéines a lieu a pH
4,3. Ce dernier pH (4,3) semble étre le plus proche du pH isoélectrique des caséines du lait
camelin.
1.2.3.6.2.1.1. Différents types de caséines
A. Caséines as;

Elle contient 215 acides aminés pour une masse moléculaire de 25,773 kDa et un point
isoélectrique de 4,4 (KAPPELER et al., 1998). La caséine as; a deux variantes A et B qui
sont phosphorylés au niveau des résidus serines : 18, 68, 70, 71, 72 et 73 (MAHBOUB,
2009).

B. Caséines as;

La structure primaire contient 178 résidus d’acides aminés dont 11 résidus de sérine
phosphorylés et deux résidus cystéine font un pont disulfure. Le poids moléculaire de cette
fraction est d’environ 21,266 kDa, alors que son pH isoélectrique est 4,58 (KAPPELER et al.,
1998).

C. Caséines p

La B-caséine est constituée de 217 acides aminés avec un poids moléculaire de 28,6
kDa (AL HAJ et AL KANHAL, 2010), Son point isoélectrique est a pH 4,76 (KAPPELER
et al., 1998). Dans cette protéine, les sites de phosphorylation y sont présents en 4 positions

(Ser 15, 17, 18, et 19) (HAMIDI, 2015).
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D. Caséines y

Il s’agit des fragments C-terminaux résultant de la protéolyse de la caséine B par la
plasmine (protéase alcaline du lait). (SANDRA, 2001).

E. Caséines k

Caséine-xreprésente 3,5 % et 13 % des caséines totales respectivement dans le lait de
chamelle et de vache (EI-AGAMY, 2006). Les séquences primaires de la caséine-k des laits
de chamelle et de vache sont présentées dans la figure 03.

La caséine-k du lait de chamelle est composée d’une séquence de 162 acides aminés
avec une masse moléculaire de 22,4 kDa et un point isoélectrique de 4,10 (KAPPELER et al.,
1998). En revanche, la séquence de caséine-k du lait de vache est constituée de 169 acides
aminés avec une masse moléculaire de 20,5 kDa (FARRELL et al., 2004 ; SALMEN et al.,
2012). La différence de concentrations en acides aminés de la caséine-k du lait de chamelle et
celle du lait de vache a fait I’objet de quelques travaux de recherche (tableau VII). SALMEN
et al. (2012) ont montré que la caséine k du lait de chamelle était plus riche en lysine,
méthionine, thréonine, leucine, phénylalanine et histidine, alors que les teneurs en thréonine,
valine et isoleucine étaient plus élevées dans le lait de vache. Les travaux de KAPPELER et
al. (1998) ont montré que le site de clivage de la caséine-x du lait de vache se situe au niveau
de la liaison Phejos - Metos, alors que celui du lait de chamelle se trouve au niveau de la
liaison Phey; - Ilegg. En outre, la caséine x du lait de chamelle contient un résidu de proline
supplémentaire dans sa séquence (Progs) qui joue un role majeur dans la stabilité¢ de la
séquence de la caséine-k (KAPPELER et al., 1998). La séquence de la caséine k du lait de
chamelle compte cing sites de résidus glycosylés contre six pour celle du lait de vache. Par
contre, les séquences de caséine k du lait de chamelle et du lait de vache ont le méme nombre
de sérine phosphorylé (1 site) (figures 03 A et B). La glycosylation se trouve au niveau des
résidus de thréonine dans la partie C-terminale de la protéine. Cette partie glycosylée forme
une chevelure hydrophile a la surface de la micelle contribuant a 1’augmentation de la stabilité

stérique des micelles grace a leurs charges négatives (WALSTRA, 1990).
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(A) Caséine-k du lait de chamelle

EVQONQEQPTC FEKVERLLNE KTVKYFPIQF VOQSRYPSYGI NYYOQHRLAVP

INNQFIPYPN  YAKPVAIRLH AQIPQCQALP NIDPPTVERR PRPRPSE. [1I™A1"™"

PPEEKT'QDKT'V NPAINTVATYV EPPVIPT'AEP ANVMNTVYVIAEA S"SEFITTS T'P']SI:I
. 162
ETT TVQITST EI

(B) Caséine-k du lait de vache

QEQNQEQPIR  CEKDERFFSD  KIAKYIPIQY VLSRYPSYGL NYYQOQKPVAL™

INNQFLPYPY YAKPAAVRSP AQILQWQVLS NTVPAKSCQA  QPTTMARHPH''

105

PHLSF M'"AIPP KKNQDKTEIP TINT'IASGEP T ST PTT EAVE ST'VATLEDS P

EVIESPPEIN TVQVT'STAV'®

Figure 03: Comparaison des séquences primaires de la caséine-k des laits de chamelle
(A) et de vache (B) selon KAPPELER et al. (1998).

Site de 1'hydrolyse par la chymosine:*les résidus glycosylés: **1a sérine phosphorylé.

1.2.3.6.2.1.2.Micelle de caséine

La micelle de caséines permet, par un regroupement adéquat, de maintenir en solution
des protéines non globulaires et de fixer en son sein une quantité importante de phosphate de
calcium et magnésium colloidal (KADA NEE BENAKLI et ANANE, 2018).

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

- anoyau enveloppé de WAUGH et al. (1971) ;

-a structure interne uniforme décrit par GARNIER et DUMAS (1970) ;

-En submicelles de SCHMIDT (1980), (figure 04). Ce dernier, qui repose sur
I’existence de submicelles de caséines, qui s’associent par pontage phosphocalcique (figure
05), reste 1I’un des plus admis, car il est conforté par les essais de comportements des protéines
dans divers conditions (action enzymatique de la chymosine immobilisée, fixation de la -
lactoglobuline en surface induite par des traitements thermiques excessifs, action des
détergents ...etc) (HOLT, 1992). Néanmoins, I’observation, par balayage aux rayons X, pour
la premicre fois de la structure des micelles de caséines sur un domaine étendu d’échelles

delongueurs allant de 2 nm a 1000 nm et I’analyse des courbes de diffusion qui en découlent
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n’ont pas confirmé la présence de ces structures "submicellaires" (PIGNON et al., 2004;
MARCHIN et al., 2007).
Globalement dans ces représentations, la caséine kest présente de facon prononcée en

surface de la micelle, notamment avec son pole fortement hydrophile et est de ce fait

accessible a I’enzyme coagulante (BOUDJNAH, 2012).

caseing k

pont ph_nsphate caséines -
de calcium hydrophobes { /
phosphate
Figure 04: Représentation de la micelle de caséine bovine selon le modele de

SCHMIDT(1980).
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En ce qui concerne I’organisation structurale de la micelle de caséines cameline, les
rares travaux publiés sur ce sujet ont concerné exclusivement I’aspect et la taille visualisée par
microscopie ¢lectronique. Elle est de forme sphérique, de taille variable (25 a 400 nm selon
GOUDA et al. (1984) et est composée d’un certain nombre de submicelles (FARAH et
BACHMANN, 1987).

KHEROUATOU (2004) a mentionné que la micelle du lait de dromadaire différent de
son homologue du lait de référence sur plusieurs aspects :

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

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

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

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

Figure 05: Schéma de pontage de deux submicelles par le phosphate calcium (SCHMIDI,
1982)

1.2.3.6.2.2.Protéines du lactosérum

Les protéines du lactosérum sont la deuxiéme composante principale des protéines du
lait camelin, elles constituent 20 a 25% des protéines totales. 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). Prés de 90% des protéines de lactosérum est constitué de : 1'a-lactalbumine
(a-La), le sérum albumine, les immunoglobulines et la lactophorine, le reste étant des
protéines mineures telles que la lactoferrine, le lysozyme, les protéose-peptones, la

lactoperoxydase (EL-HATMI et al., 2007; FARAH, 2011).
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La composition en protéines lactosériques du lait camelin est différente de celle
dulactosérum du lait bovin, ou le lait de chamelle semble déficient en B-lactoglobuline (B-La)
(EI-AGAMY, 2000; KAPPELER et al., 2003) comme c’est le cas du lait humain (SALAMI et
al., 2008).Cette protéine a été signalée comme étant 1'une des principales sources d'allergie du
nourrisson ce qui limite l'utilisation du lait de vache pour la préparation du lait maternisé
(SALAMI et al., 2008). L'a-La est la principale composante de la fraction protéique du
lactosérum camelin. A l'opposé, la B-La représente la composante principale (50%) des
protéines lactosériques bovins suivie par 'a-La (25%) (AMIOT et al., 2002).

Certaines propriétés des protéines de lactosérum de lait de chamelle ont été jugées
différentes de celles des protéines du lactosérum d'autres especes. Leur stabilité thermiques'est
avéré étre considérablement plus élevée que celle des protéines du lactosérum bovin (EL
AGAMY, 2000 ; AL-ALAWI et LALEYE, 2008). 11 a été signalé que la dénaturation
desprotéines lactosériques de chamelle est plus faible (32-35%) que celle observée pour
lesprotéines du lactosérum bovin (70-75%) a 80 °C pendant 30 min (AL-SALEH, 1996;
FARAH, 1986).
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L.3. Activités biologiques des caséines

I1 est maintenant bien connu qu'a c6té du réle physiologique principal des caséines du
lait en tant que source d'acides aminés nécessaires a la croissance du nouveau-né, ces
protéines peuvent contenir des peptides cryptés dans leurs séquences, qui peuvent présenter
diverses activités biologiques une fois libérées (JRAD et al, 2015). Par conséquent, les
caséines peuvent jouer des fonctions biologiques importantes apres avoir été¢ hydrolysées avec
différentes protéases(JRAD et al., 2015; KUMAR et al, 2016). Certains auteurs ont
également signalé que les peptides bioactifs dérivés des caséines diminuent le risque de
maladie cardiaque, de diabéte et de cancer bien qu’ils posseédent des activités : antioxydantes,
réduction de la pression artérielle, liaison aux minéraux, stimulation de la croissance et
antimicrobiennes (KUMAR et al., 2016).

I.3.1. Certaines protéases pouvant étre utilisées pour la digestion des caséines

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

Dans I’hydrolyse enzymatique, le taux de clivage des liaisons peptidiques dépend
principalement de deux facteurs : la spécificité de ’enzyme et 1’accessibilité aux liaisons
peptidiques (ADLER-NISSEN, 1986).
1.3.1.1. Enzymes gastriques
1.3.1.1.1. Pepsine

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

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

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

receveur de protons (DUNN, 2002).
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1.3.1.1.2.Chymosine

Le nom chymosine, donné par le pharmacien avallonnais Jean-Baptiste Deschamps
(1840), dérive du mot grec "Khymos” qui veut dire « liquide gastrique ». On I’appelle aussi
rennine, mais 1’Union Internationale de Biochimie et de Biologie Moléculaire (IUBMB)
préféré le terme chymosine pour éviter la confusion avec la rénine, enzyme plasmatique
spécifique qui hydrolyse 1’angiotensinogene (ISSELNANE, 2014).

La chymosine (EC 3.4.23.4), est une enzyme néonatale possédant une forte activité
coagulante. Elle clive spécifiquement la caséine kdans la position (Phe105-Met106) du lait de
vache et la position (Phe97-Met98) (MEDJOUR, 2014) provoquant la coagulation du lait
dans I’estomac des pré-ruminants (FOLTMANN, 1970 ; 1992 ; KAGEYAMA et al., 2000).
Ce phénomene permet aux protéines du lait d’étre suffisamment exposées aux enzymes
gastriques pour une digestion plus compléte (PETIT et al., 1987).

Elle est une protéine globulaire constituée d’une seule chaine polypeptidique de 323
acides aminés (35,6 kDa) (FOLTMANN, 1992). Elle est synthétisée in vivo sous forme de
préprochymosine de 381 acides aminées (42,1 kDa) avec une séquence signale amino-
terminale de 16 aides aminés hydrophobes, clivés avant la sécrétion, produisant ainsi la
prochymosine de 365 acides aminés (40,7 kDa) (FOLTMANN, 1966).

La prochymosine devient active sous ’action de I’acidité présente dans le milieu
gastrique. A pH 4-5, elle est convertie en chymosine mature par coupure d’un pro-segment de
42 acides aminés N terminaux, tandis qu’a pH 2, elle subit un clivage d’un peptide de 27
acides aminés N-terminaux générant un intermédiaire actif appelé pseudo-chymosine de 338
acides aminés (37,4 kDa) (PEDERSEN et al., 1979). Ce dernier est stable a un pH inférieur a
3 ou supérieur a 6 mais a pH 4,5, il se transforme en chymosine (KUMAR et al., 2010).

Au moins trois variantes génétiques ont ét€¢ mis en évidence pour la chymosine bovine
: la chymosine A, B et C (DONNELLY et al., 1984 ; DONNELLY et al., 1986). La variante
C a été considéré comme un produit de dégradation de la chymosine A, avec perte d’un
tripeptide (Asp244-Glu245-Phe246) (DANLEY et GEOGHEGAN, 1988).

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

Bien que la chymosine A posséde une plus grande activité coagulante que la
chymosine B, cette derniére reste la plus utilisée en fromagerie car elle a une plus grande

durée de conservation (PALMER et al., 2010).
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1.3.1.2.Enzyme pancréatiques

Le pancréas et en particulier la celle acineuse qui est capable d'exprimer et de sécréter
des grandes quantités des molécules dont 90% sont douées d'une activité enzymatique. Le
pancréas humain délivre quotidiennement de 6 a 20g d'enzymes (de proenzymes inactives ou
zymogenes) (MEDART, 2005)
1.3.1.2.1. Endopeptidases
A. Trypsine

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

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

B. Chymotrypsine

La chymotrypsine appartenant a la famille des protéases a sérine (DUBOIS, 2006),
c'est une endopeptidase synthétisée dans le pancréas sous la forme d'un précurseur inactif le
chymotrypsinogeéne, qui sous l'action d'enzymes protéolytiques des intestins gréles est
converti en chymotrypsine (DUBOIS, 2006). Elle hydrolyse les liaisons peptidiques dans
lesquelles un acide aminé aromatique (Tyr, Trp, Phe ainsi que Met) engage sa fonction acide

La chymotrypsine est composée de 241 AA avec un poids moléculaire de 25,230
KDa. Elle présente une structure globulaire compacte de trois chaines reliées par deux ponts
disulfures, inter chaines, Cys1-Cys122, Cys136-Cys201 et repliées en 2 domaines (domaine
let domaine 2), de 120 acides aminés, chacun étant constitu¢ essentiellement d'un tonneau 3,
formé de 6 brins B anti-paralleles. Il y a une certaine similarité de séquences entre les deux
domaines. Elle possede ¢galement trois ponts disulfures intra chaine: Cys42-Cys58, Cys168-
Cys182, Cys191-Cys220 (BROWN et HARTLEY, 1966).

I11.1.2.2.Exopeptidases
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Ces enzymes catalysent I'hydrolyse des liaisons peptidiques a 1'extrémité des chaines.
(SALAH, 2008)
1.3.1.2.2.1.Carboxypeptidases

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

Elle existe sous forme de deux variantes Al et A2 dans le suc pancréatique humain.
Ces variantes agissent tous au niveau des acides aminés aromatiques et complétent I'action de
la chymotrypsine. (SALAH, 2008)
B. Carboxypeptidase B

Elle est présente sous forme de deux variantes dans le suc pancréatique humain. Ces
derniéres complétent l'action de la trypsine par l'hydrolyse des liaisons peptidiques C-
terminale impliquant soit 1'arginine soit la lysine (GIARDINA et al., 1999).
1.3.2.Activités biologiques

Les caséines peuvent jouer différentes fonctions biologiques aprés avoir été
hydrolysées avec différentes protéases. Des publications récentes montrent que les peptides
bioactifs dérivés de la caséine peuvent réduire le risque des maladies cardiaques, de diabete et
de cancer (MCLACHLAN, 2001; RIVAL et al., 2001). Des tels rapports stimulent I'intérét
pour les aliments fonctionnels, qui ont des propriétés favorables a la santé grace aux activités
préventives et thérapeutiques des peptides de caséine. Les peptides bioactifs modérant les
maladies cardiovasculaires présentent un intérét particulier car ces maladies affectent environ
un tiers de la population humaine adulte. L'enzyme de conversion de I'angiotensine (ECA, EC
3.4.15.1) est une hydrolase peptidique de dipeptide jouant un role important dans la régulation
de la pression artérielle. Les peptides dérivés du lactosérum et de la caséine ont montré des
activités inhibitrices de I'ECA (LOPEZ-FANDINO et al., 2006).
1.3.2.1.Activité anti-oxydante

L'oxydation est un processus vital dans tous les organismes vivants, méme si ses effets
secondaires sont la production des radicaux libres (REN et al., 2008). Le mécanisme d'action
de 'oxydation est li¢ a 1'inactivation des espéces réactives de l'oxygene (ROS) par piégeage
des radicaux libres, chélation des métaux de transition pro-oxydatifs et réduction des
hydroperoxydes (ZHOU et al., 2012). Il est bien documenté que la formation des radicaux

libres est un facteur majeur impliqué dans la progression des nombreuses maladies humaines,
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telles que les maladies vasculaires cérébraux, l'athérosclérose et le cancer, qui ont été
considérées comme les principales causes de décés chez 'homme (DAVALOS et al., 2004).

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

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

L’ECA (enzyme de conversion de 1’angiotensine) est une carboxypeptidase peptidique
qui catalyse la production de 1’angiotensine II (peptide qui entraine une vasoconstriction) et
I’inactivation de la bradykinine (nona peptide qui est un puissant vasodilatateur endothélium-
dépendant), les molécules inhibant de manicre significative son activité peuvent exercer une
activité anti-hypertensive in vivo, mais il est clair qu’une inhibition significative de I’ECA in
vitro ne justifie pas un effet anti-hypertenseur in vivo (HERNANDEZ-LEDESMA et al.,
2011).

SALAMI et al. (2010) ont rapporté que les peptides inhibiteurs de I’ECA ont été
libérés a la suite des actions successives de la pepsine, ou de la chymotrypsine sur les caséines
camelines totales.

SALAMI et al. (2011) ont mesuré in vitro 1’inhibition de 1’activit¢ de I’ECA par les
cas¢ines du lait camelin (caséine entiere de dromadaire et B-CN) et qui a montré une forte
activité inhibitrice de 'ECA apres I'hydrolyse avec de la pepsine et avec le mélange de 3
protéases (pepsine, chymotrypsine, trypsine). Les résultats obtenus dans cette étude suggerent
que la B-CN peut jouer un réle important dans la caséine du lait de chamelle comme source
naturelle d'agents antihypertenseurs.
1.3.2.3.Activité antibactérienne

Dans le lait, des systémes inhibiteurs naturels ou non, peuvent agir sur les micro-

organismes, certains sont liés a la composition physico-chimique de lait (OMANE et ZRUG,
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2015), parmi ces composants figurent des protéines ou le lait de chamelle est connu pour étre
une source importante de peptides (HILL ez al., 1974)

Certaines ¢études ont montré que la caséine a des avantages antibactériens. La
caséine a ¢été utilisée pour inhiber les bactéries qui causent les infections des gencives

(Gingivitis) (HUSSIEN,2011)
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I1.1. Matériel
I1.1.1.Echantillons du lait

Les échantillons de lait cru utilisés proviennent des chamelles (Camelusdromedarius)
de la population Sahraoui en élevage extensif dans des parcours naturels sahariens de Taibat
commune de la wilaya de Ouargla. Les chamelles dont les échantillons ont été pris, sont
estimées au 12°™ mois de la lactation.
I1.1.2. Appareillage
- Centrifugeuse (Marque SIGMA, mod¢le 2-6E, Allemagne);
- Centrifugeuse (Marque FUNKE GERBER, Allemagne) ;
- Etuve (Marque MEMMERT, Allemagne) ;
- Agitateurs magnétiques de paillasse, chauffants et non chauffants (Marque LABTECH,
modele LMS-1003 ; Corée);
- pH-métre (Marque HANNA, modéle 584, Roumanie);
- Spectrophotométre UV-visible (Marque JENWAY ; mod¢le 7300) ;
- Balance analytique avec une précision de 0,Img (Marque RADWAG, modele AS 220. R2,
Pologne) ;
- Lyophilisateur a plateau (CHRIST).
- Bain marie (Marque MEMMERT, Allemagne) ;
- Lactodensimeétre (Marque Nathia) ;
- Hotte (Marque BOF ; Chine) ;
- Four a moufle (Marque NABERTHERM,L3/11 température maximale (1100 °C),
Allemagne).
I1.1.3.Petit matériel

Un certain nombre d’accessoires et petits matériels spécifiques est utilis¢ dans le cadre
de cette étude : Micropipettes, pipettes graduées, pipettes jaugées, Poire d’aspiration, béchers,
erlenmeyers, fioles jaugées, fiole a vide, papiers filtre, coupelle en porcelaine, tubes a
hémolyse, burettes, éprouvettes, entonnoirs, entonnoir Biichner, spatules...etc.
I1.1.4.Produits chimiques, réactifs et matériel biologique

e Solvants (acide chlorhydrique, acide trichloracétique, éthanol, méthanol, eau distillée,
acide ascorbique...)
e Sels et tampons (hydroxyde de sodium...)

e Colorants et réactifs spécifiques (Réactif de Folin-Ciocalteu, phénolphtaléine...)
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e Matériel biologique (Albumine sérique bovine, La pepsine d'origine porcine et des
extrait pancréatique de porc pancréas).
I1.2.Méthodes
I1.2.1. Collecte du lait
Le lait est trait pendantle mois de janvier, a partir de chamelles saines. Il est recueilli
proprement et dans des flacons en plastique neuves et propres (50ml chacun). Les flacons
¢taient placés immédiatement dans une glaciére contenant des blocs de réfrigérant et
transportés vers le laboratoire de la faculté des sciences de la nature et de la vie, université de
Chahid Hamma Lakhdar, ou ils ont subi des analyses préliminaires (pH, densité et acidité
titrable). Les échantillons sont ensuite congelés a -18 °C jusqu'a leur utilisation ultérieure.
I1.2.2. Analyses physico-chimiques
11.2.2.1. Détermination de la densité
La densité est le rapport qui existe entre le poids spécifique d'un corps et le poids du
méme volume d'eau distillée, I'eau étant prise pour unité¢ de poids spécifique égale a 1. La
densité du lait est donc la résultante des densités de ses divers constituants. (MEDJOUR,
2014)
La densité est déterminée a 20°C par ['utilisation d’un thermolactodensimeétre (voir
I’annexe 02).
11.2.2.2. Détermination de I’acidité Dornic (acidité titrable)
L’acidité titrable du lait est exprimée en gramme d’acide lactique par litre de lait
(AFNOR, 1985).
Elle est basée sur le titrage de I’acidité par I’hydroxyde de sodium en présence de
phénolphtaléine (voir ’annexe 01)
11.2.2.3. Mesure du pH
La valeur du pH a une importance exceptionnelle par 1’abondance des indications
qu’elle donne sur la richesse du lait en certains de ces constituants, sur son état de fraicheur
ou sur sa stabilité¢ (Mathieu, 1998). On détermine le pH a l'aide d’un pH-meétre. (voir ’annexe
03).
I1.2.3. Analyses biochimiques
I1.2.3.1.Dosage des protéines
La détermination de la teneur en protéines du lait de chamelle est effectuée par la
méthode de LOWRY et al. (1951).
Le principe repose sur le développement d’une coloration bleu foncée suite a 1’addition a la

solution protéique d’un sel de cuivre en milieu alcalin, puis du réactif de Folin-Ciocalteu. La
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coloration résulte de la réaction du cuivre avec les liaisons peptidiques et la réduction de
I’acide phospho-tungstomolybdique par la tyrosine, le tryptophane et la cystéine. Les especes
réduites absorbent la lumicre a 750nm. Le dosage des protéines est réalis¢ par I’emploi d’un
spectrophotométre visible. (voir I’annexe 04)

La concentration en protéines de 1’échantillon analysé est déterminée en se référant a
une courbe d’étalonnage établie en employant de 1’albumine sérique bovine (BSA)

(GUILLOU et al., 1986)(figure 06).
'd

y = 0.00065x
R*=0.99574

D.O. a 750 nm

“Concentration en protéine (ug / ml )

Figure 06 : Courbe d’étalon pour le dosage des protéines par la méthode de LOWRY et al.
(1951) ; réalisée avec 1’albumine sérique bovine (BSA) comme protéine de référence.

I1.2.4.Préparation de la caséine
I1.2.4.1. Ecrémage

Afin d'¢liminer la matiére grasse, le lait est d'abord écrémé par une centrifugeuse
réfrigérée 3500xg pendant 20min et dans une température de 4 °C (figure 07).
I1.2.4.2. Séparation des protéines majeures de lait

Les caséines entieres sont séparées du reste de lait par précipitation a pH 4,3, via
'ajout de HCI 1N. Les caséines sont récupérées par centrifugation a 3500xg pendant 20 min a
une température de 20 °C. Le précipité ainsi obtenu (figure 08) est lavé a I’eau distillée. Cette
opération de lavage est répétée trois fois afin d’épuiser les protéines solubles du lactosérum
ainsi que les constituants non protéiques tels que le lactose et les minéraux
(WAKABAYASHI et al., 2006).Les caséines camelines brutes sont lyophilisées(figure 08)et

stockées a -20°C jusqu'a utilisation.
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Figure 07: Protocole de séparation des caséines
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Surnageant (protéines
lactosériques, sels
minéraux, lactoses,
vitamines, traces des

lipides).

Culot(fraction caséique)

Figure 08: Les caséines brutes sont séparées par précipitation dans des conditions acides
formant un culot au fond (photo originelle, 2020).

I1.2.5. Protocole de digestion enzymatique in vitro de caséine
I1.2.5.1.Caractéristiques des enzymes utilisés
I1.2.5.1.1. Pepsine

La pepsine est une endoprotéase appartenant a la famille des protéases a acide
aspartique. L’une de ses remarquables caractéristiques est sa grande activité dans cet
environnement acide ; ellehydrolyse les liaisons peptidiques dans lesquelles un acide aminé
aromatique (Tyr, Trp, Phe) engage sa fonction amine (RAISONNIER, 2004). Lors de la
coupure de la liaison peptidique, les deux acides aspartiques jouent simultanément le role de
donneur et de receveur de protons (DUNN, 2002).
11.2.5.1.2. Extrait pancréatique
A. Endopeptidases

La trypsine et la chymotrypsine, sont des endopeptidases pancréatiques actives a un
pH optimal de 7,7 et a une température proche de celle du corps humain, soit entre 37 et
40°C. Elles ont un poids moléculaire similaire, avoisinant 24 KDa (FRITSCHE, 2003). La
trypsine agit sur les liaisons peptidiques dont le groupement carboxylique provient de la

lysine ou de l'arginine alors que la chymotrypsine clive avec plus d'efficacité les liaisons
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peptidiques dont la fonction carboxylique est fournie par les acides aminés aromatiques
(tryptophane, tyrosine ou phénylalanine) (GAILLARD, 2003).
B. Exopeptidases

Les carboxypeptidases sont constituées des carboxypeptidases A et B. Elle clivent les
acides aminés C-terminaux des protéines au niveau des acides aminés aromatiques.
(carboxpeptidase A) ou des acides aminés B (carboxypeptidase B).

Les aminopeptidases détachent 1'un apres l'autre les aminoacides situ€s en position N-
terminale (OUANGO, 2011).
11.2.5.2. Déroulement du protocole

Tous les échantillons ont été digérés in vitro par la procédure simplifiée décrit par
PARROT et al. (2003). Pour 1'¢tape de digestion gastrique, 20mg d'échantillons lyophilisés,
ont été dissous dans Iml d'eau distillé. Le pH a été ajusté a 2,0 avec 1mol/l de HCI. Pepsine
(EC 3.4.23.1) dissoute a 1 g/l dans 0,01 mol/l HCL, a été ajouté a un rapport massique
enzyme-substrat de 1 :200. La digestion a été effectuée a 37°C pendant 30 min. Pour imiter
1'étape de digestion in vivo, le pH a été augmenté a 7,5 avec 40% p/p de NaOH ajouté goutte
pour simuler le pH dans le duodénum.

25ul de pancréatine a 2g/l dans 1'eau, ont été ajoutés a 975 ul de digestion peptidique pour
obtenir un rapport massique enzyme-substrat de 1:400. Une digestion intestinale simulée
d'échantillons a été réalisée a 37°C pendant 4h. Ensuite, la réaction d'hydrolyse des protéines
a été arrétée par chauffage a 85°C pendant 5 min. Les échantillons digérés ont été directement
stockés a -20°C.

De cette fagon, nous avons préparé trois solutions, la premiére en ajoutant uniquement de
la pepsine, et la seconde en ajoutant 1'extrait pancréatique, tandis que la troisiéme en ajoutant
d'abord de la pepsine, puis 1'extrait pancréatique, en imitant leur ordre d’intervention dans une
condition in vivo (tel qu’il est passé normalement dans la lumiére intestinale).

I1.2.6.Activités biologiques
I1.2.6.1.Activités antioxydantes
I1.2.6.1.1.Elimination des radicaux diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH)
A. Principe

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger radical
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH)(figure 09). Ce dernier est réduit a la forme d’hydrazine
(non radicalaire) en acceptant un atome d’hydrogene (BRAND-WILLIAM et al.,1995). On
peut résumer la réaction sous la forme de I’équation:

DPPH*+ (AH) n = DPPH-H+ (A*) n

32



Chapitre I1 Matériel et Méthodes
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Figure 09: Piégeage du radical libre DPPHe (CONGO, 2012)

B. Mode opératoire
La capacité de piéger le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH) radical par des

antioxydants ajoutés dans les échantillons a été estimé apres la méthode de BRAND-
WILLIAMS et al. (1995) avec une légere modification par (KUMAR et al, 2016). 1 ml de
réactif DPPH (100 M) a été mélangé a 0,25 ml de 0,1 M de tampon Tris-HCI (pH 7,4) et 25
ml d'échantillon d'hydrolysat dans des tubes a essai. Le contenu a été doucement mélangé et
I'absorbance dans le temps t = 0 min (t0), a ét¢ mesuré a 517 nm. Les tubes d'échantillons ont
également €té incubés a température ambiante dans I'obscurité pour la mesure de 1'absorbance
dans le temps t = 20 min (t20). L'éthanol a été utilisé comme blanc. L'activité de piégeage des
radicaux libres a été calculée comme une diminution de I'absorbance de 1’équation :
Activité de balayage (% d'inhibition) = 100 - [(At20 / At0) x 100].
I1.2.6.1.2.Pouvoir antioxydant réducteur ferrique
A. Principe

La méthode de FRAP est basée sur la réduction de I’ion ferrique (Fe'") en ion ferreux

(Fe*")(figure 10). Cette méthode évalue le pouvoir réducteur des composés (OU et al., 2001).
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Figure 10: Réaction de la méthode FRAP (Prior et al., 2005).

B. Mode opératoire

La capacité de réduire le fer ferrique a ét¢ déterminée en utilisant la méthode de WU
et al. (2003) avec des légeres modifications par OUSSAIEF et al. (2019). Une aliquote de 1
ml de chaque échantillon a différentes concentrations (1-20 mg / ml) a été¢ mélangé avec 1 ml
de tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 1 ml d'une solution de ferricyanure de potassium a
1% (p / v). Les mélanges ont été incubés a 50 °C pendant 20 min. Ensuite, 1 ml d'acide
trichloracétique a 10% a été ajoutés et les mélanges réactionnels ont été centrifugés pendant
10 min a 3000 xg. Par la suite, un volume de 1 ml de surnageant a ét¢ mélangé avec 1 ml
d'eau distillée et 0,2 ml de chlorure ferrique a 0,1% (p / v). Apres 10 min de réaction,
I'absorbance a ét¢ mesurée a 700 nm en utilisant un spectrophotometre UV-visible.
I1.2.6.1.3. Acide azinobis-3éthylbenthiazoline-6-sulfonique (ABTS+) activité de
récupération des radicaux
A. Principe

L’ABTS est un radical cation caractérisé par sa couleur bleu vert foncé qui va
disparaitre apres la réduction par un antioxydant donneur des protons (hydrogene). Ce radical
est facilement formé a partir de 1’acide correspondant par oxydation en présence de persulfate
de potassium. Plus la perte de couleur est rapide plus le donneur d’hydrogéne considéré

comme un antioxydant fort.
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B. Mode opératoire

L'activité d'élimination des radicaux libres du caséine cameline (CN) et leurs
hydrolysats (CNH) ont été analysés par JRAD et al. (2014), selon la méthode décrite par RE
et al. (1999) et adapté pour les petits volumes par SADATE et al. (2011).

Le cation radicalaire ABTS+e a été produit par dissoudre 7 mM de cation ABTS+
dans 2,45 mM de persulfate de potassium et le mélange est laissé a 1'obscurité pendant 15 h a
température ambiante avant utilisation. Le réactif cationique radical ABTS+e a ensuite été
dilu¢ avec 5 mM du tampon phosphate de sodium, pH 7,4 pour atteindre une absorbance
de0,7 a 740 nm.

Le radical est stable pendant au moins 1 h a 22 °C. Un volume de 150 ul de chaque
¢échantillon (CN ou CNH dans20% d'acétonitrile dans 1'eau correspondant aux différentes
concentrations) a été¢ ajoutée a 150 pLL d’ABTS+e (réactif radicalaire)et incubé pendant 10
min a 30 °C. Toutes les analyses ont été effectuées en triplet. L'absorbance a été mesurée a
740 nm. L'activité de nettoyage radical des échantillons testés, exprimés en pourcentage
d'inhibition (%), ont été calculés avec 1'équation:

Activité (%) = [1- (Ar- Ab) / (Ai- Ab)] x 100

Ou un Ai est I'absorbance de 'ABTS+e(cation radicalaire initial), Ar est I'absorbance
du reste radical, et Ab est I'absorbance du blanc (dans le cas de tampon phosphate, Ab =
0,09).

La valeur d'IC50 est définie comme la concentration de I’échantillon capable de
transformer 50% d'ABTS++ en ABTS+, c'est-a-dire lorsque 1'absorbance du reste radical (Ar -
Ab) était égale a celui celle de (Ai - Ar). Ainsi, logIC50 correspondait aux ordonnées a
l'origine de la courbe log [(Ar - Ab) / (Ai - Ar)] au log (concentration de I'échantillon).

La capacité antioxydante équivalente de Trolox (TEAC) a été calculé comme décrit
par RE et al. (1999).

I1.2.6.2.Activité anti-microbienne
A. Mode opératoire

Quatre organismes pathogenes et d'altération, a savoir. Escherichia coli (MTCC
n°2991), Bacillus cereus (MTCC n° 6728), Staphylococcus aureus (MTCC n° 7443) et
Listeriamonocytogenes (MTCC n° 657) ont été utilisés dans le protocole d'essai. Les cultures
lyophilisées ont été activées et les cultures ont été maintenues a la température de
réfrigération par sous-culture. La population bactérienne requise a été obtenue par dilution en

série avec de l'eau peptonée stérile. Le débit de dose d’inoculums a été normalisé sur la base
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du nombre de cellules dans I’inoculum. Le débit de dose des cultures microbiennes
mentionnées ci-dessus a été optimisé dans la plage de 104 a 105 cfu / ml.

La technique de la plaque de coulée a été utilisée pour I'inoculation et les milieux de
solidification. 1 ml de la culture d'essai (104-105 cfu/ ml) ont ét€ uni distribué¢ formellement
en versant 15 a 20 ml de milieu pré-stérilisé et a permis la solidification. Dans chaque plaque,
trois puits (8-10 mm de diameétre) ont été fabriqués en utilisant un perce-bouchon stérile.
Environ 100 1 de chacune d’hydrolysats et des fractions ont été versés dans un puits sur un
milieu solide en gélose nutritive pour tous les organismes d'essai et incubée a 37 °C pendant
24 h. Les diametres de la zone inhibitrice entourant les puits étaient mesurés a I'aide d'un pied
a coulisse numérique. (KUMAR et al., 2016b)

I1.2.7. Analyse statistique
Toutes les analyses sont effectuées en triple et les données sont exprimées en

moyenne =+ écart type (SD) réalisées par Microsoft Office Excel 2007.

36






Chapitre 111 Résultats et Discussion

IT1.1. Caractérisations physico-chimiques :
Les valeurs des trois parameétres physico-chimiques (pH, acidité Dornic et densité) sur

les échantillons du lait analysé sont rapportés dans le tableau 06.

Tableau 06: Les valeurs des paramétres physicochimiques du lait de chamelle étudi¢ (de 10
¢chantillons individuels).

Echantillon pH Acidité °D Densité

1 6,69 13 1,023

2 6,63 16 1,026

3 6,20 20 1,023

4 6,30 19 1,021

5 6,43 16 1,028

6 6,38 20 1,026

7 6,42 17 1,0285

8 6,45 18 1,028

9 6,40 19 1,0275

10 6,32 18 1,022

11 6,42 19 1,0 25

Moyenne 6,42+ 0,13 17,72°D £ 2,10 1,0252+0,0026
II1.1.1. pH

Le lait camelin serait légérement plus acide que les laits humain (pH : 7,01) et bovin
(pH : 6,6) (SIBOUKEUR, 2007). Le pH des échantillons de lait camelin mesurés dans le
cadre de la présente étude est égal en moyenne a 6,42+ 0.13 (tableau 06).

Les valeurs de pH relevées dans la présente étude se rapprochent de celles rapportées
par certains auteurs dans d'autres pays tels que (SBOUI et al.,2009) en Tunisie (6,41) et
(SIBOUKEUR, 2007) (6,31) et (CHETHOUNA, 2011) (6,37) a Ouargla. D’autres auteurs
avancent des valeurs plus élevées, on peut citer (KIHAL et al., 1999) a bechar (6,57),
(MAHBOUB et al., 2010) a Ouargla (6,65),(SOUID, 2011) (6,54) et (BOUDJENAH, 2012)
(6,53).

GORBAN et IZZELDIN (1997), signalent que le pH et le golt du lait peuvent

dépendre de la nature des fourrages et de la disponibilit¢é de 1’eau. Par ailleurs, la forte
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concentration en acides gras volatiles (YAGIL, 1985) et la teneur relativement élevée en
vitamine C du lait de dromadaire font diminuer le pH de celui-ci (YAGIL, 1985 ; FARAH et
al. 1992 ; SALEY, 1993 ; HADDADIN et al., 2007).

VIGNOLA (2002) signale que le pH du lait dépend principalement de la présence des
caséines et des anions phosphorique et citrique.
I11.1.2. Acidité Dornic

Les échantillons de lait camelin analysés, présentent une acidité titrable de 1'ordre de
17,72°D £ 2,10 (tableau 06). Cette valeur se situe dans la fourchette des travaux rapportés par
certains auteurs soit 18,2 °D (SIBOUKEUR, 2007), 18 °D KHASKHELI et al., (2005) en
Inde. D’autres auteurs rapportent des valeurs plus élevées ou plus basses. Ainsi,
KONUSPAYEVA (2007) et FAYE et al. (2008) au Kazakhstan signalent des valeurs plus
¢levées (26 et 24,04 °D respectivement). En revanche, les valeurs évoquées par, MEILOUD
et al. (2011) en Mauritanie (16 °D), ELAMIN et WILCOX (1992) en Arabie Saoudite (15°D),
ABU-LEHIA (1994) en Arabie Saoudite (15°D) et KAMOUN (1994) en Tunisie (15,6°D)
sont plus faibles

I1 est important de préciser que le lait camelin est caractérisé par un effet tampon plus
¢levé par rapport au lait bovin (KAMOUN et RAMET, 1989; ABU-TARBOUSCH, 1996),
c’est-a-dire que le pH arrive a se maintenir approximativement au méme niveau malgré
1'élévation de 1’acidité dornic.
I11.1.3.Densité

La valeur de la densité des échantillons de lait camelin examiné est égal en moyenne a
1,0252+0,0026. Cette valeur est située dans la fourchette publiée par la FAO (1995) d’apres
une compilation de diverses sources (1,0250-1,0380) et la fourchette rapportée par FARAH
(1993) 1,025-1,032, avec une moyenne de 1,029. D’autres auteurs ont trouvé des valeurs
proches : DAGET et LHOST (1995) avec 1,026, LARSSON-RAZNIKIEWICZ et
MOHAMED (1994) avec 1,026 a 15°C.

La densité du lait varie en fonction de la concentration des éléments dissous et en
suspension (la matiere seche dégraissée) (MOSBAH, 2012 cite par MEDJOUR, 2014). Ce qui
explique la variabilité¢ des valeurs entre les différents échantillons de lait analysés et entre

celles citées dans la littérature.
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I11.2.Analyses biochimiques
I11.2.1.Teneur en protéines totales

Les résultats consignés dans le tableau 07 indiquent une teneur moyenne en protéines
totales de lait camelin qui est égale a 33,92+1,67g/1. Celle-ci se rapproche de celles du lait
bovin obtenus par GHERBI, ZITOUNA (2019), 35,99 g/l. Ces résultats rejoignent ceux
obtenus par SBOUI et al. (2009), 34,15 g/l ; KAMOUN (1994), 34,3 g/1 ; 30,72 g/l (ATTIA et
al, 2001) ; 30,8 et 33,1 g/l (WANGOH, 1997) ; 34,6 g/l (SHAMSIA, 2009) et 35,6 g/l
(SIBOUKEUR, 2005).Néanmoins, Il parait plus faible que celle rapportée par (MEDJOUR,
2014) 36,71 g/let KAMOUN (1994) soit 39 g/1, mais elle est plus importante a celle rapportée
par GHERBI et ZITOUNA (2019), 29,29 g/let 28 g/l (ELAMINE et WILCOX, 1992).

Tableau 07: Analyses biochimiques des échantillons collectés de lait camelin.

Moyenne Ecart-type
Protéines totales (g/l) 33,92 1,67
Protéines sériques (g/1) 9,89 0,49
Caséines (g/1) 24,03 1,27

YAGIL et ETZION (1980), signalent que la concentration en protéine du lait camelin
est maximale juste apres la parturition et arrive a atteindre 11,6 %, puis elle diminue et atteint
des valeurs comprises entre 4,6 et 5,7 % en régime hydraté ou entre 2.5 et 3.3 % en régime
peu hydraté. Quant a sa composition, elle varie en fonction des stades de lactation. Selon
KAMOUN (1994), les deux premiers mois de lactation se caractérisent par une diminution
des taux protéinique et butyreux du lait camelin. Ces derniers atteignent une valeur minimale
coincidant avec le pic de lactation, puis retrouvent, en fin de lactation, un niveau comparable
a celui de départ.

Des nombreux auteurs montrent qu'un régime alimentaire basé sur 'herbe entraine la
baisse des taux de protéines et de matiére grasse du lait. DELABY et PEYRAUD (1994),
montrent qu'un régime a base de blé a induit un accroissement modéré du taux proté¢ique du
lait de vache par rapport a un régime a base d'herbes conservées ou paturées. Ils précisent que
le taux butyreux est amélioré lors d'apport des concentrés en quantités plus importantes.

Enfin, les races et les conditions saisonniéres en particulier influenceraient également

la teneur en protéines du lait de chamelle (AL HAJ et AL KANHAL, 2010).
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I11.2.2.Teneur en caséines

La teneur en caséines du lait camelin égal a 24,03g/1+1,27 (tableau 07).Elle est plus
faible que celle de la caséine bovine obtenue par MEDJOUR (2014), 35,5¢g/1.

Des teneurs proches ont été évoquées :MEDJOUR (2014) (25,45g/1); KAMOUN
(1995) (23 g/l). Des teneurs plus importantes sont rapportées par certains auteurs tel que
(SIBOUKEUR,2007), 28,15g/1.

Cette méme valeur est nettement importante a celles obtenues par GHERBI et
ZITOUNA (2019),12,33 g/l; FERHAT et MESSAI (2019), 18,64¢g/1.

Il est admis que, comparativement au lait bovin, le lait de dromadaire est pauvre en
caséines, protéines responsables de la consistance du lait coagulé et son équilibre minéral, ce
qui amplifie son inaptitude a la coagulation (KAMOUN, 1995).

La différence entre les teneurs en cas€ines rapportées par ces auteurs revient
probablement a la saison de la récolte du lait ou les teneurs les plus faibles sont enregistrées
en période estivale (KAMOUN, 1998).

I11.2.3. Teneur en protéines lactosériques

La teneur en protéines sériques des échantillons du lait camelin est égal 9,89g/1
(tableau 07). Cette valeur semble proche de celle de lait bovin obtenue par MEDJOUR
(2014), 11,07g/1.

Elle est comparable a celle rapportée par ABU-LEHIA (1987) 9 g/l et BAYOUMI
(1990) 10 g/l. D’autre part, elle semble plus importante a celle rapportée par (SIBOUKEUR,
2007) soit 7,51 g/l et par (FARAH, 1993) soit (7g/l) et elle est plus faible que celle rapportée
par GHERBI et ZITOUNA (2019), 16,97g/1 et par MEDJOUR (2014), 11,26 g/1.

La fraction des protéines lactsériques du lait camelin est d’un grand intérét du fait que c’est
dans cette fraction qu’on retrouve des facteurs antibactériens particulierement puissants

(lysozyme, lactoferrine et immunoglobulines...) (ELAGAMY, 2000).

IT1.3. Activités biologiques
IT1.3.1. Activités antioxydantes
I11.3.1.1. Pouvoir réducteur du fer (test FRAP: FerricReducing Antioxydant Power)

La réduction de fer ferrique (Fe’™) en fer ferreux (Fe’™) est un test rapide,
reproductible, et facile a exécuter (LIM et al., 2006).

Le pouvoir réducteur a été évalué pour déterminer la capacité d’un échantillon a céder
des électrons ou des protons, qui a été rapporté comme étant en corrélation directe avec le

clivage des peptides (AMEUR et LASMI,2016) et par conséquent, les activités antioxydantes
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des hydrolysats sont améliorées. Dans la présente étude, le pouvoir réducteur a été exprimé
comme la capacité a réduire Fe™ présent dans le complexe ferricyanure de potassium en Fe'.

A partir des résultats obtenu (figure 11-12), on remarque que le pouvoir réducteur des
hydrolysats des caséines camelines et les caséines natives et aussi I'acide ascorbique est dose-
dépendante (concentration dépendante) c’est-a-dire que la capacité de réduction de fer est
proportionnelle a I’augmentation de la concentration des trois échantillons.

Les résultats obtenus montrent que le pouvoir réducteur des hydrolysats des caséines
camelines est légerement supérieur a celui des caséines natives, mais légerement inférieur a
celui de ’acide ascorbique. Ce dernier est un composé standard méme lorsque des petites

concentrations donnent une activité.
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Figure 11: Pouvoir réducteur de 1'acide ascorbique, test FRAP
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Iz
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Figure 12: Pouvoir réducteur des caséines camelines brutes avant et aprés hydrolyse.
(CNT) : caséines totales, (H-PEP) hydrolysat de caséine par action de la pepsine, (H-E
PAN) : hydrolysat de caséine par action de la pancréatine, (H-PEP avec E

PAN) :hydrolysat de caséine par action successive des pepsine et pancréatine.

Nous remarquons qu’a la concentration de 20 mg/ml, le pouvoir réducteur est
beaucoup plus important dans le cas des peptides issus de I’hydrolysat des caséines par la
pepsine avec l'extrait pancréatique (Absorbance = 0,280),suivi parles peptides provenant de
I'hydrolysat pancréatique (Absorbance = 0,231), puisceux de I'hydrolysat par la pepsine
(Absorbance = 0,134) et finalement les caséines intactes qui posseéde le pouvoir réducteur le
plus réduit (Absorbance=0,104). Ces résultats sont conformes avec les données des autres
chercheurs, AMEUR et LASMI (2016), qui ont étudié 1’activité antioxydante de la caséine de
lait de chamelle avant et apres hydrolyse par la trypsine et la chymotrypsine, ils ont signalé
que les hydrolysats de caséines camelines exercent un pouvoir réducteur nettement plus élevé
que des caséines natives, KUMAR et al. (2016), qui ont, également, étudié I'activité
antioxydante des hydrolysats des caséines traités avec trois enzymes séparément (alcalases,
papaine et a-chymotrypsine), ont montré que 1’augmentation du pouvoir réducteur apres
hydrolyse a suggéré que ce processus a contribué a 1’activité antioxydante par la génération
des peptides préalablement inactifs cryptés dans la séquence des caséines natives. JRAD et al.
(2014) et SALAMI et al. (2011) qui ont aussi signalé une activité antioxydante de la caséine
de lait de chamelle hydrolysée par digestion avec des enzymes gastro-intestinales, SALAMI
et al. (2011), ont en outre rapporté que I'a-chymotrypsine pouvait produire des hydrolysats
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d'origine B-caséique avec une activité antioxydante plus élevée que dans le cas de la trypsine
et de la pepsine.

Il est maintenant bien connu que la B-caséine bovine produit des peptides anti-
radicalaire durant la digestion gastro-intestinal ou la fermentation (KANSCI et al., 2004).
Comme la fraction des caséines du lait camelin est riche en B-caséine (65% du total des
caséines), ce composant peut étre la meilleure source de peptides antioxydantes (JRAD et al.,
2014). La B-caséine cameline a montré une activité antioxydante élevée apres hydrolyse avec
la chymotrypsine (SALAMI et al., 2011). La B-caséine cameline comprend 8 résidus de Phe,
un acide aminé aromatique avec un grand pouvoir anti-radicalaire, tandis que laf-caséine
bovine en contient 5 et cela peut étre une explication de 1’activité antioxydante potentielle des
cas¢éines camelines. (JRAD et al., 2014).L'activité d'élimination des radicaux de Tyr, ainsi que
de Trp, a été expliquée par la réactivit¢ des structures phénoliques et indoliques qui
fonctionnent comme donneurs d'hydrogéne (PIHLANTO, 2006).

TANG et al. (2010), dans leur sujet sur l'activité antioxydante sur la fraction des
peptides, IlIs ont montré que chaque petit peptide avait une activité antioxydante importante.

Les travaux précédents ont aussi suggéré que les peptides des caséines des petites
tailles libérées par les enzymes protéolytiques exercent une activité antioxydante plus élevée
que les fractions de haut poids moléculaire (KUMAR et al., 2016 ; RAHIMI et al., 2016).

Les acides aminés les plus efficaces avec une activité antioxydante et les meilleurs
piégeurs de radicaux libres sont Cys, Trp, Tyr, Met, Phe, His, Ile, Leu et Pro. Pas seulement la
composition en acides aminés d'une protéine est importante mais aussi son accessibilité et le
positionnement de I'aminoacides (ELIAS et al., 2005 et 2008; ARCAN et YEMENICIOGLU,
2007).

Clarification

A cause de la pandémie de Covidl9, les portes des universités ont di fermé apres le
communiqué du ministére de I’enseignement supérieure et de la recherche scientifique menant
I’arrét des toutes les activités au sein de tous les établissements de I’enseignement supérieure,
d’ou D'impossibilit¢ de continuer nos travaux pratiques. Cette problématique a été,
heureusement, remédié par le proces-verbal du juin 2020 de conseil scientifique de la faculté
des sciences de la nature et de la vie, université Echahid Hamma Lakhdar, qui a donnée aux
étudiants de 2°™ année de master la possibilité de soutenir leurs travaux de mémoire de fin
d’étude en se satisfaisant de discuter, dans la partie résultat et discussion, les travaux
précédents qui sont dans le méme champ de recherche a la place de leurs résultats inachevés.

Ceci est appliquée pour ce qui suit.
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I11.3.1.2. Elimination des radicaux diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH)

La DPPH a été couramment utilisée dans l'analyse de l'activité antioxydante et le
systeme de test peut étre utilis€ pour la caractérisation primaire du potentiel de piégeage des
peptides.

Selon les résultats de KUMAR et al. (2016) qui a étudié le test de DPPH sur des
hydrolysats de caséine traités aux trois enzymes séparément (alcalase, papaine et l'a-
chymotrypsine), Ou ils ont trouvé que les trois enzymes avaient significativement (P<0,05)
augmenté l'activité de piégeage de DPPH jusqu'a 6 h de temps d'hydrolyse. Par rapport aux
deux autres enzymes, 1'a-chymotrypsine a produit des hydrolysats qui avaient une activité
antioxydante significativement (P<0,05) plus élevée aprés 2h d'hydrolyse. Les hydrolysats
produits par l'alcalase ont également montré une activité piégeant la DPPH significativement
plus élevée (P<0,05) que les hydrolysats produits par la papaine.

Les hydrolysats des caséines avec : 1’alcalase (CA), la chymotrypsine (CC) et la
papaine (CP) ont été ultrafiltrés d’une manicére séquentielle a travers une membrane
d’ultrafiltration Millipore 8400pour obtenir les différentes fonctions a savoir. FO : hydrolysat
entier, F1 : peptides <1 kDa, F2 : peptides 1-5 kDa, F3 : peptides 5-10 kDa et F4 : peptides >
10 kDa. Ces fractions ont été évaluées in vitro contre le DPPH.

Dans le groupe CA, l'activit¢ DPPH de FO (32,25 % =+ 0,20) d’inhibition a été
enregistrée de manicre significative (P<0.05) plus élevée par rapport aux autres groupes, mais
¢tait comparable a la fraction F4 (29,88 % =+ 0,32). Dans le groupe CP, FO et F4 étaient
comparables mais significativement (P<0,05)supérieure aux fractions F1 (24,39 % + 0,17), F2
(24,92 % £ 0,17) et F3 (25,39 % + 0,12). Dans le groupe CC, le taux d’inhibition de DPPH
¢était significativement (P<0,05) plus élevée en FO (37,65 % + 0,15) que tous les autres
traitements. Parmi les trois groupes, c’est-a-dire CA, CC et CP, l'activité d’inhibition de
DPPH la plus élevée a été enregistrée pour CC, indépendamment des fractions. Selon
AMEUR et LASMI (2016), qui ont étudié 1’activité antioxydante de la caséine de lait de
chamelle avant et aprés hydrolyse par la trypsine et la chymotrypsine, et utilise le test de
DPPH. L’activité anti-radicalaire des caséines camelines augmente significativement apres
hydrolyse par la trypsine et la chymotrypsine, les pourcentages d’inhibition obtenus sont :
25,96 % pour les caséines totales, 52,4 % pour I’hydrolysat de trypsine et 58,01 % pour
I’hydrolysat de chymotrypsine.
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I1.3.1.3.Activité de neutralisation des radicaux acide azinobis-3éthylbenthiazoline-6-
sulfonique (test a ’ABTS)

L’ABTS forme également un radical libre relativement stable, qui est décoloré sous sa
forme non-radicalaire.

Selon KUMAR et al. (2016a), le résultat de 1'activité d'absorption des radicaux ABTS
a augment¢ de manicre significative (P<0,05) avec l'augmentation de dégrée d’hydrolyse au
fil du temps comme les tests précédents, et en comparant des échantillons traités par des
enzymes, les hydrolysats produits par I'a-chymotrypsine avaient une activité antioxydante
significativement plus ¢élevée (P<0,05). Cependant, parmi les deux enzymes, a savoir
l'alcalase et la papaine, les hydrolysats produits par l'alcalase a montré une activit¢ ABTS
significativement plus ¢élevée (P<0,05). Ces conclusions étaient conformes a une autre étude
réalisée aussi par KUMAR et al. (2016 b) qui a indiqué que l'activité¢ de I'ABTS de F4 était
comparable a F1 et F2, les autres valeurs étaient significativement variaient les uns des autres
(P<0,05). Dans le groupe CC, la fraction FO a enregistré 1'activit¢ ABTS la plus élevée (91,28
% £ 0,13) suivi de F3(87.38 % + 0,15), F2 (84,14 % + 0,15), F4 (81,52 % + 0,21) et F1 (81,09
% =+ 0,18). L'activit¢ ABTS de F1 et F4 étaient comparables, mais les autres groupes
différaient significativement (P< 0,05) I'un de l'autre. Pour le groupe CP, l'activité¢ a I’ABTS
enregistrée a été plus faible que dans les deux autres groupes, mais parmi les différentes
fractions de méme groupe, l'activité la plus élevée a nouveau a été enregistrée pour FO (70,90
% =+ 0,14), suivi de F3 (67,52 % + 0,23), F2 (65,05 % + 0,11), F1 (62,85 % =+ 0,30) et F4
(62,24 % £ 0,22). Dans le groupe CP, l'activit¢t ABTS de F1 (62,85 % £ 0,30) était
comparable a celle de F2 (65,05 % + 0,11) et F4 (62,24 % + 0,22), mais les deux autres
fractions différaient significativement (P<0,05). Parmi les trois groupes a savoir, CA, CC et
CP, une activit¢ ABTS significativement plus €élevée a été enregistrée pour le groupe CC pour
toutes les fractions et correspondent aux résultats de JRAD et al. (2014) qui ont étudié
I’activité d'absorption des radicaux ABTS des hydrolysats de caséine traités a la pepsine et a
la pancréatine qui a fait I’objet d’une enquéte pour détermination de 1'lC50 (concentration
inhibitrice de 50 % des radicaux libres de I’ABTS) et la valeur de TEAC (capacité
antioxydante en équivalent Trolox). Les caséines intactes ont monté une activité de piégeage
des radicaux libres et une TEAC = 1,60 uM £ 0,12 et IC50= 12,03 uM + 2,17. Apres
hydrolyse ultérieure par la pepsine et la pancréatine, la valeur IC50 déterminée pour les
hydrolysats des caséines est égal a 24,70 uM =+ 2,98 et une valeur de TEAC (0,25 uM £ 0,01),
indiquant que les hydrolysats des caséines ont montré un nettoyage radical plus fort. Cela

suggéré que des peptides antioxydants ont été libérés et ces peptides ont été générés a partir
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des caséines. La fraction de caséine du lait de chamelle est riche en B-CN (65% du total des
caséines), ce composant pourrait étre la meilleure source de peptides antioxydants (JRAD et
al., 2014). Ceci est confirmé par SALAMI et al. (2011) dans son étude de Il'activité
antioxydante de la caséine entiére de dromadaire et de la B-CN aprés I'hydrolyse par les
enzymes gastro-intestinal en mesurant les valeurs TEAC, sur la base de la consommation de
radicaux ABTS colorés. La caséine entic¢re et la B-CN traitées a la chymotrypsine ont montré
l'activité antioxydante la plus élevée, suivie d'un traitement a la pepsine et enfin au traitement
a la trypsine qui a montré I’activité antioxydante la plus faible. Selon la taille des peptides
l'activité antioxydante la plus élevée était observée pour les peptides de poids moléculaire de
5 a 10 kDa. Cette découverte suggere que les activités antioxydantes des peptides dépendent
non seulement de leur composition en acides aminés mais aussi de leurs taille et séquence. Ce
résultat est confirmé par RAHIMI et al. (2016) dans son étude sur la puissance de balayage
radical des échantillons (des peptides produits par hydrolyse enzymatique des caséines de lait
de chamelle en utilisant I’enzyme de la proteinase K.

I11.3.2. Activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne des caséines camelines et de leurs hydrolysats a été étudiée
par plusieurs auteurs

JRAD et al.(2014), ont mené une étude sur l'activité antibactérienne des caséines de
dromadaire avant et apres hydrolyse par voie gastro-intestinale des enzymes contre 3 bactéries
a Gram positif (Listeriainnocua, Bacilluscereus et Staphylococcus aureus) et 2 bactéries a
Gram négatif (Escherichia coli et Pseudomonasaeruginosa) ont été analysées. En présence de
20 g /1 des caséines camelin natives, la croissance cellulaire n'a été significativement inhibée
que pour la souche d'E. Coli. La croissance des 4 autres souches n'a pas été significativement
affectée (L. innocua) ou favorisée (B. cereus, S. aureus et P. aeruginosa). Cependant, on peut
noter que la croissance de L. innocua a été significativement inhibée en présence des caséines
natives a une concentration de 40 g/1.

A l'exception de la croissance d'E. Coli, qui était également inhibée par les caséines
natives et leurs hydrolysats, on peut observer que la croissance de toutes les autres souches
bactériennes était plus lente en présence des hydrolysats des caséines camelines que dans le
cas de la présence des cas€ines camelines natives. Ensemble, ces observations suggérent que
des fragments des caséines camelines inhibant la croissance de ces souches bactériennes a
probablement été libérée par les enzymes protéolytiques gastro-intestinales. Etant donné que
l'analyse par chromatographie sur gel filtration des masses moléculaires indique que les

hydrolysats des caséines camelines contenait principalement des peptides de poids
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moléculaire apparent inférieur a 1 kDa, il est probable que ces peptides antibactériens ont
¢galement un poids moléculaire inférieur a 1 kDa. Ce serait conforme a I'observation de
SILVA et MALCATA (2005) que les fragments antibactériens dérivés des cas€ines ont une
masse moléculaire variant de 0,4 a 6 kDa.

D’apres les résultats de KUMAR et al. (2016b), leur étude a pu montrer 1’efficacité
des hydrolysats des caséines camelines contre quelques bactéries Gram+ (Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus, et Staphylococcus aureus) et une bactérie Gram-
(Escherichia coli), ces hydrolysats sont produits suite a la digestion enzymatique par des
différentes enzymes a savoir : I’a-chymotrypsine, l'alcalase et la papaine, les différents
hydrolysats ont montré des efficacités différentes les unes des autres contre la croissance
bactérienne cela en outre mis en évidence I’impact de chacune d’enzymes utilisées.

ALMI-SEBBANE et al. (2018), en testant 1’activité antibactérienne des [ casé€ine et de
ses hydrolysats ont vu que seulement, les hydrolysats ont montré une activité contre les
bactéries utilisées. Cependant, la fraction <1 kDa présentait de maniére significative (P<0,05)
un effet inhibiteur plus €élevé contre S. aureus, L. innocua et E. coli que les autres fractions,
tandis que la fraction d'hydrolysat de B caséine > 10 kDa n'ont eu aucun effet.

Des nombreux auteurs ont déja signalé que la fraction des caséines, de poids
moléculaire inférieur a 1 kg/mol, avait l'activité antibactérienne la plus élevée dans les
hydrolysats des cas€ines obtenus apres hydrolyse par des enzymes diverses, y compris la
gamme d'enzymes protéolytiques impliquées dans la caséinolyse pendant 1’affinage du
fromage (NGUYEN THI et al., 2014) ou digestion gastro-intestinale.

Les caséines hydrolysées sont connues pour étre des mélanges trés complexes pouvant
contenir jusqu'a des centaines de peptides différents (SILVA et al., 2006). Les hydrolysats des
caséines sont trés compliqués en raison des différences dans les substrats protéiques et
spécificités enzymatiques de la pepsine et des différentes enzymes protéolytiques présentes
dans la pancréatine. Cependant, certaines tendances similaires avec les hydrolysats de
caséines bovines et ovines ont été observé: LOPEZ-EXPOSITO et al. (2006) ont rapporté que
les hydrolysats peptiques d'ovins as;-CN ont inhibé la croissance de diverses bactéries Gram-
positives. Les peptides antimicrobiens dérivés des protéines du lait possédent souvent un effet
amphiphile et caractére cationique, qui semble étre significatif pour leur mécanisme d’action,
car il est connu que la liaison électrostatique entre les peptides et les membranes bactériennes
(chargés négativement) est 1'étape initiale du processus de formation des pores conduisant a la

mort cellulaire (BENKERROUM, 2010).
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Ces différences dans l'activité antimicrobienne des hydrolysats entiers et de ses
fractions et également avec différentes enzymes peuvent étre dues aux différences de taille, de

nature ionique et de concentration des peptides(KUMAR et al., 2016b).
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Conclusion et Respectives

La plupart des études précédentes portaient sur les plantes en tant que source
d'activités biologiques.

Dans ce travail, nous avons contribué a la mis en évidence d’une source animale
(caséines du lait camelin)

Considérant que le lait est I'un des aliments le plus fréquemment consommé par
I'homme pour sa valeur nutritionnelle et thérapeutique, le lait de chamelle, en particulier,
notamment chez les habitants des régions arides et désertiques.

Les protéines de lait camelin sont I'une des sources les plus riches en acides aminés
essentiels nécessaires a la croissance et au maintien de I’organisme. Elles jouent, également,
un rdle important dans la promotion de la santé et de la prévention contre plusieurs maladies.

Le présent travail avait pour objectif d’étudier certains des effets biologiques
(I’activité antioxydante et antimicrobienne) des cas€ines camelines et de leurs hydrolysats
produits par des enzymes digestives, d’un part, d’autre part, il s’agit également de déterminer
les roles de ces différentes protéases dans ce contexte.

Pour se faire et dans un premier temps, un dosage des protéines du lait camelin a été
réalisé (par la méthode de LOWRY et al, 1951), afin d’apprécier la teneur des protéines
caséiques en l’occurrence. Ce dernier a montré que le lait camelin contient une teneur
importante en ces protéines, évaluées a un taux de 24,03g/1+1,27.

Ensuite, les casé€ines ont été¢ séparées du reste de lait et lyophilisées. Une portion de
ces dernieres a servit comme substrat contre 1’attaque des enzymes digestives utilisées dans
cette étude (pepsine, pancréatine), et I’hydrolyse est suivie dans les conditions optimales de
chacune de ces protéases (pH, température et temps, en particulier), jusqu’a I’obtention des
hydrolysats finaux. Trois types d’hydrolysat ont été réalisés (avec pepsine seule, avec
pancréatine seule, avec la succession de ces deux enzymes, tout en imitant le phénomene de
protéolyse naturelle telle qu’elle passe dans le tube digestif.

En ce qui concerne I’activité antioxydante, celle-ci a été évaluée par un test de FRAP.
Comparativement aux caséines natives, les hydrolysats exercent un pouvoir réducteur
nettement plus important ou on a enregistré des absorbances a la longueur d’onde 700 nm (par
spectrophotomeétre) avec une concentration de 20mg/ml qui étaient :0,104 pour les caséines
totales, 0,134 pour I’hydrolysat produit par I’action de la pepsine,0,231 pour 1’hydrolysat
produit par 1’action de la pancréatine et 0,280 pour I’hydrolysat produit par I’action de la
pepsine et de la pancréatine ensemble. Les résultats montrent que les peptides des trois
hydrolysats possédent une bonne activité, donc ces molécules sont considérées comme des

agents antioxydants de premicre classe et peuvent étre employées pour des applications
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thérapeutiques, sachant que les antioxydants contribuent de maniere trés efficace a la
prévention contre des maladies telles que le cancer, et les maladies cardiovasculaires. On peut
classer ces molécules d’apres leur capacité antioxydante : Hydrolysat caséique produit par la
pepsine et la pancréatine ensemble, hydrolysat caséique produit par la pancréatine, hydrolysat
caséique produit par la pepsine et finalement 1’antioxydant le plus faible sont les caséines
totales,

Dans le second volet de notre étude, nous avons discuté des résultats précédents
concernant l'activité antibactérienne, En vue de cela, une ¢tude comparative a ét¢ menée entre
certaine auteurs :JRAD et al.(2014), KUMAR et al. (2016b) et ALMI-SEBBANE et al.
(2018) et d’autres. D’aprés ces derniers, nous avons conclu que 1’activité antibactérienne des
caséines du lait de chamelle peut étre largement augmenter par leur hydrolyse via
I’utilisations des enzymes digestives. Cela suggere que les fragments peptidiques pourvus
d’activité antibactérien, dérivés des caséines camelines ont été libérées.

Les enzymes digestives possédent un role clé dans la production de I’effet biologique
et chacune d’elles a sa propre capacité de produire cet effet.

Ces protéines, ¢tant peu étudiées, posseédent une vrai potentialité et une source
riche de peptides bioactives d’ou la nécessité d’en faire beaucoup d’autres investigation afin
d’améliorer encore plus le savoir dans ce contexte, notamment a travers 1’utilisation des
techniques des séparation et de fractionnement plus performantes(ultrafiltration, HPLC et
SDS-PAGE)et la caractérisations des masses de ces peptides par 1’utilisation des techniques
tres fiable telles que la spectrométrie de masse et la chromatographie sur gel filtration et
I’identification de leurs séquences en utilisant la MALDI-TOF et le séquengage par la

méthode d’Edman.
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Annexes

Annexe 01: Détermination de L' acidité dornic (bécher A : lait témoin, bécher B : Apres

titrage « virage au rose »)

Annexe 02: Mesure de la densité par thermo-lactodensimeétrie (thermo-lactodensimeétre

marque Nathia) (Photo personnelle, 2020)
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Annexe 03: Mesure de pH

Appareillage et réactifs:
e 100 ml de lait de chamelle cru.
e Bécher de 150 ml.
e pH —metre.
Mode opératoire:
e Introduction de I'¢lectrode de pH-metre préalablement étalonné dans un bécher

contenant 100 ml de lait de chamelle a 25°C.

e La valeur affichée sur I'écran de 'appareil correspond au pH de lait a 25°.

Annexe 04: Détermination de la teneur en protéines par la méthode de LOWRY ez al. (1951)
v Solutions

A. Réactif formant un complexe : Préparer immédiatement avant utilisation en

mélangeant les

trois solutions meres suivantes A, B et C dans la proportion de 100/1/1 (v: v: v),

respectivement.
e Solution A : Na2CO3 a 2% (p / v) dans de I'eau distillée.
e Solution B : CuSO4 5H20 a 1% (p / v) dans de 1'eau distillée.
e Solution C : 2% (p / v) de tartrate de sodium et de potassium dans de 1’eau distillée.
B. Solution de NaOH (2N).
C. Réactif de Folin (disponible dans le commerce) : Utiliser a une concentration de 1N.
v" Gamme d’étalon

Standards : Utilisez une solution mére de protéine standard (fraction V d’albumine de sérum
bovin, par exemple) contenant 4 mg / ml de protéine dans de 1’eau distillée conservée
congelée a -20 ° C. Préparez les standards en diluant la solution meére avec de 1’eau distillée

comme Ssuit ;
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Numéro de 1 2 3 4 5 6 7
Dilution
Solution mére 0 25 50 100 200 400 500
de BSA pl
Eau distillée 500 475 450 400 300 100 0
Concentration 0 50 100 200 400 800 1000
en BSA pg/ml

v Méthode

1- A 0,1 ml d'échantillon ou d'étalon, ajoutez 0,1 ml de NaOH. Hydrolyser a 100°C pendant
10 min dans un bloc chauffant ou un bain-marie bouillant.

2- Refroidissez I'hydrolysat a la température ambiante et ajoutez 1 ml de réactif formant un

complexe fraichement mélangé. Laisser la solution reposer a température ambiante pendant
10 min.

La réaction est tres dépendante du pH et il est donc important de maintenir le pH entre 10 et
10,5. Faites donc attention lorsque vous analysez des échantillons qui se trouvent dans une

zone tampon forte en dehors de cette plage.

La période d'incubation n'est pas critique et peut varier de 10 min a plusieurs heures sans

affecter 1'absorbance finale.

3- Ajoutez 0,1 ml de réactif de Folin a l'aide d'un mélangeur vortex et laissez le mélange
reposer a température ambiante pendant 30 a 60 minutes (ne dépassez pas 60 minutes).

L’agitation par vortex est essentielle dans cette étape pour obtenir des résultats reproductibles.
Le réactif de Folin ne réagit que brievement dans ces conditions alcalines, étant instable en
milieu alcalin, il convient donc de veiller a ce que le mélange soit complet.

4- Lire l'absorbance a 750 nm si la concentration en protéine était inférieure a 500 ug/ml ou a
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550 nm si la concentration en protéine était comprise entre 100 et 2000 pg / ml.
v" Expression des résultats :

Une courbe d’étalonnage d'absorbance, en fonction de la concentration en protéines initiale,

est tracée. Puis les concentrations en protéines inconnues sont déterminées.

Dosage des protéines du lait par la méthode de Lowry (1951). Coloration de la solution

protéique apres 1’ajout de réactif de Folin-Ciocalteu (Photo originelle, 2020).
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Annexe 05: Les types des appareils utilisés au cours de I’expérimentation.

Spectrophotomeétre Balance de precision

Centrifugeuse

Agitateur magnétique Lyophilisateur a plateau

pH-métre



Intitulé : Etude de I’impact des certaines enzymes protéolytiques sur quelques effets biologiques des peptides
issus de la digestion des caséines camelines

Résumé : Le lait de chamelle contient en son sein des substances antioxydantes naturelles (les vitamines et les enzymes), riche en
molécules antibactériennes (lysozymes, lactoferrine et etc.). Des études ont ainsi rapporté que méme les protéines camelines et/ou leurs
hydrolysats peuvent présenter une activité antioxydan test antibactérienne. Dans le cadre de ce travail nous nous sommes intéressées a
évaluer in vitro ’activité antioxydante et antibactérienne des caséines camelines avant et apres hydrolyses enzymatiques tout en imitant
les conditions in vivo. Dans le méme contexte, on cherche a connaitre la capacité de chaque enzyme digestive utilisée de produire un
effet antioxidant et antibactérien qui lui est propre, c’est la spécificité de chacune qui lui permet de déchiffrer I’encodage contenu dans la
séquence protéique afin de libérer des peptides bioactifs. Dans cette étude 11 échantillons du lait camelin ont été collectés. Les analyses
physicochimiques ont monté que la valeur de pH est de 6,42 + 0,13,1’acidité Dornic est de 17,72°D + 2,10 et la densité est de
1,0252+0,0026, d’autre part le dosage protéines réalisé sur les différentes fractions protéiques (protéines totales, protéines lactosériques
et caséines) a montré que ce lait est riche en caséines avec un taux de 24,03g/1+1,27).Par la suite les caséines ont été séparées du reste de
lait, lavées puis lyophilisées. Une portion de ces derniéres, a été hydrolysées par des enzymes digestives (pepsine et pancréatine) et
I’autre a été laissées intacte. Ainsi, quatre fractions ont été préparées : caséines natives totales (CNT), hydrolysat pepsique de caséines
(H-PEP), hydrolysat pancréatique de caséines(HE PEN) et hydrolysat pepsique/pancréatique (H-PEP/HE PEN). Ces factions ont été
utilisées pour évaluer leurs activités antioxydante et antimicrobienne. Le test d¢ FRAP a montré que comparativement aux caséines
natives, les hydrolysats exercent un pouvoir réducteur plus important avec des concentration 20mg/ml, DO : 700 nm, les absorbances
enregistrées : 0,104 pour CNT, 0,134 pour H-PEP,0,231 pour HE PEN et 0,280 pour H-PEP/HE PEN. L’enquéte menée sur les résultats
retrouvés par plusieurs auteurs concernant 1’activité antimicrobienne, avant et aprés hydrolyse par des enzymes digestives contre des
souches bactériennes (Gram+ et -) a montré que 1’effet antibactérien est quasi-absent chez les caséines intactes mais il parait, une fois
ces protéines sont hydrolysées et avec de nuances différentes entre chaque enzymes et 1’autre. Cela suggere que des fragments
peptidiques antibactériens dérivés des caséines camelines ont été libérés. Les enzymes digestives possédent un rdle clé dans la
production de I’effet biologique et chacune d’elles a sa propre capacité de produire cet effet.

Mots clés: caséines camelines, hydrolyse enzymatique, activité antioxydante, activité antibactérienne, FRAP.
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Abstract : Camel milk contains natural antioxidant substances (vitamins and enzymes) with in it, rich in antibacterial molecules
(lysozymes, lactoferrin and etc.). Studies have thus reported that even camel proteins and / or their hydrolysates can exhibit antioxidant
and antibacterial activity. As part of this work we were interested in evaluating in vitro the antioxidant and antibacterial activity of camel
caseins before and after enzymatic hydrolyses while mimicking in vivo conditions. In the same context, we seek to know the capacity of
each digestive enzyme used to produce an antioxidant and antibacterial effect of its own, it is the specificity of each that allows it to
decipher the encoding contained in the protein sequence in order to release bioactive peptides. In this study 11 samples of camel milk
were collected. Physicochemical analyzes have shown that the pH value is 6.42 + 0.13, the Dornic acidity is 17.72 ° D + 2.10 and the
specific gravity is 1.0252 + 0.0026, of on the other hand, the protein assay carried out on the different protein fractions (total proteins,
whey proteins and caseins) showed that this milk is rich in caseins with a rate of 24.03 g /1 + 1.27). Subsequently, the caseins were
separated from the rest of the milk, washed and then lyophilized. A portion of these was hydrolyzed by digestive enzymes (pepsin and
pancreatin) and the other was left intact. Thus, four fractions were prepared: total native caseins (CNT), pepsin hydrolyzate of caseins
(H-PEP), pancreatic hydrolyzate of caseins (HE PEN) and pepsin / pancreatic hydrolyzate (H-PEP / HE PEN). These factions have been
used to assess their antioxidant and antimicrobial activities. The FRAP test showed that compared to native caseins, the hydrolysates
exert a greater reducing power with 20 mg / ml concentration, OD: 700 nm, the absorbances recorded: 0.104 for CNT, 0.134 for H-PEP,
0.231 for HE PEN and 0.280 for H-PEP / HE PEN. The investigation carried out on the results found by several authors concerning
antimicrobial activity, before and after hydrolysis by digestive enzymes against bacterial strains (Gram + and -) showed that the
antibacterial effect is almost absent in intact caseins but it seems, once these proteins are hydrolyzed and with different nuances between
each enzyme and the other. This suggests that antibacterial peptide fragments derived from camel caseins have been released. Digestive
enzymes have a key role in producing the biological effect, and each has its own ability to produce this effect.
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	I.1. Aperçu sur le dromadaire 

	I.1.1. Présentation du dromadaire

	I.1.2.Origine et Historique 

	Le nom « dromadaire » dérive du terme grecque « dromados» qui veut dire course. Il est donné à l’espèce de chameau à uneseule bosse, appartenant au genre Camelus de la famille des Camelidae et dont le nom scientifique est Camelusdromedarius (ZEUNER, 1963). Il existe deux espèces : la première est Camelusdromedarius: elle est donnée à l’espèce de chameau à une seule bosse, appartenant au genre Camelus de la famille des Camelidae et dont le nom scientifique est Camelusdromedarius; la deuxième est Camelusbactrianus (deux bosses). Le dromadaire vit dans les régions chaudes, arides et semi-arides de la planète. Il serait originaire de l’Amérique du Nord où le plus ancien fossile de Camelidae a été trouvé et d’où il aurait rejoint l’Asie et l’Afrique, à la suite des glaciations qui sévirent dans pratiquement la quasi-totalité de l’hémisphère nord de la planète durant l’ère tertiaire (DICK et al., 2011).

	I.1.4. Distribution et effectif 

	I.1.5. Populations algériennes

	I.1.6.Production laitière

	I.1.7.Facteurs de variation


	I.2. Caractéristiques du lait de chamelle

	I.2.1.Caractéristiques organoleptiques

	I.2.2. Caractéristiques physico-chimiques

	I.2.3. Caractéristiques chimiques et biochimiques 


	I.3. Activités biologiques des caséines

	I.3.1. Certaines protéases pouvant être utilisées pour la digestion des caséines

	I.3.1.1. Enzymes gastriques

	I.3.1.2.Enzyme pancréatiques


	I.3.2.Activités biologiques

	I.3.2.1.Activité anti-oxydante

	I.3.2.2.Activité anti-hypertensive

	I.3.2.3.Activité antibactérienne


	II.1. Matériel

	II.1.1.Echantillons du lait

	II.1.2. Appareillage

	II.1.3.Petit matériel

	II.1.4.Produits chimiques, réactifs et matériel biologique


	II.2.Méthodes

	II.2.1. Collecte du lait

	II.2.2. Analyses physico-chimiques

	II.2.3. Analyses biochimiques

	II.2.4.Préparation de la caséine 

	II.2.5. Protocole de digestion enzymatique in vitro de caséine

	II.2.6.Activités biologiques

	II.2.7. Analyse statistique 


	III.1. Caractérisations physico-chimiques :

	III.1.1.  pH

	III.1.2. Acidité Dornic

	III.1.3.Densité


	III.2.Analyses biochimiques

	III.2.1.Teneur en protéines totales

	III.2.2.Teneur en caséines

	III.2.3.Teneur en protéines lactosériques

	III.3.1. Activités antioxydantes

	III.3.2. Activité antimicrobienne



	KADA NEE BENAKLI L; ANANE N. (2018). Caractérisation physicochimique et microbiologique de laits crus de chamelle et de ache- essai de coagulation par la présure. Mémoire de Master en Agro-alimentaire et Contrôle de qualité. Université MOULOUD MAMMERI de Tizi-Ouzou, 28p, 30p


