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Résumé

Le lait de chamelle est un nutriment de base des nomades, ses avantages comprennent sa
capacité a favoriser la croissance du corps, prévenir le diabete, stimuler I'immunité et la
circulation sanguine et atténuer les réactions allergiques. Cette présente étude a pour objectif
d’estimer la composition physicochimique du lait de chamelle collecté en mois d’Avril 2018,
dans la région de Laghouat et d’investiguer le potentiel antioxydant, antimicrobien et
antilithiasique de la protéine majeur du lait camelin qui est la caséine : ainsi que celui de ses
hydrolysats pepsiques obtenus sur un intervalle de temps allant de 0 & 180 min d’hydrolyse.
Le lait collecté présente un pH acide de 6.32 + 0.1 avec une acidité Dornic de 17.1+ 1°D, la
matiere grasse représente 28+ 1 g/L avec un taux de matiere azotée de 4.3 £ 0.01% dont une
teneur du lactoserum de 7.9 g/L et 34.08 g/L de caseine, les cendres sont a 9+ 0.1 g/L quant
au taux de matiere seche, il revient a 13+ 0.5%.Le taux d’antioxydants tels que les
caroténoides est faible 0.16 mg/L ce qui explique la couleur blanchatre du lait, quand a la
vitamine C, sa teneur semble élevée : 25.25mg/L. La caractérisation par électrophorése SDS-
PAGE, de la caséine montre une bande avoisinant les 28 kDa et plus le temps d’hydrolyse est
long, plus les bandes sont diffuses. Purifiée par la méthode RP-HPLC, la caseine présente un
pic singulier, qui diminue d’intensité au fur et & mesure que le temps d’hydrolyse augmente.
La déconvolution de la bande Amide | obtenue par la technique ATR-FTIR, a montré un
changement de structure notamment 1’augmentation des coudes de 1.8% (caséine) a 7.38%
aprés 180 min d’hydrolyse. Concernant I’activité antioxydante, quatre tests ont été réalisés : a
savoir par les méthodes de I’acide 2,2'-azino-bis (3éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) ABTS
avec 54.63% d’inhibition pour la caséine et atteignant 83,1 % pour 1’ hydrolysat de 180 min
.L’inhibition du radical 2,2- diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH) était de 30% pour la caséine
et 17% pour les hydrolysats a 180 min. Les DO des tests de réduction de fer, et du molybdate,
voient leur absorbance augmenter de 0.164 a 0.176 et de 0.136 a 0.7 del5 a 180 min
d’hydrolyse, respectivement. L’activité antibactérienne de la caséine révele ’absence d’effet
sur Bacillus megaterium BM 11, Staphylococcus epidermis ATCC 12228, Staphyloccocus
aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas syringae pv tabaci 1918
NCPPB, Acinetobacter baumannii ATCC 19606, Candida parasilopsis ATCC 22019,
Candida albicans ATCC 24433. Tandis que tous les hydrolysats ont manifesté un effet
inhibiteur sur les microorganismes sauf sur S. aureus, a une concentration de 80 mg/mL. La
caseine et ses hydrolysats a des concentrations de 0.035-120 pg/mL favorisent la survie des
lignées cellulaires Vero et A549 et leur prolifération mais manifestent un effet cytotoxique a
1120pg/mL. Les résultats des tests de I'évaluation de I'activité antivirale vis a vis du virus Cox
B6 préincubé a 1 MOI sur des cellules Vero et A549 mettent en évidence I’efficacité de de la
caseine et I’hydrolysat de 60 min al12ug/mL, a 100%. L’hydrolysat de 90 min était efficace
a 100% sur les cellules Vero uniquement, aprés 72h d’incubation. L’effet antlithiasique de la
caseine par inhibition de formation de cristaux est trés prometteur tandis que les hydrolysats
étaient inactifs.

Mots Clés: Caseine cameline, hydrolysats pespsiques, antioxydants, antimicrobiens,
antiviral, antilithiasique.



Abstract

Camel milk has always been a major traditional staple in the nutrition of the pastoral nomadic
people, its benefits include its ability to promote the growth of the body, prevent diabetes,
stimulate immunity, blood stream and alleviate allergic reactions. For the purpose of this
study, we broadly define physicochemical properties of camel milk collected in April 2018,
from Laghouat region and to investigate the antioxidant, antimicrobial antiviral potential and
anti-lithiasis properties of casein: major protein camel milk and those of its peptic
hydrolysates after 180 min of hydrolysis. The pH of collected milk was 6.32 £ 0.1 and 17.1+
1°D Dornic acidity, fat content rose to 28 g / L = 1 while nitrogen content was found to be
4.3% £ 0.01. Casein is the dominant protein group with 34.08 g / L followed by whey 7.9 g /
L; Ash contentwas 9 g/ L + 0.1 and 13% + 0.5 dry matter. The mean content of carotenoids
was 0.16 mg/L which explain opaque white colour of milk, the amount of vitamin C seems
high 25.25 mg / L. Molecular weights profile of milk casein separated by SDS-PAGE
electrophoresis gave an estimation of 28kDa while casein hydrolysates show high
electrophoretic mobility. The RP-HPLC procedure was used for the separation of casein,
different chromatographic profiles were obtained, change in secondary structure of casein and
casein hydrolysates obtained by ATR- FTIR spectrum and deconvolution curves were
obtained. Increase in the contents of B-turn 7.38% in casein hydrolysates of 180 min was
noticed compared to the original casein sample 1.8%. Samples were screened for possible
antioxidant activities following four tests, among them free radical scavenging activity 2,2'-
azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) and 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH).Casein showed 54.63% and 30% scavenging activity compared to 83,1 %17% for
180 min hydrolysis sample respectively. Concerning antioxidant capacity of the reducing
power and phosphomolybdenum methods, absorbance rose from 0.164 to 0.176 and from
0.136 to 0.7 from 15 to 180 min hydrolysis respectively. Antimicrobial activity was tested by
using the inhibition zone assay on LB-agarose plates against several Gram positive and Gram-
negative bacteria, casein has no effect on Bacillus megaterium BM 11, Staphylococcus
epidermis ATCC 12228, Staphyloccocus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonas syringae pv tabaci 1918 NCPPB, Acinetobacter baumannii ATCC
19606, Candida parasilopsis ATCC 22019, Candida albicans ATCC 24433, while all
hydrolysates showed an inhibitory effect on microorganisms except for S. aureus, at a
concentration of 80 mg / mL. The antiviral activity was assessed in vitro against Coxsackie
B6 virus (Cox B6), by evaluating the amount of viable cell (Vero and A549 cells) after the
addition of Cox B6 pre-treated with casein and the hydrolysate for 72h .Samples revealed
cytotoxicity at 1120pg/mL. Casein and 60 min hydrolysate (112ug/mL) were able to protect
Vero and A549 cells from harmful viral infection (1IMOI), at a rate of 100%, while 90 min
hydrolysate was efficient on Vero cells only. Anti lithiasis test was assessed and casein could
prevent calculus formation unlike hydrolysates.

Key words: Camel casein, pepsin hydrolysates, antioxidant, antimicrobial, antiviral, antilithiasis.
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INTRODUCTION

Le lait constitue, pour I’lhomme une source de nutriments de base : protéines, glucides
lipides, ainsi de vitamines et minéraux notamment le calcium. L’Algérie, est un grand
consommateur de lait: prés de 117 litres de lait par an et par habitant (Souki,2009). Par
ailleurs I’insuffisance de la production nationale conduit a une importation massive de lait en
poudre, ce qui fait de notre pays le deuxiéme plus grand importateur apres le Mexique. Le lait
représente une part de 18.4 % dans les importations alimentaires (Makhlouf et al., 2015),
cette dépense poussa 1’état & encourager la production laitiere qui est assurée par le cheptel
bovin a 80%, le reste par le lait de brebis et le lait de chévre, cependant la production laitiere

cameline est marginale (Dilmi -Bouras, 2008).

Le lait de chamelle a été depuis longtemps une principale ressource alimentaire des
nomades, consommeé cru, les populations asiatiques ou le chameau bactriane prédomine, lui
attribuent des vertus bénéfiques tels que la substitution du lait maternel pour nourrisson, la
prise de poids, augmentation de 1’appétit mais aussi des propriétés thérapeutiques appuyeées
par la recherche scientifique : prévention des maladies du foie, la tuberculose, le diabete, la
maladie de Crohn... etc.(Galali et Al-Dmoor, 2019). Des la fin des années 70, de nombreuses
études se sont focalisées sur les molécules bioactives issues des protéines alimentaires, et leur
application dans des domaines ou les enjeux de la santé sont importants. Les constituants
actifs du lait encryptés dans leurs séquences, et libérés par hydrolyse enzymatique, peuvent
servir d’agents thérapeutiques dus a leur large spectre d’action, faibles niveaux de toxiciteé,

diversité structurale et absence ou faible niveau d’accumulation dans les tissus (Marx, 2005).

Le stress oxydant fait référence au déséquilibre entre la génération des espéces oxygénées
activées EOA, qui proviennent de I’oxygeéne moléculaire non réduit au niveau de la chaine
respiratoire mitochondriale et la capacité de I’organisme a les neutraliser (Aravodis, 2005).
Les principales cibles biologiques des EOA sont : I’acide désoxyribonucléique (ADN), les
protéines et les lipides membranaires, ce qui a pour conséquence 1’endommagement de la
membrane cellulaire, le vieillissement et a I’apoptose (Haleng et al., 2007). L’organisme
vivant dispose d’un ensemble complexe de défenses antioxydantes : enzymatique comme la
superoxyde dismutase SOD et non enzymatique divisé en antioxydants endogénes comme le
glutathion et exogénes apportés essenticllement par 1’alimentation (Comhair et
Erzerum,2002).

Pour empécher la détérioration des aliments, I’industrie alimentaire fait appel aux

antioxydants synthétiques comme le butyl- hydroxyanisole (BHA) et le butylhydroxytoluéne
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(BHT), retrouvés aussi dans les cosmétiques, ils sont suspectés de provoquer des réactions
allergiques cutanées, d’étre un potentiel cancérigéne voir de rentrer en compétition avec
certaines fonctions hormonales (Desmier, 2016). Leurs effets négatifs sur la santé humaine
ont mené les chercheurs a opter pour I’utilisation d’antioxydants naturels comme les extraits
de plantes mais qui représentent une contrainte pour la matiere premiére. Divers travaux ont
été menés pour déterminer la composition chimique du lait camelin, qui est similaire a celle
du lait bovin, par ailleurs d’autres composés tels que les antioxydants n’ont fait 1’objet que
de tentatives peu nombreuses. Dans ce contexte nous nous sommes proposé de déterminer les
paramétres physico-chimiques du lait camelin collecté localement, ainsi que d’analyser in

vitro quelques propriétés biologiques des composés bioactifs.

Le présent travail porte sur deux parties essentielles. La premiére théorique est consacrée a :
- Une étude bibliographique sur le dromadaire, la composition du lait de chamelle, et les
peptides bioactifs.

La seconde pratique, dont le but est de :

- Déterminer la composition du lait collecté d’une des régions centre d’Algérie : la wilaya de
Laghouat.
- Isoler la caséine qui est la protéine majeure de lait et obtention de fractions actives par
hydrolyse.
- Evaluer I’activité antioxydante de la caséine et de ses hydrolysats, ainsi que leurs activités :

antibactérienne, antifongique, antivirale et antilithiasique.
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I.1. Classification

Le dromadaire ou chameau a une bosse (Camelus dromedarius) et le chameau bactrien ou
chameau a deux bosses (Camelus bactrianus) constituent les deux especes du genre Camelus
de la famille des camélidés qui comporte un autre genre le Lama. Les camélidés appartiennent
au sous ordre des ruminants et a la classe des mammiferes vertébrés placentaires (Mukassa -
Mugerwa, 1985).

1.2. Origine du dromadaire

L’origine de 1’espéce cameline remonte au « Protylopus », un animal de la taille du liévre,
durant la période glaciale, appelée transition Pliocene-Pleistocene, il y a 50 millions d’années
environ, le genre Cameleus migra de I’Amérique du nord, a travers le détroit de Béring, vers
I’Asie, I’Est de I’Europe et I’ Afrique (Colbert, 1935 ; cité par Kohler-rollefson, 1991).

La seule espece présente aujourd'hui en Afrique est le genre C.dromedarius qui a migré vers
les régions chaudes et arides d'Afrique du Nord et du Proche-Orient, pour se muer en animal a
une bosse, aux pattes et au cou allongé, produit final d'une adaptation compléte au milieu
hostile (Yagil, 1985 ; cité par Bourdanne, 1998) a été introduite plus tard en Australie, aux

iles Canaries, en Amerique du Nord, en Italie et dans le sud de I’Espagne (Bourdanne, 1998).
(Fig.1).

/| Camelus bactrianus
Camelus dromedarnius

] Introduced

Figure 1: Distribution et points d’introduction du chameau domestique (Wilson ,1998)
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1.3. Répartition

Dans le monde

La population totale des chameaux dans le monde est estimée a environ 35 millions de tétes
(Devaux et al., 2020). Les dromadaires qui vivent dans les régions arides du nord et du nord-
est de I’Afrique représentent 80% de cette population, dont 60% sont principalement
implantés en Somalie, Ethiopie, Soudan, Djibouti, et le Kenya. La Somalie, détient a elle
seule 7 millions de tétes (Faye, 2014).

En Algérie
L’effectif camelin est estimé a 381.882 tétes en 2017 (Gherrissi et al., 2020), il est réparti
sur 17 wilayas :
-92% du cheptel dans huit wilayas sahariennes : Ouargla, Ghardaia, EI-Oued, Tamanrasset,
Ilizi, Adrar, Tindouf et Bechar.
-8% du cheptel dans neuf wilayas steppiques : Biskra, Tebessa, Khenchela, Batna, Djelfa, El-
Bayad, Nadma, Laghouat et M'sila.
Géographiquement, on distingue trois aires de distribution dont la population cameline y est
répertoriée :
- La premiére aire de distribution, est le Sud-Est subdivisée en deux :

a- Zone centre : Ouargla, Ghardaia, Laghouat et Djelfa.

b -Zone Sud- Est proprement dite: El-oued, Biskra, M’sila, Tébessa, Batna-Khenchela.
- La deuxieme aire, est le Sud-Ouest représentée par : Bechar, Tindouf, Naama, El-

Bayadh, et le nord d’Adrar.
- L’extréme sud, représente la troisiéme aire de distribution : Tamanrasset, Illizi, le sud

d’Adrar (Ben -Aissa, 1989) (Fig. 2).
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SUD-EST
SUD-OUEST
EXTREME-SUD "

W b=

Figure 2 : Aires de distribution du dromadaire en Algérie (Ben- Aissa, 1989)

I.4. Morphologie

Le dromadaire est caractérisé par la longueur des membres et du cou et la forme cylindro
conique de I’abdomen (Ramet, 1993). Le male mesure entre 1.8 et 2 m au garrot, la bosse fait
20 cm de plus, son poids est entre 200 et 400 kg, les femelles font 10 cm en hauteur et 10

% en poids de moins que les males. L’animal a de petites oreilles, les yeux larges et saillants
les narines longues, sa lévre supérieure est devisée, poilue et sensitive tandis que la levre
inférieure est pendante, la peau est recouverte de poils courts allant du plus foncé au

blanchatre (Wilson ,1984). 1l peut perdre jusqu'a 30 % de son poids en eau.

1.5. Alimentation

La ration journaliére de 1’animal est de 8 kg de mati¢re séche (Peyre- De- Fabregues, 1989),
il se nourrit des plantes herbacées, d’arbuste, de pousse d’arbres et méme de cactées et noyaux
de datte (Ramet, 1993). Le dromadaire préfére ingérer les épineux, les halophytes. Il
consomme arbres et arbustes (40% de son alimentation), arbustes nains (45%) et les plantes
herbacées (5-10%). (FAO, 1989). L’Acacia est un exemple des plantes épineuse et parmi les
especes pastorales les plus appréciées par le dromadaire (Matharu, 1966 ; cité par Mukassa -
Mugerwa, 1985).
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1.6. Systeme d’élevage

La classification des systémes de production animale se fait généralement selon la quantité de
consommation des intrants et par le matériel génétique utilisé : systéemes extensif et moderne,
divisé en intensif et semi-intensif. Le terme “pastoralisme” fait référence aux modes de
conduite des troupeaux en dépendance des ressources herbageres naturelles qui correspond a
une exploitation extensive des péaturages naturels entrainant des déplacements d'ampleur
variable.

1.6.1.Systeme extensif:

Selon les disponibilités en eau et les ressources pastorales, Il y a deux types de mobilité du
bétail tel que le nomadisme et la transhumance.

1.6.1.1. Transhumance

C’est le déplacement saisonnier des troupeaux pour I'exploitation de ressources fourragéres et
hydrauliques temporaires dans un espace agraire dont les éleveurs ont la maitrise technique.
Les troupeaux sont conduits parfois par des bergers familiaux mais ils sont souvent confiés a
des bergers salariés (LARES, 2015).

1.6.1.2. Nomadisme

Le nomadisme est définit comme un ensemble de déplacements irréguliers anarchiques
entrepris par un groupe de pasteurs d'effectifs variables dans des directions imprévisibles.
Dans ce mouvement migratoire, les familles et les campements suivent le troupeau qui se
déplace acycliquement dans les territoires tres vastes (Ague, 1998).

1.6.1.3. Elevage sédentaire

C’est un processus d'évolution et d'adaptation des populations nomades qui réduisent
I'amplitude de leurs déplacements et incluent des pratiques agricoles dans leurs activités.

Les ressources sont situées a proximité de I'habitat fixe, les troupeaux se déplacent, souvent
sur de longues distances, mais ils reviennent chaque soir au village.

1.6.2. Systéeme moderne

Le systeme moderne a pour objectif de satisfaire la forte demande et hausse de consommation
suite a la croissance de la population.

1.6.2.1.Elevage semi intensif :

Ce type d’élevage est caractérisé par une utilisation modérée d’intrants. En saison seche,
apres avoir regu une ration le matin, le troupeau qui ne contient que des femelles laitiéres part
a la recherche de paturages a quelques kilometres a la ronde. 1l regoit 1 ‘aprés-midi de 1’eau et

une complémentation alimentaire composée de tourteau d’arachide, de riz, de blé etc... (Ould
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-Soule, 2003 ; Correa, 2006). Pendant 1’hivernage, 1’alimentation est quasi-exclusivement
basée sur les paturages naturels.

1.6.2.2.Elevage intensif

Ce systeme utilise le matériel génétique introduit, 1’achat d’aliments, 1’utilisation courante
des produits vétérinaires et le recours a la main d’ceuvre salariée (Feliachi, 2003).
L'alimentation est composée de foin, de paille et de concentré comme complément (Adamou
et al., 2005).

I.7. Races du dromadaire en Algeérie

Les Races de bat de trait et de selle qui se trouvent en Algérie sont :

-Le Chaambi: animal médialigne, muscle, il se caractérise par diverses variantes de taille et
de pelage. C’est une race fortement croisée avec du sang de dromadaire arabe, tres bon pour

le transport, moyen pour la selle. Sa répartition va du grand Erg Occidental au grand Erg
Oriental. On le retrouve aussi dans le Metlili des Chaambas.

-L'Ouled Sidi Cheikh: c'est un animal de selle. Solide, a pelage foncé mi-long, également
fortement croisé¢ avec du sang arabe. C’est un animal bien adapté aussi bien a la pierre qu’au
sable. On le trouve dans les hauts plateaux du grand Erg Occidental.

-Le Sahraoui: il est issu du croisement Chaambi et Ouled Sidi Cheikh. C'est un excellent
méhari, robuste, a pelage foncé, mi-long .Son territoire va du grand Erg Occidental au Centre
du Sahara.

-L'Ait Khebbach : de taille moyenne, robe foncée et a poil ras, ¢’est un animal de bat. On le
trouve dans l'aire Sud-Ouest.

-Le Chameau de la Steppe: c’est un dromadaire commun, petit, bréviligne. C’est un mauvais
porteur, il est utilisé pour le nomadisme rapproché. On le trouve aux limites sud de la steppe.
-Le Targui ou race des Touaregs du Nord : C’est un animal fin avec ses membres trés
musclés. La bosse est petite et rejetée en arriére. La queue est également petite et les plantes
des pieds sont fines. C’est un excellent méhari pour les patrouilles aux frontieres. Il a une robe
claire ou pie, des poils ras et une peau tres fine. Excellent méhari, animal de selle par
excellence souvent recherché au Sahara comme reproducteur. Réparti dans le Hoggar et le
Sahara Central.

-L"Aier: bon marcheur et porteur. Se trouve dans le Tassili d'Ajjer.

-Le Reguibi: trés bon meéhari. Il est réparti dans le Sahara Occidental, le Sud Orannais
(Béchar, Tindouf). Son berceau: Oum -EI -Asse (Reguibet).
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-Le Chameau de I'Aftouh : utilisé comme animal de trait et de bat. On le trouve aussi dans
la région des Reguibet. (Tindouf, Bechar) (Ben-Aissa, 1989) (Fig. 3).

Steppe m
Bechar

Tindouf w
Adrar ]
Tamanrasset j=af
Azawad A

. Oueld sidi cheikh ¢

Targui o
Chameau de steppe #
Rguibi B

Figure 3 : Distribution géographique de dromadaire en Algérie (Cherifi et al., 2017)
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11.1. Définition

Le lait camelin est un aliment complet, il contient plusieurs vitamines, minéraux et d’autres
composés bioactifs, toutefois il possede une capacité particuliéere a se conserver quelques
jours a différentes températures sans altération de sa qualité hygiénique et organoleptique
(Kaskous, 2019).

11.2. Production de lait de chamelle

La proportion de femelles allaitantes est de 1’ordre de 18 pour cent de 20 millions de tétes de
population cameline (Hjort- af- Ornas, 1988). La production mondiale de lait est estimée a
5.4 millions de tonnes dont 24 % environ sont prélevés, pour la consommation humaine
(Anonyme- 1, 2006). La production du lait camelin en Algérie est de 8100 tonnes par an
(FAO, 2006), avec une moyenne de production journaliére est de 3kg/j pour une durée de
lactation de 9 a 16 mois (Farah, 2011), ces valeurs peuvent varier selon : la nutrition, stade de
lactation, fréquence et rang de traite, conditions climatiques, de mise bas, la race et le statut
sanitaire (Siboukeur, 2007).

11.3. Caractéristiques du lait de chamelle

Le lait de chamelle est de couleur blanche mate, go(it un peu salé et d’un aspect plus

visqueux que le lait de vache, qui est de couleur jaunéatre. Ces caractéristiques et surtout le
godt du lait de chamelle différent selon 1’alimentation des animaux et la disponibilité en eau
(Farah, 1993). L’ingestion de fourrages comme la luzerne, donne un gott sucré, certaines

plantes halophytes le rendent salé (Farah et Bachmann, 1987).

11.3.1 Parameétres physiques
11.3.1.1. Densité : La densité moyenne de lait de chamelle est de 1.029 alors que celle du lait
bovin est de 1.032, celle-ci est proportionnelle a la concentration des éléments dissouts et

inversement proportionnelle a la teneur en graisse (Farah et Bachmann, 1987).

11.3.1.2. Acidité Dornic
L’acidité Dornic est de 14.83 pour la région saharienne et 15.12 pour les régions steppiques
(Alloui-Lombarkia et al., 2007) ,cependant elle peut atteindre la valeur de 22.

11.3.1.3. Le pH
Le lait de dromadaire est Iégérement acide, avec un pH variant entre 6.57 et 6.97 (Khaskheli
et al., 2005).
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11.3.2.Composition chimique

11.3.2.1.Teneur en eau

La teneur en eau du lait camelin varie entre 86 et 88%, contrairement aux autres animaux elle
atteint son maximum pendant la période de déshydratation (Kula, 2016). En effet, il a été
montré que la restriction en eau alimentaire des chamelles se traduit par une dilution du lait et
s’éleve a 91% (FAO, 2013). Cette dilution pourrait étre I’effet d’un mécanisme d’adaptation
naturelle pourvoyant en eau les chamelons durant la période de sécheresse (Yagil et Etzion,
1980 ; Faye et Mulato, 1991).

11.3.2.2. Matiere grasse
La teneur en matiére grasse du lait de chamelle est comprise entre 1.2 et 6.4% ou des teneurs
plus élevés d’acides gras a longues chaines (C14 a C22) ont été signalés avec un taux de 96%

alors que le lait de vache n’en contient que 85 % (Al- Haj et Al- Kanhal, 2010).

11.3.2.3. Le lactose

La teneur en lactose reste presque inchangée au cours des périodes et sous conditionnée de
régime hydraté ou déshydraté variant entre 3.3 et 5.8% (Konuspayeva et al., 2009).
Cependant une légeére variation est observée en fonction de la végétation dans quelques

régions désertiques (Abbas et al., 2013).

11.3.2.4.Les vitamines

Le lait de chamelle contient diverses vitamines, telles que les vitamines : C, A, E, D et celles
du groupe B (Farah et al., 1992; Haddadin et al., 2008). Le lait de chamelle est connu pour
sa teneur en vitamine C qui est trois fois plus élevée que dans le lait bovin avec une valeur de
37.4 mg/L (Farah et al., 1992).1l a été rapporté que la vitamine B3 serait 5 a 8 fois plus
élevée dans le lait camelin que dans le lait bovin avec une teneur de 4.600 mg/kg , et une
teneur en tocophérols (vitamine E) de 0.530 mg/kg (Kappeler et al., 1998) alors que celle du
lait bovin est entre 0.1 4 0.200 mg/kg (Farah et al., 1993).

11.3.2.5. La fraction azotée
La fraction azotée représente 48.5¢/L (Mehaia et Al -Kanhal, 1992), elle se divise en deux
parties : une fraction en azote non protéique représentant 5 a 10% et une fraction d’azote

protéique repartie en : lactosérum a 25% et des caséines a 75% (Siboukeur, 2007).

11.3.2.5.1. Fraction d’azote non protéique
Cette fraction est riche en urée, acides aminés libres comme I’acide glutamique, la glutamine,

I’alanine, la phénylalanine, créatine, nucléotides, des précurseurs de vitamines, de 1’acide
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urique, de la taurine (Siboukeur, 2007 ; Boudjenah, 2012), de la créatinine, de 1’acide

hippurique et de ’ammoniac (Faye et al., 2010).

11.3.2.5.2. Fraction d’azote protéique

-Le lactoserum
Le lactosérum constitue la fraction restant soluble aprés précipitation de protéine a pH acide,
il représente 0.63 & 0.8% des protéines totales du lait camelin (Khaskheli et al., 2005).

Les majeures protéines du lactosérum camelin sont :

La g lactoglobuline
Cette protéine représente 50% des protéines du lactosérum bovin mais semble absente ou
existe seulement sous forme de traces dans le lait camelin (El -Agamy, 2000). Des études ont
confirmé son absence aussi dans le lait humain (Sindayikengera et Xia, 2005; Chatterton
et al., 2006). Cette protéine globulaire est constituée d’une seule chaine de 162 acides
aminées qui interagit avec des petites molécules hydrophobes, ce qui lui confere la fonction

potentielle de transporteur moléculaire (Jameson et al., 2002).

L’a -lactalbumine

C’est une métalloprotéine qui fixe le calcium, elle constitue 20% des protéines bovines
sériques, tandis qu’elle est la protéine majoritaire du lactosérum camelin avec 2.2 g/L, le lait
humain en contient 2.45 g/L (Salami et al., 2008). Cette protéine joue également un réle
biologique au niveau de la synthese du lactose (De -Wit, 1989). Les activités biologiques
attribuées a cette protéine et ses peptides sont : inhibition de l'enzyme de conversion
d’angiotensine (ECA), activité anti-cancérigéne, activité antimicrobienne, activité opioide,
activité antistress, amélioration des capacités cognitives et amélioration du sommeil
(Chatterton et al., 2006).

L’albumine de sérum bovin (BSA)

La BSA est une protéine formée d'une seule chaine polypeptidique de 580 acides aminés
stabilisée par 17 ponts disulfures. Elle est riche en groupes glutamylcystéine dans sa
séquence, et représente 7% des protéines du lactosérum bovin (Zimecki et Kruzel, 2007). Sa
concentration moyenne est de 8.5mg /L dans le lait camelin (El —Hatmi et al., 2006). Elle
joue un r6le de transporteur d'ions et métaux (Jouan, 2002). La BSA posséde aussi des
propriétés antioxydantes et immunostimulantes et joue un réle important dans le systéme de

synthese et d'activation du glutathion (Bounous, 2000).
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La lactoferrine (Lf)

Constituée d’une chaine comprenant 689 résidus aminoacides, sa concentration dans le lait
camelin est de 220 mg/L (Kappeler et al., 1999) contre 0.1g/L dans le lait bovin (Zimecki

et Kruzel, 2007). Fixant le fer, cette protéine a des propriétés antibactériennes, antifongiques,
antiparasitaires, anti-cancérigenes, immunorégulatrices et anti-inflammatoires. Elle possede
également des propriétés antivirales (VHC, human cytomegalovirus, papilloma virus) (Sun et
Jenssen, 2012).

Les immunoglobulines (Ig s)

Appelés aussi les protéines anticorps, les immunoglobulines sont des glycoprotéines qui
représentent 75 a 80 % des anticorps circulants, leur proportion dans le lactosérum est de
10%. lls sont divisées en 5 classes, on retrouve dans le lait bovin 4 nommeées : les Ig G, Ig A,
Ig M et les Ig E, avec une prédominance des Ig G dans le colostrum camelin, en particulier les
sous classes Ig G2 + Ig G3, qui atteignent, a 1h postpartum une concentration 100.6 mg/mL
(El- Hatmi et al., 2006). Les Ig G possédent une activité antivirale élevée notamment contre
les rotavirus (ElI -Agamy et al, 1992). Le lactosérum camelin contient d’autres éléments
comme la lactoperoxydase, enzyme d’oxydo-réduction (Tayefi-Nasrabadi et al., 2011) , mais
aussi des lysozymes qui posseédent une activité antibactérienne et des peptidoglycan
recognition proteins (PGRPS) connues pour leur activité anticancéreuse, du sein notamment
(Gul et al., 2015).

-Les caséines

Constituée de quatre fractions : as/-, as2-, -, et k, les caséines sont les principales protéines
dans le lait de chamelle, représentant environ 52 a 87 % des protéines totales (Al-Haj et Al-
Kanhal, 2010). La caséine 3 cameline est la principale fraction caséinique (65%) suivie de la
caséine aS1 (22%), contrairement au lait bovin ou ces deux fractions sont presque similaires
(37 et 30 % respectivement). La caséine k représente seulement 3.47% de la caséine cameline
totale (Kappeler et al., 2003) contre 13% dans le lait bovin (Al- Haj et Al- Kanhal, 2010).
Les caséines sont structurés en sphéres volumineuses appelées micelles, la surface granuleuse
est due a la présence de submicelle (Fig. 4). Les micelles ont un diameétre compris entre 160 et
300 nm (Farah et Riiegg ,1989) leur constitution est de 90 % de caséines, plus précisément la
[ caséine et la asl qui forment un cceur hydrophobe au centre, les caséines as2 et k plus
hydrophiles, a la superficie s’y ajoutent les phosphates de calcium qui forment un gel flexible

attachant les unités de caséine (Fig. 5). Les principales unités de la caséine sont :
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La caseine- as 1

La caséine asl du lait bovin est une protéine constituée de 199 acides aminés, sans résidus de
cystéine avec un poids moléculaire de 23 kDa, son point isoélectrique est de 4.7. Les sept
résidus phosphorylés sont regroupés dans la région 43-80 (Cayot et al ., 1998).La caséine

as1 de lait camelin est constituée de 215 acides aminée avec un pH i de 4.4 et représente une
similitude de 39% avec celle du lait de vache avec un poids moléculaire de 25.77 kDa
(Kappeler et al., 1998).

Figure 4 : Micrographie électronique d’une micelle des caséines bovines réalisée par
microscope électronique a balayage a émission de champ. Barre d’échelle = 200 nm
(Dalgleish et al., 2004)

Caséines ast + as1

Figure 5 : Modeéle de structure de la micelle de caséine développé par Holt, (1992)
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La caséine -as2, as3, as4, as 6

La différence entre ces caséines réside dans le nombre de résidus phosphoryleés, ils sont
constitues de 207 acides aminés, et une masse moléculaire de 25 kDa, avec un point
isoélectrique de 4.58 dans le lait bovin. Le lait camelin contient 2.6g/L de caséine -as2, son
poids moléculaire est de 21.26 kDa, elle représente une similitude de 56% avec celle du lait
de vache.

La caseine -

La caséine P bovine est une protéine de 24 kDa, constituée de 209 acides aminés, son point
isoélectrique est de 4.76, celle du lait camelin en contient 217 acides aminés et a une
similitude de 64% (Kappeler et al., 1998).

La caseine — x

C’est une protéine de 169 acides aminés, et de poids moléculaire de 18.97 kDa, glycosylée
sur les résidus méthionine 131, 133,135 et 138, dans le lait bovin, elle joue un rdle
primordiale dans la coagulation (Jolles et al., 1962 ; Mercier et al. 1973).Tandis que la
caséine x cameline a un poids moléculaire de 22 ,29 kDa et représente une similitude de 56%

avec celle du lait de vache (Kappeler et al., 1998).

11.3.2.6. Teneur en minéraux

Le lait camelin est une source riche en minéraux notamment Na, K, Ca, P, Mg, Fe, Zn, Cu.
avec une teneur variant entre 0.6 a 1% (Konuspayeva et al., 2009 ), les valeurs moyennes
sont 59 mg pour le sodium, 156 mg pour le potassium, 114 mg pour le calcium, 10.5mg pour
le magnésium, 0.29 mg pour le fer, 0.53mg pour le zinc, et 0.05mg/100g pour le manganése
(Abbas et al., 2013).

11.4. Caractéristiques thérapeutiques du lait de chamelle

Consommeé cru, le lait camelin est prescrit comme reméde dans de nombreuses maladies
humaines. 1l est utile dans les troubles gastriques et intestinaux, diabete type 1, et allergie
alimentaire. En outre, le lait de chamelle a été utilisé pour réduire le taux de cholestérol dans
le sang, pour éviter la maladie du psoriasis, guérir I'inflammation dans le corps, pour aider les
patients atteints de tuberculose, en contribuant a renforcer le systéme immunitaire humain,

réduire la croissance de cellules cancéreuses et guérir I'autisme (Kaskous, 2016).
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1.4 .1. Propriétés antimicrobiennes

11.4.1.1.Activité antibactérienne

Le lait de chamelle inhibe a la fois les bactéries Gram positif et bactéries Gram négatif, y
compris Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus. (EI- Agamy,
1992 ; Kumar et al. ,2016 a; b). La lactoferrine cameline est un agent bactériostatique et
bactéricide, qui en se liant au fer, inhibe la croissance de Salmonella typhimurium (EI —
Agamy et al., 1992 ; Ochoa et Cleary, 2009).

11.4.1.2. Activité antivirale

L activité antiviral de la lactoferrine est bien connue, cette protéine isolée par El -Rashdi et
Thball, (2007) du lait camelin a montré son efficacité contre le virus de 1’hépatite C, une autre
étude menée par Yagil, (2013) attribuerait cette activité notamment contre les rotavirus aux

anticorps qui protégeraient les enfants de moins de 5 ans des diarrhées aiguies.

11.4.2.Prévention de la maladie du diabéte

Le lait de chamelle contient des concentrations plus élevées d'insuline et de ces analogues
(IGF-1) par rapport au lait de vache (Hamad et al., 2011; Mullaicharam, 2014). L’effet des
immunoglobulines de petite taille sur les cellules B, et I’absence de la coagulation dans
I’estomac contribuerait a I’action hypoglycémiante chez les malades atteints de diabetes
typel (Agrawal et al., 2007).

11.4.3. Effet anti cholestérol

Le mécanisme de I'hypocholestérolémie du lait camelin n'est toujours pas clair, mais
différentes hypothéses ont été proposées, comprenant: l'interaction entre les peptides bioactifs
dérivés de protéines de lait de chamelle et de cholestérol, qui entraineraient une réduction de
celui-ci (Li, 1998) et la présence de l'acide orotique dans le lait de chamelle qui serait
responsable d’abaissement du taux de cholestérol chez les sujets traités par supplément de

peptides camelins (Buonopane et al. , 1992) et chez les rats (Rao0,1981).

11.4.4. Activité anti cancéreuse

Selon une étude de Korashy et al., (2012) , le lait de chamelle aurait inhibé de maniere
significative la prolifération des cellules HepG2 (hépatome humain) et MCF7 (sein humain)
Par l'induction des récepteurs et les mécanismes a médiation par le stress oxydatif. Le
potentiel de la lactoferrine de lait de chamelle réside dans la capacité d’inhiber la prolifération
de la lignée cellulaire du cancer du c6lon, HCT-116 in vitro et les dommages a I'ADN (Habib
etal., 2013).
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11.4.5. Traitement de la tuberculose

La tuberculose est une maladie infectieuse causée par la bactérie Mycobacterium
tuberculosis, responsable de fievre, toux et expectorations. Mal et al.,(2006) ont traité des
malades par un supplément de lait camelin et ont révélé une augmentation de concentration de
zinc de 20.38 & 44.97% chez les patients traités, alors que la concentration de fer, elle passe de
1492 a 20.92% contre 6.94-10.79% et 6.98-9.29% chez les patients non traités
respectivement, avec diminution de fiévre, essoufflement, toux et gain de poids apres

traitement.

11.4.6.Traitement de la maladie de Crohn

La maladie de Crohn est une maladie qui provoque une inflammation du systéme digestif.

Il a été prouvé que I’infection par les Mycobacterium avium SPP: paratuberculose (MAP)
conduit a une réponse auto-immune secondaire, ouvrant la voie pour la maladie de Crohn,
cependant le lait de chamelle a été identifié comme efficace dans la récupération des maladies
auto-immunes en raison de ces propriétés bactéricides combinées avec les PGRPs
(Alluwaimi, 2007).

11.4.7. Effet anti allergique

Le lait de chamelle est une excellente alternative au lait de vache, car il est mieux digéré par
I'organisme humain, due a l'absence de la B-lactoglobuline : un allergéne puissant impliqué
dans 82 % des cas d'allergies au lait chez les jeunes enfants (Makinen-Kijunen et Palosne,
1992).
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111.1. Définition

Les protéines ne sont pas seulement une source d’apport d’azote et d’acides aminés essentiels
a ’organisme, ils libérent aussi des peptides bioactifs issus de dégradation enzymatique. Les
peptides bioactifs sont des séquences protéiques de deux a vingt acides amineés, inactives au
sein des molécules précurseurs (Mohanty et al., 2016).Ces fragments sont bénéfiques pour
divers systemes physiologiques de l'organisme, tels que les systemes cardiovasculaire,
digestif, immunitaire et nerveux, influencant ainsi positivement la santé. Leurs effets peuvent
étre classés comme antimicrobiens, anti-oxydatifs, anti-thrombotiques, antihypertenseurs, et
immunomodulateurs (Korhonen et Pihlanto, 2003) (Fig. 6). De plus, les peptides bioactifs
jouent un réle dans le métabolisme et la synthése des protéines et ont donc un effet sur le

systeme musculo-squelettique (Willoughby, 2013).

Peptides anti hypertensifs |

—.Iﬁyst&m& circulatoir

Peptides antithrombotiques |

—Dlﬁ].nst&m& nerveux l—b| Peptides opicides |

Peptides immunomodulateurs |

—.I Systeme immunitaire

Peptides antimicrobiens |

| Feptides bioactifs | Regulateurs et inhibiteurs
d'enzymes

—bl Tractus gastro intestinal Celiac

Vecerus de transport
d'oligoelement

Peptides sensoreiels |

—.| Proprietes fonctionnels Peptides antioxydants |

Peptides surface active |

Figure 6 : Diverses fonctions des peptides bioactifs issus des protéines du lait (Dziuba, 2014)
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I11.1.1. Les peptides opiacés

Ils font référence a I’endorphine, d’ou leur appellation les exorphines comme les [-
casomorphines qui correspondent aux séquences 60-66 de la caséine 3 bovine et 51-57 pour la
caséine B humaine et sa séquence homologue existant aussi chez le lait de chamelle, son
activité est similaire a la morphine et exerce son action sur la motricité, échanges intestinaux,

effets analgésiques, modulation de diverses hormones.

111.1.2. Les peptides anti-thrombotiques

Ces peptides correspondent a I’extrémité C-terminale 106-169 de la caséine k, ils sont
capables d'inhiber I'agrégation plaquettaire et de se lier sur des récepteurs spécifiques situés a
la surface des plaquettes comme le caséino-glycomacropeptide dont les séquences de type
Arg-Gly-Asp-X permettent de retrouver les similitudes avec la lactoferrine humaine

(séquence 39-42).

111.1.3.Les peptides vecteurs de transport d'oligoéléments

Ces vecteurs sequestrent les minéraux, comme les phosphopeptides qui jouent un rdle
fonctionnel en limitant la précipitation de phosphate de calcium, insoluble a son site
d'absorption intestinal (duodénum). Il s’agit des caséines asl (recouvrant la séquence 43-79)
et B (recouvrant la séquence 1-25). Ces phosphopeptides ont méme des propriétés anti-

cariogéniques (Leonil, 2000).

I11.1.4.Les peptides anti -hypertensifs

L’enzyme de conversion de l'angiotensine (ECA) qui intervient dans la régulation
physiologique de la tension artérielle, appartient a la classe de protéases catalysées par le zinc
et le chlore générant 1’angiotensine vasoconstrictrice, libérant ainsi 1’aldostérone qui
augmente la concentration en sodium et la pression sanguine. La structures des peptides anti
hypertensifs a été identifiée suite a une digestion gastro-intestinale in vitro d’un précurseur
comme la caséine (Karaki et al., 1990; Yamamoto et al., 1994). Ces inhibiteurs entrent en
compétition avec le substrat car ils contiennent des résidus hydrophobes comme la proline,
phénylalanine et la tyrosine a trois positions du C terminal. (Cheung et al., 1980). Contreras
et al, (2011) ont utilisé la pepsine pour hydrolyser la caséine, en trois ségquences peptidiques
dérivés de la as 1-caséine et as 2-caseine et les ont caractérisés comme inhibiteurs de ’'ECA

antihypertensifs.
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111.1.5.Les Peptides immunomodulants

Ces peptides sont capables de stimuler la prolifération des lymphocytes, la phagocytose des
macrophages et la production de cytokines comme les peptides issus de La B-lactoglobuline,
I’a-lactalbumine, et la lactoferrine qui peuvent moduler plus ou moins fortement la réponse
immune spécifique (Jacquot, 2007). Huang et al., (2010) ont démontré que 1’hydrolyse du
lactosérum par différentes enzymes (pepsine, alcalase, neutrase), pouvait stimuler ou inhiber
la sécrétion de certaines cytokines, notamment I’IL-12 et/ou le TNF-a chez les splénocytes
murins ou des macrophages. Deux peptides présents dans la séquence primaire de l'a-
Lactalbumine (f 50-51 et f 18-20) ont été identifiés comme possédant un potentiel
immunostimulant sur la prolifération de lymphocytes sanguins humains (Kayser et Miesel,
1996).

111.1.6 .Les peptides antioxydants

Ces peptides constitués essentiellement d’acides aminés hydrophobes, comme Pro, Tyr, Trp
empéchent la peroxydation des acides gras essentiels. Les hydrolysats de caseine de chevre
présentent une puissante activité de piégeage des anions superoxyde (O, ) (Ahmed et al.,
2015). Les caseinophosphopeptides notamment les peptides riches en phosphosérines
présentent un potentiel antioxydant plus élevé (Cervato et al., 1999). Par contre les protéines
du lactosérum sont moins douées d’activité antioxydante comparées aux caséines, cette

activité est attribuée aux groupements thiols de la B-lactoglobuline (Clausen et al., 2009).

111.2. Production des peptides bioactifs

En application industrielle, les aliments contenant des protéines précurseurs de peptides
bioactifs sont produits soit par fermentation ou 1’on emploi les souches comme Bacillus spp,
Bifidobacterium et méme Streptococcus thermophilus 4F44 (247 peptides identifiés, dont 143
dérivés de la B-caséine) (Chang et al., 2014 a). La synthese chimique aussi est une
alternative a produire des peptides bioactifs, une série de peptides contenant His notamment
Pro-His-His a montré son efficacité a inhiber la peroxydation des lipides (Nguyen et al.,
2009).La troisieme voie enzymatique par 1’ hydrolyse digestive avec l'implication de
d’enzymes protéolytiques et enzymes d'origine microbiologique (Korhonen et Pihlanto,
2003). Les fonctionnalités requises des peptides bioactifs dépendent de la source des
protéines, du pretraitement du substrat protéique, du type de protéases utilisées et des
conditions d'hydrolyse appliquées. Les enzymes digestives et les combinaisons de diverses

protéinases, y compris l'alcalase, la chymotrypsine, la pancréatine et la thermolysine.
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La pepsine et la trypsine sont couramment utilisées pour produire des peptides inhibiteurs de
I'ECA, a savoir : I’a-lactorphine (o-La f (50-53)), la B-lactorphine (B-Lg f (102-105)), la
B-lactotensine (B-Lg f(146-149)) et albutensine A (BSA f (208-216) (FitzGerald et
Meisel.,1999). Divers chercheurs ont élucidé les séquences des peptides dérivés de la caséine

bovine et leurs fonctions (Tab 1).

111.3. Les peptides bioactifs a I’échelle industrielle

Peu d’ingrédient contenant les peptides bioactifs sont commercialisés, on retrouve surtout les
peptides dérivés de caséines incorporés dans les ingrédients pour récupération musculaire
(PeptoPro de DSM Food Specialties, Pays- Bas) , des phosphopeptides pour absorption des
minéraux (Capolac Arla Foods Ingredients, Suede) ou méme des capsules contenant des
fragments de asl-caseéine f (91-100) commercialisées sous le nom de PRODIET
F200/Lactium, France, pour réduire le stress (Korhonen et Pihlanto ,2003). Pour faire face
a des défis d’application technologique (cout élevé de production, faible solubilité, stabilité et
réduction de temps de demi vie) (Agyei et Danquah , 2011),des processus combinant champ
électrique et procédés membranaires sont utilisés exemple : la méthode de précipitation des
phosphopeptides de la caséine, diafiltration et échange d'anions a pu générer un rendement de
20% (p / p) de produire 40 kg de phosphopeptides de caséine (Ellegard et al., 1999).

I11.4. Les peptides bioactifs du lait camelin

Le premier peptide bioactif isolé de la caséine cameline identifié par Shuangquan et al.
(2008), est le fragment f (99- 107) de la caséine x, de séquence AIPPKKNQD généré par
Lactobacillus helveticus doué d’activité anti ECA, d’autre part, Homayouni-Tabrizi et al.
(2016) ont pu isoler deux fragments nommés (KQ-15) et (NV-13); le fragment 170-184
correspondant a la séquence KVLPVPQQMVPYPRQ de la p -CN et le fragment 138-149
séquencé NEDNHPGALGEPV de la caséine aS1-, capables d’augmente I'expression du géne
SOD1 et qui ont un réle antioxydant. Des homologues de casecidin 15 et 17 issus de lait
bovin (Tab 1) a noter f(193-204) dont la séquence est PFQEPVPDPVRG, f(193-213)
PFQEPVPDPVRGLHPVPQPLYV, issus de la B caséine cameline ont été identifiés et ont
inhibé la croissance bactérienne des souches Staphylococcus aureus CNRZ 3, Listeriainnocua
ATCC33090 et Escherichia coli ATCC25922 par Almi-Sebbane et al.,(2018). Cependant le
séquencage des peptides bioactifs issus du lactoserum camelin aprés I’hydrolyse n’a pas fait
I’objet d’étude excepté pour des peptides antimicrobiens de poids moléculaire de 414.05 et
452.06 Da genéré par la papaine (Abdel -Hamid et al., 2016).
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Tableau I : Quelques peptides présents sur la structure primaire des caséines bovines et leurs

activités
Protéine Fragment Séquence Nom Fonction Reference
précurseur peptidique
Caséine asl 23-27 FFVAP a-casokinin-5 Inhibition
d’ECA
28-34 FPEVFGK a-casokinin-7 Maruyama
Inhibition et al., 1987
d’ECA
158-162 YVPFP asl-Casomorphin Agoniste
Vassou et
opioides al., 2008
Caséine as2 189-197 AMKPWIQPK - Antihypertens- | Yamamoto.,
eur etal .,1994
Inhibition Srinivas et
94-103 QKALNEINQF - $ECA Prakash
2010
60-70 YPFPGPIPN B-casomorphin-11 Immuno-- Meisel., et
Frister
modulateur ’
- inin- 1
177-183 AVPYPQR B-casokinin-7 (1989)
- Inhibition
193207 | YQEPVLGPVRGP |  Casecidinis $ECA | Maruyama
etal .,1985
FPll Casecidin 17
Caseine 193-209 Antimicrobien | Birkemo et
YQEPVLGPVRGP al..2009
FPIIV
Caséine k 106-116 MAIPPKKNQDK Casoplatelin Anti Jollés et
thrombotique | Caen (1991)
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I11.5. Catalyse enzymatique par la pepsine

I11.5.1. La pepsine et son zymogene

La pepsine est une endopeptidase de poids moléculaire de 35 000 Da, constituée d’une chaine
de 327 acide aminés (Fig. 7 ), et participant a la digestion des protéines alimentaires au
niveau de I’estomac, elle se forme sous l'influence de I'acide chlorhydrique a partir d'un
précurseur : zymogene ou pro enzyme inactive, appelé pepsinogene qui est synthétisé au
niveau de la muqueuse gastrique , et qui appartient a la classe des protéases aspartiques, de
masse moléculaire de 42.000 Da (Banga-Mboko et al., 2002). Le pepsinogene est activé en
pepsine par la perte de plusieurs acides aminés basiques (lysine, histidine, arginine), mis en
action par la sécrétion d’HCI par la cellule pariétale. L’acétylcholine qui se fixe sur les
récepteurs muscariniques de cette cellule est induit par le second messager IP3, une
augmentation de calcium intracellulaire conduit ensuite a I’activation des protéines kinases et
a la sécrétion d° H* (Bocquet, 2006).Le pH optimum d’action de la pepsine se situe entre 1.8
et4.4.

111.5.2.Clivage

Le clivage de la pepsine se fait sur la position P1, P1° (Fig. 8) de préférence au niveau du C
terminal des acides aminés aromatiques : Tyr et Phe, ou bien hydrophobes tel que Leu, Ala,
GlIn et Glu. A pH > 2, le clivage se fait surtout au niveau de Phe, Leu et Tyr sur ces deux
postions mais sera réduit a zéro par la présence de Pro, Lys et His en position P3, Arg en
position P1°, de méme pour Pro en position P2 et P2’ (mais favorable pour Pro en position
P4 et P3). Le clivage est plus spécifique a pH 1,3. Il se fait surtout pour Phe et Leu en position
P1 avec un clivage négligeable pour tous les autres acides aminés dans cette position
(Anonyme -2,2020).
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Figure 7 : Séquence compléte d’acides aminés de la pepsine porcine (Sepulveda et al., 1975)
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Figure 8 : Présentation schématique du clivage entre les positions P1 et P1° aprés formation

du complexe enzyme —substrat en 08 sites de liaison (Anonyme -2,2020)

27



Partie expérimentale



Chapitre |

Matériel et méthodes



Partie expérimentale Chapitre | : Matériel et méthodes

I. Matériel et méthodes

I.1. Provenance du lait utilisé

Le lait de chamelle analysé provient de de la race Sahraoui, dans la région de Laghouat.
Collecté au mois d’Avril, les échantillons sont embouteillés, transportés dans une glaciere

puis conservés au congélateur aprés mesure de pH et d’acidité a ’arrivée.

1.2. Analyses physico-chimiques
1.2.1. Le pH
La mesure du pH est faite par émersion de 1’électrode du pH metre prealablement calibré avec

deux solutions tampon a pH différents, dans 1’échantillon a 20 C°.

1.2.2. La densité
La mesure de densité s’effectue par introduction du lacto-densimeétre dans une éprouvette
contenant 1’échantillon a analyser a 20 C°, lorsque celui-ci se stabilise , la lecture est effectuée

directement.

1.2.3. Indice de réfraction

La déviation que subit une onde lorsqu’elle change de vitesse entre deux milieux est dite
réfraction. La mesure de I’indice de réfraction, est faite par un refractometre digital a une
température de 20°C.

1.2.4. L’acidité titrée (acidité Dornic)

L’acidité Dornic est le nombre de millilitres d'une solution alcaline nécessaire pour
neutraliser I'acidité de 100 mL de lait. Elle est déterminé par titrage en placant 10 mL de lait
dans un bécher de 100 mL en présence de 0.1 mL de phénolphtaléine comme indicateur
coloré, remplir la burette de la solution de NaOH 0.1 N et titrer jusqu’a apparition d'une

couleur rose persistante (Norme Francaise 04-206 Janvier 1969).

1.3 .Analyses biochimiques
1.3.1 Matiere seche
On utilise 1’étuve pour la dessiccation ou 2 g de produit sont mis dans des capsules , introduits
dans 1’étuve a 102-103 C° pendant 15 heures, puis refroidis au dessiccateur et pesés .La
matiére séche exprimée en pourcentage de masse est donnée par la formule :

MS (%) =M1/M, x 100
M; : Masse du résidu aprés dessiccation

M, : Masse de la prise d’essai (Q)

30



Partie expérimentale Chapitre | : Matériel et méthodes

1.3.2. Teneur en eau

Elle est obtenue par déduction de la teneur en matiere seche de la prise d’essai.

1.3.3. Teneur en cendres

La matiére seche du lait est incinérée dans un four a moufles a 530 C° pendant 4 h, puis pesée
(AFNOR, 1980).

1.3.4. Teneur en matiére grasse

La teneur en matiére grasse est basée sur la méthode acido-butyrométrique (Norme ISO 488 :
1983) par dissolution des protéines du lait par 1’acide sulfurique concentré, la matiére grasse
est séparée en présence de 1’alcool isomylique, par centrifugation a 65-70°C dans un
butyrométre de Gerber. On effectue directement la lecture de taux de matiére grasse dans la

branche graduée du butyrometre. (g/100 mL de lait).

1.3.5. Teneur en lactose

La méthode la plus utilisée est celle de Bertrand, aprés défécation de 20 mL de lait a
I'hexacyanoferrate (II) de potassium et d’acétate de zinc, récupérer 10 mL de filtrat et rajouter
10 mL d’eau distillée, mélanger & une solution cuivrique puis a une solution tartro alcaline.
Bouillir et refroidir, laisser le précipité se former. Apres lavage avec 20 mL d’eau, l'oxyde
cuivreux forme est dissout dans 20 mL d’une solution de sulfate ferrique. Le sulfate ferreux

formé est dosé par manganimeétrie (Norme NF V 04-213 de janvier 1971) (Annexe 1).

1.3.6.Matiere azotée totale

La détermination de la teneur en matiere azotée totale est basée sur la méthode de Kjeldahl
(Norme ISO 8968 — 1 : 2001). En partant du principe que la protéine végétale ou animale
contiendrait en moyenne 16% d’azote. L’azote organique est d’abord minéralisé par
oxydation puis distillé pour former ’ammoniac qui sera piégé dans I’acide borique et enfin
titré avec I’acide sulfurique.

Mode opératoire

Prendre 1 mL de I’échantillon dans un matras , ajouter 15 mL d’acide sulfurique, en présence
d’un catalyseur et des pastilles en verre , les placer dans le bloc de minéralisation , chauffer a
350 C° pendant 4h. L’azote organique est réduit en azote minéral, apres refroidissement des
matras, les placer dans le distillateur, qui en présence de Na OH 40%, permet le dégagement
de I’ammoniaque, noter la couleur bleu, la vapeur est condensée et récupérée a la sortie du
réfrigérant dans 10 mL de I’acide borique pour former du borate d’ammonium puis titrer le

distillat par pH-métrie avec de I’acide sulfurique 0.1 N.
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La teneur en matiere azotée est calculée selon la formule :
MAT%-=Vx 6.25 x 0.14/ PE

Oou

MAT : Matiere azotée totale

V : Volume de I’acide sulfurique versé (mL)
PE : Prise d’essai (Q)

1.3.7. Teneur en protéines sériques et caséines

Le principe repose sur la combinaison d’une réaction au biuret et une réaction au réactif de
Folin-Ciocalteu. Ce dernier, a base de phosphomolybdate et de phosphotungstate, réagit avec
la tyrosine, le tryptophane et la cystéine, pour donner une coloration bleue foncée, qui s'ajoute
a celle, résultant de la réaction du cuivre avec les liaisons peptidiques (Lowry et al ., 1951).
Mode opératoire

Le dosage des protéines sériques est réalisé par écrémage du lait a 3500xg pendant 20 min
suivi par précipitation des caséines a pH 4.3, le dosage du lactosérum s’effectue sur ImL de
surnageant dilué puis ajouter 5 mL de la solution C, aprés 10 min ajouter 0.5 mL de la
solution (0.5 mL Folin et 7.5 mL eau distillée), laisser incuber 30 min a 1’obscurité puis lire
les absorbances & 750 nm.et en se référant a la courbe d’étalonnage réalisée avec de la BSA
(Annexe 2, Fig.01).

1.3.8. Dosage des caroténoides

Le dosage des caroténoides est basé sur la méthode de Jackson et al., 1998 avec
modification

Mode opératoire

Le lait est saponifié par introduction de 4 mL d’échantillon dans un tube bouché a vis, on
ajoute 3 mL de solution KOH (50/50 p/v) et 5 mL d’éthanol 95%. Homogénéiser pendant 10
minutes, chauffer dans un bain marie a 45°C pendant 45 min. transvaser dans une ampoule a
décanter, puis ajouter 1.5 ml d’hexane .L’extraction est répétée deux fois , la phase organique
lavée avec 2.5 mL d’acide acétique 5% puis vortexée pendant 30 secondes, la phase
supérieure est évaporée dans un rotavapeur puis récupérée dans de 1’éthanol. Cette phase est
utilisée pour le dosage des caroténoides, par spectrophotométrie a 450 nm, en se référant a la

courbe d’étalonnage utilisant le B-caroténe (Annexe 02, Fig.02).
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1.3.9. Dosage de la vitamine C
Pour le dosage de la vitamine C, on utilise le 2,6 di-chloro-phénol-indophénol (2,6-DIPh) qui

oxyde I’acide ascorbique et colore en rose la solution en milieu acide (Fig. 9).
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H—C—OH H —C—OH
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acide)

Figure 9 : Mécanisme d’action de I’oxydation de la vitamine C par le 2,6 di-chloro-phénol-
indophénol (2,6-DIPh) (Rao et al., 1987).

Mode opératoire

La méthode utilisée est décrite par Vladesco et Prahoveanu, (1939) qui consiste a mélanger
50 mL de lait avec 4 mL de solution saturée de chlorure-de sodium. Le mélange est bien
homogénéisé et filtré, aprés 30 minutes de repos a travers un papier filtre. Prendre 25 mL du
filtrat dans un bécher en agitant continuellement, titrer avec une solution de 0.268g de 2-6 di-
chloro-phénol-indophenol et 0.1 g de carbonate de sodium dans de ’eau distillée gsp 1L,
jusgu'a ce que le liquide arrive a une nuance rose qui persiste pendant 30 secondes.

La teneur en vitamine c est calculée selon 1’équation
C2: C1X Vl x 1000
\Z

Ou

C, : Teneur en vitamine C dans le lait en g/L

Ci : Teneur en de2-6dichlorphénolindophenol en g/L
V1 : Chute de la solution du 2,6-DIPh en mL

V5 : Volume de la solution a titrer en mL
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I.4. Méthodes d’analyse

1.4.1.Separation de la caséine et du lactosérum

Mode opératoire :

La caséine a été séparée par écrémage du lait, a 3500 x g pendant 20 min a 4°C deux fois,
puis centrifugée a 5000 x g ,4°C pendant 15 min apres précipitation avec HCl 4 N a pH4.3.
Son pH est ajusté a 7 avec NaOH 1N aprés étre diluée dans un volume équivalent d’eau
distillée et centrifugée a 5000 x g ,4°C, précipitée a pH 4.3 et suspendue dans I’eau puis son
pH est ajusté a 7 avec du NaOH, congelée et lyophilisée et enfin conservée a - 20°C.
(Wangoh et al., 1998).

1.4.2. Obtention d’hydrolysats pepsiques
Afin d’obtenir des fractions peptidiques douées d’activité biologique, la pepsine est employée
comme enzyme simulant une digestion enzymatique. Selon la méthode de Parrot et al.,
(2003), le pH de caséine de concentration de 20 mg/mL est ajusté a 2 par HCI 1N, on ajoute
une solution de pepsine a concentration initiale de 1g/L dans 0.01M HCI avec un rapport
enzyme/ substrat 1 :200 (p/p) ,on homogénéise en agitant puis on laisse au bain marie a 37°C
et on préléve des aliquotes a 15,30, 45,60,90,120,150 et 180 min d’incubation. On arréte la
réaction en chauffant & 85°C pendant 5 min. Les aliquotes sont congelés apres versement en
fines couches dans des coupelles et lyophilisés pour des dosages ultérieurs.
1.4.3.Electrophorese sur gel de polyacrylamide en présence de SDS
La méthode de Laemmeli (1970) est utilisée pour séparer les protéines selon leur poids
moléculaire, en condition dénaturante, le SDS : sodium dodécyl sulfate ( C12H25SOs4), est un
détergent anionique qui englobe la protéine de charge négative, le p mercaptoethanol rompt
les ponts di sulfure, le gel de concentration (stacking gel, 3 a 5%) est coulé en haut du gel de
séparation (résolution, 6-15% polyacrylamide).La séparation se fait par migration vers
I’anode aprés application d’un champ électrique. T et C sont des indices de structure de gel
définie par leur porositeé :

T=(a+b) /V et C=b/ (a+h)
Ou :
a : Masse de I’acrylamide (g)
b : Masse du bisacryamide (g)
V : Volume du tampon en mL
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Mode opératoire

Deux gels a différentes concentrations d’acryleamide et de bisacrylamide, un gel de
séparation 17% a pH 8.8 et un gel de concentration 4.8% a pH 6.8 sont prépares (Tab I1). Le
gel de séparation est coulé en premier entre une plague en verre et une plaque d’alumine,
espacé par un shorter on laisse 1.5 cm de moins a partir du sommet puis on coule le gel de
concentration, mettre le peigne puis on laisse gélifier. Les puits sont obtenus aprés retrait du
peigne, les protéines dissoutes dans 800 pL de tampon de I’échantillon (500 pL de tampon du
gel de concentration, de I’cau distillé et du SDS a 10% a volume égale soit 250uL et 50 pL du
2-mercaptoéthanol), sont chauffées a 95°C pendant 5 min, on ajoute 200uL de glycérol a 50%
et un grain de bleu de bromophenol. On dépose 10 a 20uL dans chaque puits, la cuve est
remplie de tampon d’électrode a pH 8.3 constitué de 1.2 g de Tris HCI, 5.76g de glycine, 0.2
g de SDS et 200 mL d‘eau distillée. Le générateur de courant marque 25mA et 20V pendant
1h (Annexe 3, Fig.03). La fixation se fait au TCA 10% puis coloration par une solution de
bleu de Coomassie et enfin décoloration par des solutions appropriées (Annexe 3, Fig. 03).

Tableau Il : Composition de gels SDS- PAGE

Solution de séparation Solution de concentration
T=17% C=2.7% T=4.8% C=2.7%
Tris HCI pH 6.8 2.51 mL -
Tris HCI pH 8.8 - 1.25 mL
Acrylamide 36% (p/V)
Bisacrylamide 1% (p/V) 4.6 mL 0.65 mL
Eau desionisée 2.73 mL 2.9 mL
Dégazer 2min
TEMED 13 L 50 pL
SDS 100 pL 10 pL
Persulfate d’ammonium 75 uL 05 pL
(10%)
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1.44. Analyse par RP-HPLC (Reversed -phase high performance liquid
chromatography)

Cette méthode présente I’avantage de réduire le temps d’analyse avec une grande résolution.
La phase stationnaire est une solution de force ionique faible, 1’élution des protéines est
obtenue en augmentant 1’hydrophobicit¢ de la phase mobile. La caséine cameline a été
purifiée par RP-HPLC a I’hopital universitaire Sapienza, Rome selon la procedure de
Jeyaragavan (2001) avec quelques modifications. La séparation a été conduite sur un
équipement Waters Binary équipé d’une colonne de 5 pm, 10* 250 mm, RP- HPLC
JUPITER5U-C 18-300A.

Préparation des échantillons

10 mg de chaque échantillon sont solubilisés dans 1mg de TFA a 0.2%, centrifugés pendant
10 min, puis filtrés sur une membrane (Millipore Corporation, Bedford, MA 01730, USA)
22um. 150uL de cette solution sont injectés par injecteur automatique. La colonne a été
équilibrée avec le solvant A (0.2 % TFA dans H,O désionisée).Un gradient linéaire pour
augmenter le flux du solvant B contenant de 1’acétonitrile/propanol 4 :1 a été utilisé pour
réaliser I’¢élution. La séparation des caseines et ses hydrolysats est achevée par application du
gradient linéaire selon le programme décrit au Tab IIl. Ou le débit était 1.2 mL /min et

I’absorbance enregistrée a 220 nm.

Tableau I11 : Programme de solvant pour résolution de la caséine cameline et ses hydrolysats
pepsiques
Temps (min) Solvant A (%) Solvant B (%)
40 90 10
41 55 45
46 5 95
47 90 10
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1.4.5 .Mesure par ATR-FTIR

Les spectres de la réflectance totale atténuée en infrarouges a transformée de Fourier (FTIR-
ATR) des échantillons de caséine cameline et ses hydrolysats pepsiques ont été enregistrés a
l'aide d'un spectrométre (PerkinElmer), d'un nombre d'onde de 400 & 4000 cm™, avec une
résolution de 2 cm™ (Paragon 1000, Perkin-Elmer, USA). L'interprétation des changements
dans les composants de bande amide I qui se chevauchent (1 600 & 1 700 cm™) a été rendue
possible par déconvolution a l'aide du logiciel Peak-Fit v4.12 (SPSS Inc.), la ligne de base, les

corrélations a 0.99 et les amplifications ont été corrigées linéairement.

1.5. Activité antioxydante et antiradicalaire

1.5.1.La capacité totale antioxydante (TAC): test du phosphomolybdate

Le principe est basé sur la capacité d’un antioxydant a réduire des ions molybdate Mo (V1)
MoO,* en molybdéne Mo (V) [HsPMo0g"'M04040]° et formation d’un complexe vert & pH
acide (Prieto et al., 1999).

Mode opératoire

On ajoute a 0.1 mL de chaque hydrolysat (20 mg/mL), 1 mL du réactif contenant (0.6 M acide
sulfurique, 28 mM phosphate de sodium et 4 mM molybdate d’ammonium). On laisse incuber
dans un bain marie a 95 °C pendant 90 min. L’absorbance est mesurée a 695 nm apres

refroidissement.

1.5.2. Test de réduction du fer (reducing power)

Principe

La méthode est basée sur la réduction du ferricyanure de potassium (Fe**) en ferrocyanure de
potassium (Fe® *) par an antioxydant, qui réagit ensuite avec le chlorure ferrique pour former
un complexe ferrico-ferreux qui donne une couleur bleue (Hwang et al., 2009).

Mode opératoire

Une solution de chague hydrolysat ( 0.5mL) est mélangé a un tampon phosphate (0.2M) a pH
6.6 puis on ajoute 0.5 mL de ferricyanide de potassium KsFe(CN)g) a 1%, on laisse incuber a
50°C pendant 20 min, apres refroidissement on ajoute 0.5 mL d’acide trichloroacétique a 10%
pour stopper la réaction, centrifuger puis prendre 1mL du surnageant ajouter le méme volume
d’eau distillée et 0.2 mL de FeCls, laisser a 1’abri de la lumiére pendant 10 min. Lire les
absorbances a 700 nm.Un contréle a été préeparé en remplagant I'échantillon d'hydrolysat avec
de I'eau distillee.
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1.5.3.Test du piégeage du radical ABTS+e
Principe
L’ABTS +s est un radical généré par réaction entre I’ABTS (acide 2,2'-azino-bis(3éthylbenz-
thiazoline-6-sulfonique) et persulfate de potassium K;S,0g de couleur bleu vert dont
I’absorbance est mesurée a 734 nm, cette couleur disparait par ajout d’un antioxydant.
Mode opératoire
L'activité de piégeage des radicaux libres de la caséine cameline et de ses hydrolysats
pepsiques a été analysée selon la méthode decrite par Miller et al. (1993), avec une légere
modification: Un volume de 100 puL de chaque échantillon a été ajouté a 2,9 mL du réactif
radical ABTS ** (7 mM dans du persulfate de potassium K;S,0g, incubés pendant 16 heures
puis dilués dans un tampon phosphate de sodium 0.2 M) et incubé pendant 30 min a
température ambiante. L'absorbance a été mesurée a 734 nm. L'activité de piégeage des
radicaux des échantillons testés a été calculée avec I'eéquation:

Activité antiradicalaire (%) = [1-(As- Ab) / (Ai- Ab)] x 100
Ou
Al est I'absorbance du cation radical ABTS ™" initial,
As est I'absorbance de I'échantillon

Ab est I'absorbance du blanc

1.5.4.Test de piégeage du radical DPPH

Principe

L’activité anti radicalaire est évaluée par la méthode de Brand-williams (1994).

Le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) est un radical libre, de couleur violette qui devient

jaune quand il est réduit par un donneur de proton H (Fig. 10).

NO, NO,
: -
OZNQN—N + A-H - OzN—Q—N— + A"

Figure 10 : Structure du radical DPPH et sa réduction par un antioxydant (Milardovic et al.,
2005)
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Mode opératoire

Mettre 0.1mL de chaque dilution dans un tube a essai, ajouter 3.9 mL de solution
méthanolique de DPPH de concentration de 6.5x10° mole/L, laisser incuber 30 min & I’abri de
la lumiére et a température ambiante, puis lire I’absorbance a 517 nm , le blanc se compose de

méthanol pur. Le pouvoir anti radicalaire est calculé selon 1’équation
Inhibition % = Abs contrdle™ Abs échantillon/ Abs contrﬁle) x 100

ou:
ADS conireie - Absorbance du DPPH
ADS ¢chantilion : Absorbance de 1’échantillon plus DPPH

1.6. Activité anti microbienne

1.6.1.Essai de la dose létale :

L’évaluation de D’activité antibactérienne et antifongique a été réalisée par la méthode de
diffusion de puits.

1.6.1.1.Souches utilisées

Les souches utilisées sont des souches de référence American type culture collection (ATCC)
obtenues du laboratoire de Microbiologie de 1’université de Sapienza, Rome, Italie.

03 souches Gram positif

Bacillus megaterium BM 11

Staphylococcus epidermis ATCC12228

Staphylococcus aureus ATCC 25923

03 souches Gram négatif

Escherichia coli ATCC 25922

Pseudomonas syringae pv tabaci 1918 NCPPB

Acinetobacter baumannii ATCC 19606

02 levures

Candida parasilopsis ATCC 22019

Candida albicans ATCC 24433
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1.6.1.2.Preparation des milieux de culture

Préparation de I’inoculum

A partir d’une culture pure, on racle a I’aide d’une anse quelques colonies de chacune des
souches bactériennes a tester. Le milieu de culture approprié a cette eétude est le milieu LB (
lysogeny broth) pour les bactéries et WB (Winge broth) pour les levures. On décharge dans 6
ml du milieu LB puis on laisse incuber pendant 6 h a 37°C.

La solution doit avoir une DO de 0.8 2 590 nm.

1.6.2.Preparation du milieu solide et dép6t des hydrolysats

Prendre 500uL de la suspension, dilués dans 4500 uL LB pour les Bacillus ,300 pL dans
4700 pL du LB pour Staphylococcus, ou 3 mL de suspension dans 3 mL du WB pour les
Candida, puis prendre 50 pL de I’inoculum, ajouter 6 ml du milieu LB additionné a 1%
d’agarose. Couler dans des boites Pétri 8 8 mm d’épaisseur, poingonner des puits de 6 mm de
diameétre sur les milieux puis y introduire 50ul de chaque hydrolysat a concentration de 80
mg/ mL, dilués dans du PBS a 2 mM additionné a 5% d’acétonitrile.Incuber & 37°C pendant

24 heures. Mesurer les diameétres des zones d'inhibition a l'aide d'un pied a coulisse.

1.7. Activité antivirale

L’étude de l’activité virale a était effectuée au niveau du Laboratoire de Polio, institut
Pasteur annexe Sidi Ferdjd , Alger.

Principe

Mesurer par colorimétrie la réduction de titre infectieux de virus, en fonction de la
concentration de la caséine cameline, et de ses hydrolysats pepsiques de 15,45, 30,
60,90,120 ,150 et 180 min, en les préincubant avec le virus CVB6 a 37 C° sur les cellules
Ab549 et Vero pendant 1h.

1.7.1. Culture cellulaire

Les lignées cellulaires choisies dans les tests d'activité antivirale et de cytotoxicité sont les
cellules Vero (cellules fibroblastiques de rein de singe vert (Cercopithecus aethiops) et les
cellules A549 (cellules épithéliales basales alvéolaires humaines adénocarcinomiques). Ces
cellules sont sensibles a de nombreux virus dont le virus a ARN nu, il s’agit d’un entérovirus
le Coxsackie virus, sérotype B (CVB6).

1.7.1.1.Milieu

On utilise un milieu DMEM (Dulbecco modified Eagle Medium), additionné de 10% de
sérum de veau feetal SVF (milieu de croissance), et le milieu + 2% de SVF comme milieu de

survie (Annexe 4).
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1.7.1.2.Entretien des cellules

Les cellules Vero de passage 23+4, aprés avoir été décongelées, sont incubées a 37C° (4 mL
dans 21 mL du milieu DMEM+ SVF+ATB), puis trypsinées ( par lavage au PBS, 5 mL deux
fois et 1mL de trypsine et chauffage a I’incubateur) on Vvérifie le détachement des cellules des
parois puis on ajoute 9 mL du milieu ,on effectue le calcul au microscope aprés coloration au
Trypan bleu .En raison de 22.6*10° cellules/10 mL, on prend 4.5 mL et on compléte avec
15.5 mL du milieu de survie. De méme pour les cellules A549 qui sont de passage 34+7 avec

un milieu de croissance a 7% et un milieu de survie a 2%.

1.7.2.Detrmination du titre viral sur les A549

Le titre est la dose infectieuse qui provoquent un effet cytopathogéne (ECP). Le MOI
Multiplicity of infection, est le ratio particules virales sur cellules infectées, le MOI dépend du
nombre des particules virales, de la vitesse et le temps d’infection et le nombre de cellules
infectées.

Mode opératoire

Déposer 1.8 mL de milieu DMEM a 2% de SVF dans des tubes, mettre dans le premier tube
0.2 mL de suspension virale de titre 10", vortexer, transvaser dans le second tube contenant
1.8mL du milieu puis vortexer. Faire de méme jusqu’au tube de dilution10”.Prendre une
plaque de 96 puits puis déposer 0.1 mL de milieu préparé dans chaque cupule (sauf la derniere
colonne qui contient le milieu seul).Mettre 0.1 mL de suspension cellulaire A549 a raison de
20000 cellules /cupule, la manipulation est la méme pour les cellules Vero sauf pour le
nombre de cellules est de 50000/cupule. Incubez a 37C°, en atmosphére contenant 5% de
CO..

Calcul du titre

Le titre viral requis pour causer une infection chez 50 % des cultures cellulaires inoculées est
le DIC Tso, calculé selon I’équation :

Log DICTso= Log de la 1% dilution utilisée- Log du facteur de dilution 3 (cupules
positive/nombre de cupule de chaque dilution - 0.5) (Morfin et Frobert, 2008).

.1.7.3.Dilution

1.7.3.1.Dilution de la caséine cameline et ses hydrolysats

A partir d’une solution de 2.24 mg/mL de caséine (ou hydrolysat), prendre 0.5 mL de cette
solution puis ajouter 4.5 ml de milieu DMEM +2% SVF, on obtient une dilution au 1/10,

effectuer des dilutions a raison de 1mL dans 4 mL du milieu en agitant au vortex. Donc on
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aura des concentrations de 2240 pg/mL pour la solution mére et des dilutions de 224ug, 44.8
Mg, 8.96 pg, 1.792 pg, 0.3584 pg et 0.071 pg/mL.

Si dans les cupules tests on dilue au %2 .Au final les concentrations obtenues (Tab 1V).

Tableau IV : Dilutions finales de 1’échantillon

dilution Sm S/10 S/50 S/250 S/1250 S/6250 | S/31250
Concentration 1120 112 224 4.48 0.896 0.179 0.0355
pg/mL

1.7.3.2.Dilution du virus

Répartir 0.9 mL de milieu (DMEM+2% SVF) dans chaque tube des 5 tubes a hémolyse.
Prendre 100pL de chaque tube et I’introduire dans le second tube. Bien homogénéiser a I’aide
du vortex avant d’introduire un nouvel embout stérile dans chaque tube. Des dilutions de 10
jusqu'a 10” seront obtenues.

1.7.3.3. Suspension cellulaire

La concentration cellulaire des cellules Vero est de 30000 par cupule, dans le milieu
(DMEM+2% SVF).Soit 6 mL par plague a 96 puits.

1.7.4.Manipulation

-Prendre 100 pL du milieu et I’introduire dans toute la ligne A
Ajouter 40 pL dans les colonnes 11 et 12 du milieu

-prendre 100 pL de la solution antivirale et introduire dans chaque cupule en commengant par
la concentration la plus faible (commencer par la ligne B)

-Ajouter 60uL de suspension cellulaire dans toutes les cupules

-ajouter 40pL de chaque dilution de virus dans les colonnes de 1 & 10, ou la dilution10™ est
représentée par les colonnes 1 et 2, dilution107 est représentée par les colonnes 3 et 4 ....etc.
(Fig.11).

-incuber sous CO; pendant 72 h.

Lecture

Mettre dans chaque cupule 50uL de rouge neutre 0.15% puis incuber 45 min a 37C°.

Rejeter le milieu et rincer avec 300uL de citrate éthanol et éliminer le colorant superflu.

Additionnez 100 pL de citrate éthanol puis lire les DO a 540 nm.
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Le pourcentage d’activité antivirale est calculé comme suit :

AA%= DOs- DO\/DO¢- DOy x 100
Ou:
DOs est la densité optique des cellules infectées par le virus et traitées par 1’extrait
DOy est la densité optique des cellules infectées par le virus seulement

DOc est la densité optique des cellules non infectées par le virus et traités par I’extrait

1o 107 10~ 107 10"

CVB6 | TC |TC
0.035pg/mi ) ~ e
0.179ug/ml TC |TC

0.89ug/ml TC |TC |
4.48pgiml TC |TC
22 4pgiml TC 10O
112pg/ml TC |TC
e e
1120p=/ml
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

Figure 11 : Organisation de microplaque pour essai de sensibilisation du virus CVB6
a la caséine et ses hydrolysats pepsiques.

1.8. Activité anti lithiasique

1.8.1. Formation de cristaux

Le calcul rénal également appelé néphrolithiase, urolithiase, lithiase rénale, ou lithiase
urinaire est un agrégat solide de minéraux dissous, le plus souvent composé d’oxalate de
calcium. Celui-ci se trouve sous deux formes. La forme la plus fréquente est I’oxalate de
calcium di-hydraté dont le nom minéralogique est weddellite. L autre forme est I’oxalate de
calcium mono-hydraté ou whewellite ( Ernandez et al.,2013).

Principe

Le composant principal des calculs urinaire est I’oxalate de calcium CaC,0y4, ce cristal
ionique est précipité selon I’équation :

CaCl, (2H20) +Na,C,04 —»  CaC,0,+ 2NaCl +2 H,0
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Mode opératoire.

On introduit 0.0735 g de CaCl,.2H,O dans 50 mL d’eau bidistillée, pH 4.6, ajouter une
solution d’oxlate de sodium (0.067g de Na,C,0, dans 50 mL) pH 5.10, pour obtenir une
concentration finale de 5mM. Incuber pendant 24h (Thongboonkred et al., 2006).

Dans des boites de Petri introduire 4mL de solutions de mélange des sels et ImL de caséine et
ses hydrolysats a concentration de 2 mg/mL, puis incuber pendant 24h. Le témoin négatif est
composé de 4 mL de mélange des deux sels et ImL de PBS 2mM. Observer a ’aide de

microscope optique muni d’appareil photo.
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I1. Caractéristiques du lait camelin collecté

11.1.Choix de la race

Les femelles de la race Sahraoui, sont robustes, le pelage est de couleur beige, elles
deviennent adultes a 1’age de 3-4 ans et peuvent mettre bas vers 5 ans apres 12-14 mois de
gestation. La production de lait camelin est de 6 a 9 L/j. Le lait est trait tot le matin, il est de

couleur blanchétre et Iégerement sucre.

11.2. Caractéristiques du lait camelin
Les caractéristiques physico-chimiques et biochimiques du lait étudié sont rassemblées dans
(Tab V).

Tableau V : Caractéristiques physico-chimiques et biochimiques du lait de la région de

Laghouat
parametre Valeurs moyenne
pH 6.3240.1
Acidité Dornic (°D) 17.1+0.1
Indice de réfraction (nD 20) 1.344+0.0001
Densité 1.027+0.00125
Matiere grasse (g/L) 28 +1
Lactose (%) 4.075+0.1768
Matiere azotée totale (%) 4.31 £0.01
Matiére seche (MS %) 13.5 +£0.04243
Teneur en eau (%) 86.47+0.04243
Cendres (%) 0.9531 +0.063
Teneur en vitamine C (mg/L) 25.25+0.3536
Teneur en caroténoides (mg/L) 0.16 £ 0.2

11.2.1.Le pH

Le pH du lait camelin analysé est de 6.32 + 0.1 a une température de 20°C, cette valeur est
proche de celle trouvée par Siboukeur, (2007) avec un pH 6.31 du lait collecté des femelles
de la population Sahraoui de Ouargla a la méme température, alors que les valeurs rapportées
du sud Tunisien sont de 6.46 (Sboui et al, 2009). Le pH du lait camelin se situe entre 6.4 a
6.7, similaire a celui du lait de brebis (Singh, 2017). Cependant ces valeurs restent plus
faibles par rapport a celles du pH de lait bovin qui se situe entre 6.6 et 6.8. Le pH dépend de
la présence de caséine et d’anions citriques et phosphoriques (Lapointe -Vignola, 2002).
Cependant, cette acidité est attribuée a la forte concentration en vitamine C que contient le
lait camelin (Yagil, 1985 ; Farah et al., 1992 ; Haddadin et al., 2008).
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11.2.2.La densité
La densité du lait étudié est de 1.027, cette valeur est égale a celle trouvée par Kamoun
(1995) et Sboui et al., (2009) chez 1’espéce cameline tunisienne, ceci nous renseigne sur le

taux de matiére seche et la viscosité de la solution (Sboui et al, 2009).

11.2.3. L’indice de réfraction

L’indice de réfraction est de 1.344 nD a 20°C, proche a celui du lait de brebis avec 1.33
(FAO, 2008), et qui est affecté par la répartition des différents acides gras dans la matiere
grasse.

11.2.4. L’acidité titrée (acidité Dornic)

L’acidité indique la teneur en acide lactique formé a partir du lactose. Le lait camelin analysé
présente une acidité de 17,1 °D, alors que Sboui et al., (2009) ont trouvé une valeur de 17.25
pour le lait collecté au sud tunisien, d’autres auteurs ont trouvé des valeurs inferieures (aux
alentours de 15°D) (Kamoun ,1995 ; Bouhaddaoui et al.,2019). La variation de 1’acidité
dépend de [I’alimentation, condition environnementale et période de lactation (Abu-
Tarboush, 1996).

11.3. Analyse biochimique

11.3.1. La matiére séche

Le lait analysé contient 13.53 % de matiére séche, proche de la valeur trouvée par Gnan
(1986), qui est de 13% pour le lait camelin libyen, la valeur moyenne de celle-ci est de 11.80,
(Singh, 2017).La teneur en matiére séche du lait varie en fonction du stade de lactation
(Bengoumi et al., 1994).

11.3.2. L’eau

La teneur en eau du lait analysé est de 86.47%, selon quelques auteurs elle serait entre 86 et
88% (Al-Haj et Al-Kanhal, 2010).Cette valeur passe a 91% lorsque les chamelles
développent un system de dilution de lait pour prévenir contre la déshydrations des

chamelons en cas de stress hydrique (Yagil ,1980).

11.3.3.Les cendres

La teneur en cendre serait de 0.9531 % dans notre échantillon de lait. Cette valeur est proche
de la valeur trouvée par Attia, (2001) et qui est de 0.99%. La fourche fixée par certains
auteurs se situe entre 0.6 et 0.9% (Al- Haj et Al-Kanhal, 2010), cette valeur est relative a
I’apport alimentaire (Yagil , 1985 ) et au stade de lactation (Farah, 1993).
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11.3.4.Teneur en matiére grasse

Le lait analysé représente une teneur en matiére grasse de 28 £ 1 g /L, cette valeur est
identique a celle trouvée par Siboukeur (2007). La teneur en matiére grasse depanaderait de
plusieurs facteurs tels que le stade de lactation, la saison, la nutrition, la physiologie de

I’animal et sa race (Linn, 1988).

11.3.5. Le lactose

Le lactose présent dans le lait étudié présente une valeur de 4.15% proche de la valeur trouvée
par Ramdaoui (1998) avec 4.19% chez le lait camelin marocain. La teneur varierait entre 3.3
a5.8% et serait reliée a la nature de la végétation notamment les halophytes (Khaskheli et al.,
2005).

11.3.6.Matiére azotée totale

La teneur de la matiére azotée totale de nos échantillons est de 4.31% et se situe dans la
fourchette citée par Konuspayeva (2007) variant entre 1.4 et 6.7%.Selon Yagil et Etzion
(1980) ces valeurs sont comprises entre 4.6 et 5.7 % en régime hydraté mais chutent jusqu’a

2.5% en régime non hydraté.

11.3.7. Teneur en protéines sériques et caséines

En se référant a la courbe d’étalonnage de la BSA (Annexe 2, Fig. 01), la teneur du
lactosérum serait de 7.9 g/L ce qui représente 18.80% des protéines totales, cette valeur est
comparable a la valeur 7.51 g/L trouvée par Siboukeur (2007). La teneur en caséine serait de
34.08 g/L et représenterai 81.14 % des protéines totales. Cette valeur est proche a celle
trouvée par Mohamed et al., (1989) et qui est de 34, 01g/L.

11.3.8.Teneur en caroténoides

La teneur en caroténoides dans le lait camelin a été déterminée en se référant a la courbe
d’étalonnage du B -carotene (Annexe2, Fig. 02), le résultat trouvé est de 0.16 mg/L, cette
valeur est inférieure a celle mentionnée par Renner, (1989) et qui est de 0.21 mg/L pour le
lait de vache. Selon Marino et al., (2012) ces variations pourraient étre attribuées a plusieurs
facteurs tels que la saison (cette teneur serait plus élevée au printemps par rapport a

I'automne), et la végétation.

11.3.9.Teneur en vitamine C

La vitamine C trouvée dans notre échantillon présente une teneur de 25.25 mg/L .Cette valeur
est proche de la valeur trouvee par Mehaia (1994) soit 24.9 mg/L. La moyenne avancée par
certains auteurs serait de 34.16 mg/L (Kula et Dechasa, 2016). Elle reste deux a cing fois
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plus élevée par rapport au lait de vache (Stahl et al., 2006).cette teneur varie en fonction de la
saison et le stade de lactation (Mohamed et al, 2005).

11.4. Analyse et purification de la caséine cameline et ses hydrolysats

11.4.1. Electrophoreése sur gel de polyacrylamide en milieu dénaturant

Apres écrémage du lait par centrifugation, les globules gras montent en surface, la
précipitation de la caséine est & pH 4.3 au lieu de 4.6, & ce stade la déminéralisation des
micelles est maximale car leurs diameétres sont plus grands que ceux du lait de vache (Farah
et RlUegg ,1989).L’analyse de la pureté de la caséine isolée est caractérisée par électrophorése
sur gel de polyacrylamide conditions disssociantes et dénaturantes en présence du dodécyl
sulfate de sodium (PAGE-SDS).Cette méthode donne une estimation du poids moléculaire
des protéines comparées a celui du standard. Le profil électrophorétique de la caséine est
représenté par Fig.12. On distingue une bande de faible mobilité électrophorétique, avec un
poids moléculaire estimé a 28 kDa, proche de la valeur d’Ochirkhuyag et al .,(1997),
estimée a 27.5 et 26.3 kDa pour les caséines B,a respectivement, d’autres auteurs
avanceraient des valeurs de 33 kDa pour la caséine a- S2 et de 29.5 pour la caséine 3 (El -
Agamy, 1997) . Apres hydrolyse des bandes diffuses et de poids moléculaire plus petit
apparaissent (Fig.13).

Figure 12 : Electrophorése de la caséine cameline sur SDS-PAGE
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78 KDa N

3 kDa
casein
Figure 13 : Electrophorese de la caséine du lait camelin et ses hydrolysats, A : 60 min, B : 90

min, C : 120 min en SDS-PAGE, gel de concentration T=4.8% ; C= 2.7, gel de séparation :
T=17%; C=2.7%

L’action de la pepsine se caractérise par 1’apparition de bandes moins marquées, le profil
électrophorétique des hydrolysats de 60,90 et 120 min montre leurs poids moléculaire faible
et de grande mobilité électrophorétique. Adoui (2014) a obtenu des bandes de poids
moléculaire variant entre 10 et 15 kDa relatifs a ’hydrolyse de la caséine bovine avec de la
pepsine aprés lh d’hydrolyse puis disparition totale des bandes aprés 2h d’hydrolyse. Le
clivage de la caséine cameline se porte essentiellement sur 41, 36, 45 et 23 sites pour la o S1-
(AN 097943), as 2- (AN 097944), B- (AN Q9TVDO) et k (AN P79139) respectivement
(Anonyme -2, 2020). La cas€ine B, qui représente 65% des cas€ines est la fraction la plus

sensible a I’hydrolyse par la pepsine (Chang et al., 2013).

11.4.2. Analyse par RP-HPLC de la caséine cameline et ses hydrolysats pepsiques

La HPLC en phase inverse permet de séparer les protéines en se basant sur leurs différences
d’hydrophobicité. Les différentes fractions cas€iques sont éluées selon 1’ordre: k¥ > aS2 >
aS1 > B-caséine (Jeyaragavan, 2001). La -Caséine est la derniére qui est éluée comparée
aux autres caseines due a sa grande hydrophobicité ou elle est éluée a 43.10 min (Fig. 14, A).
Les profils des hydrolysats de la caséine cameline obtenus par hydrolyse apres 15, 30, 45, 60,
90,120, 150 et 180 min sont représentés par Fig.14, B, C, D, E, F, G, H,I respectivement.
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Figure 14: RP-HPLC chromatogrammes de la caséine cameline et ses hydrolysats pepsiques
A : Caséine, B: Hydrolysat de 15 min, C : Hydrolysat de 30 min, D : Hydrolysat de 45 min,
E : Hydrolysat de 60 min, F : Hydrolysat de 90 min, G : Hydrolysat de 120 min, H :
Hydrolysat de 150 min, I : Hydrolysat de 180 min
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Avant hydrolyse, le nombre de pics entre 31 et 43 min, était inferieur, comparé a ceux
obtenus aprés hydrolyse (Fig.14, A), de nouveaux pics apparaissent jusqu'a disparition totale
du pic de la caséine B (Fig.14, 1) ce qui se traduit par une apparition de nouveaux peptides.
Une étude similaire a été réalisée par Jrad et al .,(2014), ou le chromatogramme de la caséine
cameline complete, présentant des petits pics elués avant 60 min qui confirme que la fraction
d'azote soluble de la caséine avant la digestion contenait quelques petits peptides alors
qu’aprés hydrolyse, un certain nombre de pics sont élués entre 5 et 70 min, le pic de la
caséine a 70 min a disparu en totalitt montrant que les caséines étaient complétement
hydrolysées en peptides. Selon Parrot et al., (2003), la zone d'‘élution 50 min est
caractéristique des peptides ou protéines de grande taille et / ou hydrophobes. Apres
hydrolyse enzymatique, on peut noter I'apparition de nombreux pics s'éluant entre 20 et 60
minutes. Ces nouveaux pics étaient les résultats de la libération de peptides plus au moins
hydrophobes. Chang et al., (2013) ont également mentionné que la B-CN bovine était
hydrolysée plus rapidement que les autres caséines. Al-Shamsi et al., (2018) ont obtenus des
fractions analysées par RP- HPLC des B-caséine et k-caséine camelines, ces derniéres
disparaissaient complétement suite a I’hydrolyse par la papaine tandis qu’une partie de la

caséine o S1 demeurait intacte méme aprées 6h d’hydrolyse.

11.4.3.Mesure par ATR-FTIR

La caractérisation structurale de la caséine et ses hydrolysats a été analysée par FTIR-ATR,
pour mettre en évidence la différence dans les structures secondaires dans les conformations
des protéines. Le nombre d’onde 1624 est caractéristique de 1’amide | en raison des
élongations v (C = O) et v (C-N), tandis que celui de ’amide II, & 1539 cm™ est relatif aux
vibrations de déformation & (N-H) (Fig.15, A). Les bandes d’amides des hydrolysats de 15,
30 et 45 min ne sont pas déplacées par effet de I’hydrolyse mais on observe une augmentation
d’intensité de transmittance (Fig. 15 B, C, D). Apres 60 et 180 min d’hydrolyse on observe un
décalage de la bande amide | a 1629 et 1622 et celle de I’amide IT a 1534 et 1538
respectivement (Fig. 15 E, I). Une autre région montre le déplacement de la bande de 1’amide
A 43290 cm™ de la caséine cameline (mode N — H étirement) vers 3294 cm™ (Fig.15, 1).
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Figure 15 : Spectres FTIR-ATR de la caséine cameline et ses hydrolysats pepsiques A :
Caséine, B: Hydrolysat de 15 min, C : Hydrolysat de 30 min, D : Hydrolysat de 45 min, E :
Hydrolysat de 60 min, F : Hydrolysat de 90 min, G : Hydrolysat de 120 min, H : Hydrolysat

de 150min, I : Hydrolysat de 180 min

La déconvolution est une procédure simple, qui utilise la fonction Gaussienne pour déterminer
le nombre de composants de I'amide | en ajustant des courbes non linéaires, Peakfit 4.12 est
un logiciel utilisé pour déterminer le nombre et la position des vibrations d'anneaux
aromatiques, feuillets B(en deux régions), structure pelote ( random coil), et I'hélice o qui est
la plus intense (Chadefaux et al.,2009). La région d’amide I est déconvolue en des bandes
d’absorption qui se composent de six aires distinctes, pour la caséine cameline, les bandes
sont localisées @ 1617 cm™ ( anneaux aromatique ou agrégat ), 1631 cm™ (feuillet p ou p-
sheets), 1646.3 cm™ (pelote ou random coils), 1661 cm™ (I’hélice o ou a-helix), 1675 cm™ (le
deuxiéme pic du feuillet B) et 1693 cm™ (le coude ou turns) (Fig.16, A).Les aires de

déconvolution sont comparées a celles des hydrolysats pepsiques (Fig.16, B-1).

La structure secondaire de la caseine est repartie en en hélice a (17.95%), feuillets  (30.04
%), coude P (1.8 %), et pelote (22.10 %) (Tab VI).
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Figure 16 : Déconvolultion de la bande d’amide I de la caséine cameline et ses hydrolysats
pepsiques (A : caséine ; B-1 : hydrolysats de 15, 30, 45, 60, 90,120, 150 et 180 min).

Tableau VI : Pourcentage de changement de la structure secondaire de la caséine cameline et
ses hydrolysats pepsiques

Hélice a Feuillet B Coude Pelote

caséine 17.95 58.15 1.8 22.10
CNH (15) 17.99 57.58 2.16 21.96
CNH (30) 18.01 58.18 2.26 21.94
CNH (45) 17.86 57.65 2.8 21.69
CNH (60) 17.95 51.98 6.33 23.74
CNH (90) 17.95 51.98 6.33 23.74
CNNH(120) 17.89 52.14 6.32 23.65
CNH (150) 21.64 44 .41 5.29 28.66
CNH (180) 23.21 50.59 7.38 18.82

D’apres les résultats du tab VI, le pourcentage de la structure pelote est relativement stable, le
pourcentage des coudes a augmenté de 1.8 a 7.38, pour la caséine et I’hydrolysat de 180 min
respectivement. Une étude réalisée par Wang et al., (2013 a) sur des hydrolysats trypsiques
de la caséine bovine révélait une augmentation du pourcentage de la structure coude de
24.78% ( caséine) a 37.36% , apres hydrolyse de 100 min tandis que la structure pelote était
relativement stable. La structure secondaire contiendrait 7-10% et 13.2 % d’hélice a et 17 —
33%, et 17 % de structure  contenus dans la p et la o S1 caséines bovine, respectivement,
(Graham et al., 1984). Les résidus susceptibles a I’hydrolyse se trouvent généralement sur les
coudes (B turns) entre les domaines hydrophobes et polaires, les caséines B ouvertes et

flexibles subissent une transition structurale des 20%-25% d’hélice polyproline Il vers les
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structures coude et pelote, localisés entre le N terminal du domaine polaire et le C terminal du
domaine hydrophobe (Farrell et al.,2001; Faizullin et al., 2011).

11.5. Activités antioxydante et antiradicalaire

11.5.1.La capacité totale antioxydante (TAC): test du phosphomolybdate

Pour évaluer I’activité antioxydante des peptides générés au cours de 1’hydrolyse pepsique, la
réduction du phosphate Mo (VI) au phosphate Mo (V) traduite par la formation de couleur
bleu verdatre est mesurée a une absorbance a 695 nm en fonction du temps d’hydrolyse. Il a
été noté une augmentation de 1’absorbance en fonction du temps d’hydrolyse (Fig. 17). La
caseine présente une absorbance moyenne de 0.323, qui passe au double soit 0.7 apres 180
min d’hydrolyse. Le pouvoir réducteur amélioré des hydrolysats peut étre lié a la disponibilité
accrue des protons et électrons résultants de I'nydrolyse enzymatique (Luo et al., 2014), et a
la rupture des chaines peptidiques, conduisant a la libération d'acides aminés (comme le
tryptophane, la méthionine, la lysine, I'histidine et la tyrosine) doués d’activité antioxydante
(Jamdar et al., 2010).
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Figure 17 : Evaluation de I’activité antioxydante des hydrolysats pepsiques de la caséine
cameline par le test du phosphomolybdate exprimée en absorbance
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11.5.2. Test de réduction du fer (reducing power)

Le pouvoir des hydrolysats pepsiques a réduire le fer ferrique du complexe ferrocyanide Fe**
en fer ferreux Fe®* a été suivi en fonction du temps (Fig.18). La caséine intacte a un faible
absorbance (0.14), comparée a celle des hydrolysats. Au fur et mesure que le temps
d’hydrolyse augmente, 1’absorbance augmente jusqu’a 0.38 avec 1’hydrolysat de 90 min puis
diminue, ces résultats sont en accord avec ceux de Sarabandi et al.,(2018) qui ont constaté
que les absorbances de la caséine bovine traitée avec 1’alcalase, diminuaient de 0.59 a 0.52
entre 120 et 180 min d’hydrolyse. Klompong et al.,(2007) ont noté que les hydrolysats avec
le degré d'hydrolyse le plus bas ont montré un pouvoir de réduction plus élevé par rapport aux
hydrolysats avec un degré d'hydrolyse plus élevé, indiquant que le pouvoir réducteur des
hydrolysats est associé au degré d'extension de I'hydrolyse. L hydrolyse pepsique accélére la
protonation et le mouvement d’électrons (Cumby et al., 2008). Cependant, les propriétés
antioxydantes des hydrolysats de protéines sont régies par la taille, la structure, les séquences
d'acides aminés et le degré d’hydrolyse (Lahart et al., 2011).

0,45 ~
0,4 -
0,35 ~
0,3 -
0,25 -
0,2 -

0,15 -
0,1 -
0,05 L
0 -
15 30 45 60 90 120 150

180 casein BSA

Absorbance a 700 nm

Temps d' hydrolyse (min)

Figure 18 : Evaluation de I’activité antioxydante des hydrolysats pepsiques de la caséine
cameline par le test de réduction du fer exprimée en absorbance
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11.5.3. Test de piégeage du radical ABTS ™

L’activité anti radicalaire de la caséine et de ses hydrolysats a été suivie en fonction de temps
(Fig.19).La caséine cameline posséde une activité anti radicalaire de 54,63% cette valeur
passe a 60 % au début de I’hydrolyse, puis augmente au fur et & mesure que le temps
d’hydrolyse augmente jusqu’a atteindre un plateau de 80%.Salami et al., (2011) ont obtenus
une activité anti radicalaire élevée avec les hydrolysats de poids moléculaire de 3 a 5 kDa en
utilisant la chymotrypsine . Jrad et al ., 2014 ont utilisé la pepsine et la papaine pour générer
un hydrolysat de caséine cameline dont 1’activité¢ anti radicalaire est 2 fois plus élevée
qu’avec celle obtenue avec I’hydrolysat des protéines du lait. L’hydrolyse accélére le
transfert des protons et des électrons des composants lipophiles et hydrophiles des peptides
(You et al., 2010). Les acides aminée donneurs sont Cys, Trp, Tyr, Met, Phe, His, lle, Leu et
Pro .Selon Elias et al., (2005 ; 2008) leur accessibilité et leur position joue un réle important
dans le piégeage des radicaux. Une autre étude menée par Rao et al., (2020) a démontré que
les fractions issus d’hydrolyse par 1’alcalase et la flavourzyme, qui contenait en moins une
Pro dans leur séquences, sont doués de pouvoir piégeur du radical ABTS élevé, notamment
les fractions f(183-188) RDMPIQ de la B caseine , les f (98-104) HPHPHLS et la f(100-105)
HPHLSF de la caséine .
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Figure 19 : Activité anti radicalaire exprimée en pourcentage d’inhibition du radical ABTS en

présence des hydrolysats pepsiques
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11.5.4.Test de piégeage du radical DPPH

L’activité anti radicalaire est réalisée par la méthode du radical 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyle (DPPH) qui est une méthode fréquemment utilisée pour sa simplicité
(Kedare et Singh, 2011). Les antioxydants présents dans 1’échantillon le réduisent en
entrainant sa décoloration qui est mesurable par spectrophotométrie, le pourcentage
d’inhibition est fonction du temps d’hydrolyse (Fig. 20). L’inhibition de la caséine cameline
est de 30%, elle est de 17,63% au début d I’hydrolyse puis augmente jusqu’a 120 min avec
une valeur de 33.97% puis décroit. Selon Kumar et al., (2013) I’inhibition de I’hydrolysat de
caséine bovine de 15 min est de 24.53%, elle augmente jusqu’a 64.87% aprés 150 min
d’hydrolyse puis diminue a 58.2% aprés 4h d’hydrolyse suggérant que plus le temps est long,
plus I’effet des peptides issus du clivage peptique diminue. Une étude menée par Luo et al.,
(2014) a montré que plus le temps d’incubation est long, plus ’activité est grande. De plus
I’activité des hydrolysats est supérieure a celle des caséines seulement apres 1h d’hydrolyse
avec la pancreatine. Cette activité semble diminuer aprés 6 h d’hydrolyse chymotripsique
(Kumar et al., 2016 c). L’inhibition du radical DPPH, obtenue avec des hydrolysats générés
par 1’alcalase passe de 43.5% a 41.0%, entre 120 et 180 min d’hydrolyse (Sarabandi et al.,
2018). Selon Zhao et al., (2014) la fraction des hydrolysats riches en aminoacides
hydrophobes posséderait une activité anti radicalaire plus élevée. Les électrons des acides
aminés donneurs tels que His, Phe, Tyr, Trp, semblent étre impliqués dans cette activité
(Saiga et al., 2003 ; Kumar et al., 2013). Le résidu le plus efficace serait le Trp selon

certains auteurs (Tsompo et al., 2011). L’activité anti radicalaire des hydrolysats obtenue
lors du piégeage du radical DPPH est moins élevée que celle obtenue avec le radical ABTS™,

cela est expliqué par le fait que les radicaux générés ont une steechiométrie différente et ont
ainsi une stéréo sélectivité différente avec des interactions distinctes avec les hydrolysats
(Zhu et al., 2008).
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Figure 20 : Activité anti radicalaire exprimée en pourcentage d’inhibition du radical DPPH en

présence des hydrolysats pepsiques

11.6. Activité antimicrobienne

11.6.1.Sensibilité des bactéries et levures a la caséine et ses hydrolysats pepsiques
L’activité antibactérienne et antifongique utilisant une concentration de 80 mg/mL de la
caseine cameline et ses hydrolysats a été mise en évidence par la méthode de diffusion de
puits de 6 mm de diamétre poingonnés sur le milieu LB pour les bactéries ou WB pour les
levures, en utilisant les souches bactériennes: B.megaterium BM 11, S.epidermis
ATCC12228, S.aureus ATCC 25923 (Gram +) ; E.coli ATCC 25922, P.syringae pv tabaci
1918 NCPPB, A.baumannii ATCC 19606 (Gram-), ainsi que les levures: C.parasilopsis
ATCC 22019,C.albicans ATCC 24433 (Fig.21). Les diamétres de zones d’inhibitions, aprés
24 h d’incubation ont été suivis avec les différents microorganismes (Tab VI1).

Les résultats obtenus montrent que la caséine n’exerce aucune activité inhibitrice sur toutes
les souches bactériennes et fongiques testées, tandis que les hydrolysats pepsiques sont doués
de cette activité avec les diamétres des zones d'inhibition variant entre 7.5 et 14. 49 mm,
excepté pour la souche S.aureus qui n’était pas sensible. Les souches fongiques étaient les
plus sensibles a tous les hydrolysats. C.parapsilopsis a manifesté une sensibilité aux
hydrolysats de 150 et 180 min avec des zones d’inhibition de diamétres de 14.42 et 14.49 mm
respectivement, suivi par la souche C.Albicans avec une zone d’inhibition de 11.89 mm
obtenue avec I’hydrolysat de 90 min. Il est a noter que la souche bactérienne B.megaterium
était la plus sensible a la présence de I’hydrolysat de 90 min (11.18 mm de diamétre de zone

d’inhibition).
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E.coli P.syringae pv tabaci A.baumannii

C.parasilopsis C.albicans

Figure 21 : Activités antibactérienne et antifongique de la caséine cameline et ses hydrolysats

pepsiques
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Tab VII : Diameétres de zones d’inhibition (mm) de la caséine cameline et ses hydrolysats

pepsiques sur différentes souches

Calbicans | C.parapsilo rl?q.megateriu Sepidermis | S.aureus E.coli P.syringae | A.baumann

Caseine - - - - - - - -

CNH 15 9.47 12.95 111 11 - 8.39 8.87 8.31
CNH 30 10.42 12.78 9.3 8.1 - 7.43 - 7.72
CNH 45 - 13.49 10.2 8.9 - 8.2 8.42 8.49
CNH 60 10.67 12.76 9.14 7.8 - 8.09 - -

CNH 90 11.89 13.23 11.18 8.1 - 8.30 8.04 8.63
CNH120 10.39 13.51 10.9 7.5 - 8.47 8.19 8.18
CNH 150 - 14.42 9.24 9.19 - - 8.90 -

CNH 180 - 14.49 9.87 8.1 - - 8.87 8.21

Ces résultats concordent avec une étude menée par Jrad et al., (2015) ou la caséine cameline
n’exercait aucun effet sur les bactéries Gram positif a une concentration de 20 mg/mL, tandis
que les hydrolysats pepsiques inhibaient la croissance Listeria innocua LRGIAOL, Bacillus
cereus ATCC 11778, et Staphylococcus aureus nosoco 3011.Les auteurs ont méme conclu
que les hydrolysats pepsiques et pancreatique de la caséine cameline étaient actifs contre les
souches Gram négatif seulement, en occurrence S. typhimurium (15 mm) et E. coli (20mm)
(Jrad et al., 2020). Abd-El-rahim, (2020) a obtenu une activité antimicrobienne des
hydrolydats pepsiques contre S. pyogenes (13 mm), E. coli (15 mm), et A. fumigatus (9 mm),
par contre aucune activité n’était mise en évidence contre A. flavus et A. niger .Les fractions
plus actives sont de faible poids moléculaire, a savoir (1-5) et ( 5- 10) kDa issues d’hydrolyse
avec 1’alcalase, et I’a-chymotrypsine, dont 1’activité antimicrobienne sur S. aureus était de
18 mm ,E. coli (17 mm) , L. monocytogenes (17 mm) et B. cereus (15mm), suggérant que la
taille, la nature ionique et la concentration de ces peptides jouaient un réle primordiale dans
I’activité antimicrobienne (Kumar et al., 2017). L’activité antimicrobienne obtenue des
peptides issus d’hydrolyse, serait supérieure a la somme des activités de la lactoferrine et des
lysozymes (Gobbetti et al., 2004). Les premiers peptides issus de I’hydrolyse de caséine

bovine qui ont un pouvoir anti microbien contre S. aureus , S.pyogenes et Listeria
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monocytogenes a des concentrations de 0 .1 — 1Img/mL étaient identifiés comme isracidin et la
caseicin (Lahov et Regelson, 1996), ces derniers possedent un caractere amphiphile
cationique interagissent avec les membranes bactériennes chargées négativement par des
liaisons électrostatiques. A une concentration critique, des pores toroidaux se forment suite au
contact des surfaces polaires des peptides anti microbiens AMPs avec la face polaire des
phospholipides qui tapissent la membrane bactérienne, ces derniers s’inclinent en connectant
les deux feuillets des moléecules lipidiques de la bicouche phospholipidique induisant une
distorsion de la membrane provoquant ainsi la déstabilisation membranaire puis mort des
cellules (Ludtke et al., 1994; Matsuzaki et al., 1995).Un autre model dit planches de
tonneau (barrel stave) ou les peptides qui changent de conformation, sont insérés
perpendiculairement a la surface de la bicouche phospholipidique formant un pore dont la
surface hydrophobe interagit avec la phase hydrophobe lipidique tandis que le corps
hydrophile des AMPs pointe a I’intérieur, ’entrée des peptides s’accélére et le diamétre du
port s’¢largit, conduisant ainsi a la fuite des composants cytoplasmiques puis mort des
bactéries. Lorsque les AMPs causent une permeabilité de la membrane bactérienne en la
tapissant sans formation de pores, ce modele est dit tapis (Carpet -like) (Zhang et al., 2001).
La plupart des peptides antimicrobiens ont une similitude structurale : longueur de 26 acides
aminés, une charge positive comprise entre 0 et 7, plus de 57% soit 15 des 26 acides sont
hydrophobes non polaires, et présence des résidus Pro trés proches de leur C terminal
(Walker et al., 2001). Des ponts disulfures, stabilisent leur structure en hélice a et feuillet j,

une fois perdus, 1’activité antimicrobienne est réduite (Fazio -Oliviera et al., 2006).

I1.7. Activite antivirale

11.7.1. Cytotoxicité de la casé€ine et ses hydrolysats sur les lignées cellulaires

L’activité cytotoxique a ét¢ evaluée apres 72h de contact entre la caséine et ses hydrolysats
sur les lignées cellulaires Vero et les A549. La caséine et ses hydrolysats a des concentrations
de 0.035-112 pg/mL favorisent la survie des cellules et leur prolifération (Fig.22, A) et
(Fig.23, A, B, C). Un effet dose-réponse est nettement observé aprés 72 heures de contact
entre les cellules Véro, les A549 et la caséine de méme pour les hydrolysats ou la
concentration de 1120 pg/mL est une dose cytotoxique pour les cellules utilisées (Fig. 22, C).
Apres préincubation avec le virus Cox B, il ressort que I’activité antivirale dépend de la
concentration des protéines, la multiplicité d'infection : 0.1 et 1 MOI équivalent & 10 et 107

respectivement, et la durée de l'incubation.
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Figure 22 : Activité antivirale de I’hydrolysat 60 min de la caséine cameline utilisant les
cellules VVero et CVB6

: Cellules Vero + hydrolysat 60 min 112ug/mL (témoin négatif)

: CellulesVero + CVB6 1 MOI (100% ECP) (témoin positif)

: Cellules Vero + hydrolysat 60 min 1112ug/mL (effet cytotoxique)

: Cellules Vero+ CVB6 (1 MOI) + hydrolysat 60 min 112ug/mL
(0 % ECP)
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J K

Figure 23 : Activité antivirale manifestée par la caséine cameline et ses hydrolysats pepsiques
utilisant les cellules A549 et CVB6

: Cellules A549 + caséine 112pug/mL

: Cellules A549 + hydrolysat & 30 min 112pg/mL

: Cellules A549 + hydrolysat a 60 min 112ug/mL.

: Cellules A549 seules

: Cellules A549 + CVB6 (1MOI) (100% ECP).

: Cellules A549 + CVB6 (1 MOI) +caseine 112 pug/mL (59% d’ECP)

: Cellules A549 + CVB6 (0.1 MOI) +caseine 112 pg/mL (95% ECP)

: Cellules A549 + CVB6 (1 MOI) +hydrolysat 30 min 112 pg/mL

(10% ECP)

I : CellulesA549 + CVB6 (0.1 MOI) +hydrolysat 30 min 112 pg/mL,
(97.62 % ECP)

J : Cellules A549 + CVB6 (1 MOI) +hydrolysat 60 min 112 pg/mL
(47.4% ECP)

K : Cellules A549 + CVB6 (0.1 MOI) +hydrolysat 60 min 112 pg/mL

(78.87 % ECP)
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11.7.2. Activité antivirale de la caséine et ses hydrolysats

La caséine cameline a une concentration de 112ug/mL posséde une activité antivirale élevée,
soit 41.33 et 100% d’efficacité apres incubation avec Cox B6 et 31.71 et 49.34% sans
incubation avec le virus a une concentration de 1 MOI mais diminue jusqu’a 24.5 et 5.55%
apres incubation avec le virus et a 17,26 et 4.67 sans incubation avec celui-ci a 0.1 MOI, pour
les cellules A549 et Vero respectivement (Fig.24, 25). L hydrolysat de 30 min exhibe une
activité antivirale, avec 90.52% d’efficacité contre Cox B6 a une concentration de 1 MOI
aprés incubation et 23.04% sans incubation mais chute a 4.68% en non incubé, ND en
incubé a 0.1 MOI avec les cellules A549 et nulles pour les cellules Vero (Fig. 26).

L’efficacité de ’hydrolysat de 60 min & une concentration de 112ug/mL, est de 52.78 et
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100% apres incubation avec le virus contre 23% et 0.5% en non incubé a 1 MOI, mais
diminue &4 21.13 et 52.6 % en incubé et a 13.5% et 0% en non incubé avec le virus & 0.1 MOI
avec les cellules A549 et Vero respectivement (Fig. 27,28). L’hydrolysat de 90 min montre
une activité antivirale a une concentration del12ug/mL atteignant les 100% pour les cellules
Vero a 1 MOI et nulles pour les cellules A549 (Fig .29). Les autres hydrolysats n’ont aucun
effet significatif (Annexe 4).
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Figure 24: Activité antivirale de la caséine cameline contre CVB6 infectant les cellules Vero
et A549 (1 MOI) ; A : non incubé, B : incubé

79



Partie expérimentale Chapitre I1: Résultats et discussion

20 -~

18 -

16 -
R 12 -
9
E12 -
2
£ 10 -
N H A549
£ 8
£ ¢ m Vero
<

4 .

0 1 =il

0,0355 0,179 0,869 4,48 22,4 112
Concentration pg/mL
A
30 +

X 25 A
Q9
£ 20
2
E 15 -
; N H vero
£ | = A549
< g -

0 .

0,035 0,179 0,89 4,48 22,
Concentration pg/mL)

B
Figure 25: Activité antivirale de la caseine cameline contre CVB6 infectant les cellules Vero
et A549 0.1 MOI ; A : non incubé, B : incubé
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Figure 26: Activité Antivirale de I’hydrolysat (30 min) contre CVB6 infectant les cellules
A549 (1et0.1 MQOI); A :nonincubé, B :incubé
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Figure 27: Activité Antivirale de I’hydrolysat (60 min) contre CVB6 infectant les
cellules Vero et A549 (LMOI) ; A :: non incubé, B : incubé
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Figure 28: Activité Antivirale de I’hydrolysat (60 min) contre CVB6 infectant les
cellules Vero et A549 (0.1MOI) ; A :non incubé, B :incubé
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Figure 29 : Antivirale de I’hydrolysat de (90 min) contre CVB6, infectant les cellules
Vero (1 MOI)
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La plupart des protéines du lait, y compris la caséine, peuvent favoriser la croissance des
cellules normales et cancéreuses. Une étude réalisée par Almahdy et al., (2011) précisait que
la caseine cameline (2 mg/mL) induirait un effet cytotoxique de 30% sur les cellules HepG2
et HeLa mais pas sur les cellules PBMCs. Cependant elle ne pouvait pas bloquer I’entrée du
virus de I’hépatite C, le HCV genotype-4 dans ces lignées. Shariatikia et al., (2017) ont
étudié I’effet cytotoxique de la caséine cameline a 2 mg/mL sur les cellules MCF7, qui a
atteint les 80%, le lait camelin induit des changements dans I'expression du gene apoptotique,
Bax (up régulation), le gene anti-apoptotique, Bcl2, (down régulation) des niveaux du ARNm
des tissus tumoraux des rats traités (Badawi et al.,2018). Une autres étude réalisée Hasson et
al., (2015) sur I’effet cytotoxique du lait camelin lyophilisé sur les cellules cancéreuse du sein
BT-474 et qui pouvait augmenter I’expression du marqueur du stress oxydatif, heme-
oxygenase-1, et les vois apoptotiques par la ARNm caspase-3, des cellules BT-474 mais pas
sur des lignées cellulaires non cancéreuses HCC1937 BL. Selon I’étude de Bonuccelli et al.,
(2012), l'a-caséine bovine pouvait inhiber de maniére significative la croissance et les
métastases d'une lignée cellulaire de tumeur mammaire murine (cellules Met-1) et de deux
lignées cellulaires de cancer du sein humain (cellules MCF10A-H-Ras et MDA-MB-231),
par l'activation de la signalisation STAT1. L’hexa peptide PGPIPN f (63-68) de la B-caséine
bovine généré par la pepsine, a un effet cytotoxique sur les cellules cancéreuses ovariennes
SKOV; en favorisant I'apoptose par la suppression de la voie BCL2 par contre il n’a aucun
effet sur la prolifération des cellules hépatiques normale LO2 et les fibroblastes embryo
murine (MEFs) sauf a une forte doses soit 3g/L (Wang et al.,2013 b). Une étude controverse
de Park et al., (2014) stipule que la caséine bovine a une concentration de 1mg/mL
favoriserait la prolifération des cellules cancéreuses de la prostate LNCaP (166%) et PC3
(142%) par contre la prolifération des cellules normales prostatiques (RWPE-1), les (A549) et
des cellules cancéreuses de I'estomac (SNU484), n'a pas été stimulée. Homayouni-Tabrizi et
al., (2016) ont étudié I’effet cytotoxique des hydrolysats pepsiques et pancreatiques du lait
camelin a une concentration de 1mg/mL mais conclu qu’ils n’ont aucun effet sur les HepG2.
L’effet cytotoxique dépend des cellules utilisées qui se différencient par leur génétique, des
comportements apoptotiques, viabilité cellulaire et des voies de signalisation différentes
(Chen et al., 2007 ;Dozmorov et al .,2009). La B lactoglobuline estérifiee par 1’éthanol et
hydrolysee par la pepsine pendant 10h a une activité antivirale de 100% et contre le poliovirus
type 1 (1.0 MOI) inoculé dans des cellules Vero, pendant 48h avec une 1C50 de 20ug/mL et
pas d’effet cytotoxique, pendant que la B lactoglobuline native n’avait aucun effet et de 100%

contre le virus Coxsackie B6 (1 MOI) aprés incubation de 24h mais diminue a 20% apres
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incubation de 48h, cette activité diminue a 75% a 0.1 MOI. Ceci est expliqué par la
multiplication des particules virales pendant 1’extension du temps alors que la concentration
de la P lactoglobuline diminue sous I’action des protéases des cellules Vero (Sitohy et
al. ,2008). Les auteurs ont conclu que Il'activité antivirale de la B globuline estérifiée pourrait
étre due & sa charge nette positive, la compétition entre la protéine et la particule virale sur
les récepteurs membranaires des cellules Vero et la perturbation de I'interaction ARN-protéine
virale, d'ou l'inhibition de la traduction des protéines virales. Avec CoxB6, le taux de
réduction de I'ARN génomique viral a atteint 14%.D’autre part, cette activité est similaire a
celle de la lactoferrine, qui interagit avec un large spectre viral, notamment les rotavirus et le
poliovirus type 1, cette derniére a la capacité de se lier aux lipopolysaccharides, I’ADN et les
glycosaminglycane (Baker, 2000). Redwan et Tabll (2007) ont démontré que l'incubation
des leucocytes humains PBMCs avec la lactoferrine du lait camelin puis infectée avec le VHC
genotype 4 n'a pas empéché I'entrée du VHC dans les cellules, tandis que l'interaction directe
entre le VHC et la lactoferrine cameline entraine une inhibition compléte de I'entrée du virus
apres sept jours d’incubation. Il a été rapporté que la pepsine clive les liaisons peptidiques
impliquant des résidus d'acides aminés hydrophobes et aromatiques. La [-caséine cameline
possede 46 sites de clivages potentiels (Lopez- Exposito et al., 2007). Les effets inhibiteurs
antiviraux s'expliquent par I'entrée de molécules inhibitrices hydrophobes dans les cavités de
liaison hydrophobes de la surface virale (O’conel et al., 1995 ; Cox et al.,1996), ce qui peut
expliquer le blocage de I'entrée des cellules Cox B6 aprés 1h d'incubation par les hydrolysats
et induire leur activité antivirale. Les Coxsackies virus déclenchent I’apoptose des cellules par
activation de la FasL appelé aussi CD95L ou Apo-1L. ou ligand Fas protéine
transmembranaire homotrimérique de la famille du facteur de nécrose tumoral qui se lien a
son tour a son recpeteur Fas qui déclenche ensuite une cascade de réactions : activation du
signal caspase 8 puis caspase 3 menant a la fragmentaton de I’ ADN. (Peischard et al., 2019),
les celules Vero activent 1’expression du mMRNA du récepteur de mort Fas apres 15 h suite a
I'infection par le CDV-Lederle (Del- Puerto et al.,2011).Par contre I’expression du récepteur
Fas chez les cellules A549 augmente d’une maniere dose-dépendent apres 6 h. (Chang et al.,
2014 b), ce qui explique que I’expression et transcription étaient déja activée au début de
I’infection chez les cellules A549 et que D’activité de la caséine était seulement de 41%
(A549) contre 100% (Vero) de méme avec I’hydrolysat de 60 min avec une activité de
52 ,6% avec les A549 contre 100% (Vero) a 1 MOL.
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11.8. Activité antilithiasique

La formation de cristaux a été suivie aprés incubation de 24h & pH 5 (Fig.30), La forme
insoluble calcium oxalate monohydraté (COM) commencait déja a se développer, au début
(Fig.30, A, B), le PBS 2 mM utilisé comme témoin négatif n’a pas d’effet sur la formation
de cristaux par contre la caséine a un effet inhibiteur (Fig. 30, F, G, H) et (Fig. 31) comparée
aux hydrolysats qui sont dépourvus d’effet antilithiasique (Fig. 32).
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F G H

Figure 30 : Formation de cristaux type COM ; A, B :avant incubation C,D,E : apres 24h
d’incubation, F ,G, H : incubé avec du PBS (2 mM).

Figure 31 : Diminution de formation de cristaux aprés ajout de caséine cameline
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G H

Figure 32 : Effet de I’ajout des hydrolysats sur la formation des cristaux

* A - H : hydrolysats de 15, 30, 45, 60, 90, 120,150 et 180 min.
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La lithiase calcique représente plus de 80 % des lithiases urinaires. Les autres types de lithiase
urinaire sont les calculs d’acide urique (10 %), les calculs infectieux (5 %) et des calculs rares
(cystine, xanthine, médicamenteuses...) (Champy et al., 2018). La physiopathologie de la
lithiase rénal est due a la sursaturation urinaire en sels lithogéniques (calcium, oxalate, urate),
et au deficit des inhibiteurs de lithogenése comme le citrate et la uromoduine appelée aussi
protéine de Tamm Horsfall étant donné ses propriétés d’agrégation, elle pourrait jouer un role
important dans la réabsorption de 1’eau et des électrolytes (Ernandez et al., 2013). Les
protéines acides riches en acide aspartique telle que 1’osteopontine inhibent la nucléation la
croissance et 1’agrégation des calculs (Basavaraj et al., 2007). Ce qui explique le pouvoir
antilithiasique de la caséine cameline qui est riche en acide glutamique, ce dernier est 1’acide
aminé non essentiel prédominant 303 mg/g, suivi par la Pro 73 mg/g et I’acide aspartique 69

mg/g contre 218, 96 et 62 pour la caséine bovine respectivement (Rafiq et al.,2016).
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Conclusion

Conclusion et perspectives

Le lait de chamelle collecté a la région de Laghouat, est un aliment complet, compte tenu
de ses principaux parameétres physico-chimiques, il est particulierement riche en lactose,
matiére grasse, protéines, et en vitamine C. La caséine cameline est le composant majeur des
protéines dont la précipitation nécessite un pH plus acide (4.3) aprés écrémage du lait. Pour

potentialiser son effet, I’hydrolyse pepsique allant de 15 a 180 min est réalisée.

Plusieurs aspects ont été visés par ce travail, le premier était d’évaluer 1’activité antioxydante
par spectrophotométrie de la caséine cameline et ses hydrolysats pepsiques. Le second était la
mise en évidence du pouvoir antibactérien, antifongique, antiviral manifesté par la caséine et

ses hydrolysats, un autre aspect était traité, il s’agit de 1’effet antilithiasique.

Cette étude nous a permis de :
-Effectuer une étude physicochimique du lait camelin cru
-Précipiter la caséine et I’hydrolyser par la pepsine.
-Caractériser la caséine et hydrolysats par méthodes spectrales : RP-HPLC, ATR-FTIR.
-Evaluer les activités antioxydantes par les méthodes : la réduction du fer, le test molybdate et
les méthodes du piégeage des radicaux libres en occurrence I’acide 2,2'-azino-bis (3-
éthylbenzothiazoline-6-sulphonique ABTSe+, et du 2,2- diphenyl picryl-1- hydrazyl (DPPH).
-La mise en évidence d’activités antibactérienne et antifongique a révélé, une sensibilité des
levures il s’agit de C.parasilopsis ATCC 22019, et C.albicans ATCC24433, une resistance de
certaines souches bactériennes (S.aureus ATCC 25923), et paradoxalement une forte
sensibilité d’autres souches B.megaterium BM 11, les autres partiellement en occurrence
S.epidermis ATCC12228, E.coli ATCC 25922, P.syringae pv tabaci 1918 NCPPB,
A.baumannii ATCC 19606. Une autre activité a été aussi étudiée, il s’agit de I’activité anti
virale utilisant les cellules Vero et A549 infectées par le virus Coxsackie B6, en incubant les
échantillons avec celui-ci, on a pu démontrer la présence de diverses molécules soit des
peptides bioactifs libérés par hydrolyse a activité biologique différentes. Les résultats obtenus
peuvent étre attribués a la présence d’acides aminés enchainés dans des séquences riches en
Pro, Trp, Phe, ....... etc.
L’hydrolysat de 60 min s’est révélé le meilleur produit antiviral apres la caséine tandis que les
hydrolysats de 150 et 180 min ont un meilleur pouvoir antifongique, Il est probable que les

fragments de ces hydrolysats contiennent en moins une Pro dans leurs séquences........
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Conclusion

Pour mieux valoriser la caséine cameline, et ses hydrolysats, on propose :
- L’identification des séquences peptidiques dans chaque hydrolysat, aprés isolement des
fractions actives par des techniques de separation adéquates,
- L’utilisation d’autres enzymes ou bien les combiner a fin de potentialiser les activités
biologiques,
- L’optimisation de la possibilité d’employer ces hydrolysats dans les nouvelles formes
thérapeutiques comme 1’encapsulation.

- L’utilisation d’autres sources de protéines plus disponibles et facilement régénerées.
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Annexes
Annexel : Dosage du Lactose

Solution aqueuse d'hexacyanoferrate (11) de potassium (2mL)

-KsFe (CN) 6,3 H20.............. 15¢

-Eau distillée........................ 100 mL
Solution aqueuse d'acétate de zinc (2mL)
-Zn (CH3COO0) , 2 H20.......... 30g
-Eaudistillée ..................... 100 mL
Solution cuivrique (20 mL)

-CuS04, 5H20......c.evivinnnne. 40 g
-H,SO, p20=1,83¢g/mL ......... 2mL
-eau distillée...................... 1000 mL
Solution tartro-alcaline (20 mL)

-Na K (H4C406), 4 H20............. 200 ¢
-NaOH.......oo, 150 g
-eau distillée......................... 1000 mL
Solution ferrique

“Fea(SO4) .. 3509
-H,SO4 p20=1,83 g/mL............ 2009
-eau distillée ........................... 1000 mL.

Solution de permanganate de potassium 0,1 N
Annexe 2 :

Préparation des solutions de la méthode de Lowry

Solution A Na,CO3 10g Dans NaOH 0.1N (500 mL)

Solution B 2 mL de CuSOq (0.329/100 | 2mL de tartrate double de K
mL) et Na (1g/100 mL)

Solution C 50 mL de solution A Dans 1mL de solution B

Gamme étalon
Dissoudre 0,05g de BSA dans 500 ml d’eau.

Préparation de dilution a partir de la solution mére 100 pg/ml :

Eau distillée ( mL) Volume de la solution BSA Conc finale
(mL)

0 100ug/ml 100 pg/mL

8 2 20 pg/mL

6 4 40 pg/mL

4 6 60 pg/mL

2 8 80 pg/mL
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Figure 01 : Courbe d’étalonnage du BSA par la méthode de Lowry
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Figure 02 : Courbe d’étalonnage du 3 carotene pour dosage des caroténoides
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Annexe 3 :

EC500-90

Figure 03 : Photographie d’une unité d’électrophorése (HOEFFER SE 260)

Solution de coloration

Bleu de Coomassie ...................... 0.29
Methanol..............c.cocoiiininn, 90 mL
Acide acetique ........................ 20 mL
Bau ... 90 mL

Solution de décoloration

Methanol ...............c.cci. 90 mL
Acide acetique........................ 10 mL
Glycerol ..........cocoiiiiiiii, 10 mL
Bau ... 90 mL
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Annexe 4

1. Préparation du milieu de culture DMEM 2%

Dans un flacon de 1L de DMEM ajouter:

50 ml Tryptose phosphate

2 ml pénicilline-streptomycine

20 ml de SVF

Faire le contrble de stérilité sur Bouillon Trypto-caséine soja
Thioglycolate

Gélose Sabouraud

2.Préparation du milieu de culture DMEM 10%

Dans un flacon de 1L de DMEM ajouter :

100 ml Tryptose phosphate

2 ml pénicilline-streptomycine

100 ml de SVF

Faire le contrble de stérilité sur Bouillon Trypto-caséine soja
Thioglycolate

Gélose Sabouraud

Activité antivirale (%) de la caséine et ses hydrolysats incubé avec le virus

Cox B6
pg/mL AA% on Cox B6
0.1 MOl 1 MOI (avec Vero) 0.1 MOl 1 MOI (avec A549)
Caséine
0.035 1.75 0 13.3 6.79
0.179 3.18 53 16.08 14.46
0.89 4.37 63.7 17 14.5
4.48 5.29 81.7 17.5 14.68
22.4 5.93 89 18.34 28.52
112 5.55 100 24.5 41.33
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Hydrolysate 15 min

0.035 0 0 0 0

0.179 0 0 0 0

0.89 0 0 0 0

4.48 0 0 0 0

22.4 0 0 0 0

112 0 0 0 0
Hydrolysate 30 min

0.035 0 0 0.3 0

0.179 0 0 0.64 0.03

0.89 0 0 0.03 15.06

4.48 0 0 2.53 394

22.4 0 0 2.84 57.9

112 0 0.28 ND 90.52
Hydrolysate 45 min ND ND ND ND
Hydrolysate 60 min

0.035 23.58 0.001 3.6 0

0.179 30.88 2.11 4.4 14.07

0.89 36.4 3.9 7.5 14.8

4.48 47.61 26.17 11.00 24.37

22.4 28.7 80.4 16 49

112 52.78 100 21.13 52.6
Hydrolysate 90 min

0.035 0 0 0 1.17

0.179 0 0 0 0

0.89 0 10.4 0 0

4.48 0 40.9 0 0

22.4 0 61.3 0 0

112 0 100.5 -1 0
Hydrolysate 120 min

0.035 0 0 0 3.9

0.179 0 0 6 4.4

0.89 0 0 5.67 5

4.48 0 0 5.47 3.22

22.4 0 0 4.55 3.027

112 0 0 7.27 3.38
Hydrolysate 150 min
0.035 0 0 0.05 0.21
0.179 0 0 0.1 0.035
0.89 0 0 0.051 0.058
4.48 0.043 0.4
22.4 0 0 0.013 0.013
112 0 0 0.069 0.077




Annexes

Hydrolysate 180 min
0.035

0.179

0.035

0.89

0.05

4.48

22.4

112

-3.6

0.38

3.72
5.79
6.01

0.051
0.1

0.045
0.05

0.013
0.06

0.02

0.4
0.014
0.06
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ABSTRACT. Camel milk casein and its hydrolysates obtained by pepsin enzyme action for 5 to 180 min,
were assessed for antioxidant activities using 2, 2- diphenyl picryl-1- hydrazyl (DPPH), ferric reducing
power, total antioxidant capacity (TAC) and B-carotene/linoleic acid bleaching tests. The antiviral effect
against Coxsackie virus (Cox B6) was conducted in vitro by using A 549 and Vero cell lines. Coxsackie
virus (Cox B6) was first interacted with casein and its hydrolysates at different concentrations, and then
mixed with the different cell types. The viable cells were revealed by colorimetric method using neutral
red. Results obtained suggest that pepsin camel milk casein hydrolysates can be exploited as a source of
antioxidant compounds, and inhibit Coxsackie infection in both cell lines.

Keywords: Camel milk casein, pepsin hydrolysates, antioxidant, Coxsackie virus, Vero, A549.

INTRODUCTION

Dromedary camel milk proteins composition is 3 to 3.9%, it contains two main groups:
whey and casein, the second one constitutes 52 to 87% of total milk proteins, with main
fractions: P casein (65%) followed by aS1 casein (21%) [1].

Within the protein sequence, peptides are inactive and require enzymatic proteolysis.
Once released from the proteins precursor they become bioactive, and will have a positive
impact on body, the beneficial health effects may be classified as antioxidative,
antimicrobial, antithrombotic, antihypertensive or immunomodulatory [2, 3].

Oxidative stress refers to elevated intracellular levels of reactive oxygen species
(ROS), with free radicals including the superoxide anion (O2"), hydrogen peroxide
(H202), and hydroxyl radicals (OH), they are derived either from normal essential
metabolic processes in the human body or from external sources such as exposure to X-
rays, 0zone, cigarette smoking, air pollutants, and industrial chemicals [4]. They also react
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with proteins, hormones, enzyme molecules and even DNA, leading to damage cell
membranes and the development of cancers. Antioxidants prevent free radical formation
by scavenging them or by promoting their decomposition. In addition to natural
antioxidants based on polyphenols, peptides that can utilize free radicals are identified in
various hydrolysates of milk proteins [5], in order to replace synthetic antioxidants
(butylated hydroxytoluene BHT, butylated hydroxyanisole BHA, propyl gallate...) used
in food industry for extending the storage period of end products, but recently reported to
be dangerous and imposing human health risks.

Among risks, tumor in human, whose many reports ascribed the link of viral infections
with cancer [6]. Coxsackie viruses are RNA viruses belonging to the family
picornaviridae and the genus enterovirus, divided into two groups A and B, at least 6
serotypes of group B are recognized (Coxsackie virus B) tend to infect heart, pleura,
pancreas and liver causing pleurodynia, myocarditis and hepatitis; they are also causing
non- specific febrile illnesses and upper respiratory tract disease [7]. Enteroviruses grow
at a wide pH range (3- 10). After initial replication in the oropharynx, enteroviruses
survive the acidic environment of the stomach [8, 9].

The aim of this work was to provide more information on the peptic camel milk casein
hydrolysates antioxidant activity and to explore antiviral activity against Cox B6 on both
African green monkey kidney cells (Vero cells) and adenocarcinomic human alveolar
basal epithelial cells (A549 cells).

MATERIALS AND METHODS

Vero and A549 cells, Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) and Cox B6 were
obtained from the National Referenced Laboratory, Pasteur Institute, Algiers, Algeria.

Fetal calf serum (FCS), DPPH, pepsin, ferric chloride, potasium ferricyanide, SDS,
coomassie blue, TEMED, tween 40 were purchased from Sigma-Aldrich and ferrous
sulfate, ammonium persulfate, sulfuric acid, sodium phosphate, ammonium molybdate,
ammonium per sulphate and methanol were of analytical grade.

Sampling

Samples were collected in the morning from healthy female camels in a local farm at
Laghouat region (Algeria) in bottles, and kept on ice during transportation to the
laboratory and then stored at 4°C.

Casein preparation

Casein samples were prepared as follows: camel milk was defatted by centrifugation
(3500%g, 20 min) at 4°C, then filtered. The filtrate was diluted with distilled water and
pH was adjusted to 4.3 by the addition of 1M HCI, then centrifuged (5000%g, 30 min, 20
°C). The precipitated casein was separated from whey and washed with distilled water to
remove any residue, then neutralized by 1M NaOH, precipitated again at pH 4.3 and
washed, afterwards spread on filter paper, dried after removing water and lyophilized.

To estimate the concentration of casein, the Lowry protein assay was performed.

Casein hydrolysis

Camel milk casein was treated with pepsin according to the method of Parrot et al.
[10]. A casein solution was prepared (20 mg/mL), pH adjusted to 2.0 with 1M HCI, then
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a 1g/L pepsin solution in 0.01M HCI was added to casein at enzyme/substrate ratio 1:200
(w: w). Camel casein was hydrolyzed by pepsin for 15, 30, 45, 60, 90, 120,150 and
180min at 37°C in water bath. The enzymatic hydrolysis was stopped by heating the
reaction volume at 85°C for 5 min.

SDS PAGE analysis

SDS PAGE was performed on polyacrylamide gel system described by LaemmLi [11]:
4.8% wiv polyacrylamide stacking gel at pH 6.8 and 17% polyacrylamide separation gel
at pH 8.8. Samples were diluted in sample buffer containing stacking gel buffer, 10%
SDS, B-mercaptoethanol then were heated at 95°C for 5 min.

10 ul of samples with 2 mg/mL protein was loaded onto the gel for electrophoresis at
200 V at 25mA constant current. After running the electrophoresis unit, proteins are fixed
with 12% (w/v) trichloroacetic acid (TCA) for 30 min and then stained with 0.2 g of R-
250 Coomassie brilliant blue dissolved 45 min in a mixture of methanol/acetic acid/water
(90:20:90, v/vlv), followed by distaining in methanol/acetic acid/glycerol/water
(90:10:10:90, viviviv).

Antioxidant activity evaluation
Reducing power assay

The reducing power was determined according to the method described by Hwang et
al. [12]. The hydrolysate aliquot (0.5 mL) was mixed with 0.5 mL 0.2 M phosphate buffer
(pH 6.6) and 0.5 mL of 1.0 % potassium ferricyanide (KsFe (CN)s) and then incubated in
a water bath at 50°C for 20 min. After cooling down, 0.5 mL of 10% trichloroacetic acid
was added to the mixture to stop the reaction, then the mixture was centrifuged at 1500 g
for 10 min. The supernatant (1 mL) was mixed with 1 mL distilled water and 0.2 mL
0.1% ferric chloride FeCls, and the absorbance was measured at 670 nm after setting in
the dark at room temperature for 10 min. The control is included by replacing the sample
volume by equal volume of solvent.

Free radical scavenging activity

Antioxidant activity was measured using 2, 2-Diphenyl- 1-picrylhydrazyl (DPPH)
radical-scavenging assay as described by Brand-Williams et al. [13] where a fixed volume
of each hydrolysate (0.1mL) was mixed with 3.9 mL of 6.10° M of methanol DPPH
solution, the mixture was allowed to stand in the dark at room temperature for 30 min,
the absorbance was read at 515 nm. The control was prepared by replacing the sample
with distilled water.

The free radical scavenging activity (inhibition %) was calculated from following
equation:

Scavenging activity (inhibition %) = abs control- abS sample/ @bS contror)* 100

Blank sample and reference standard consist of methanol and BSA respectively.

Total antioxidant capacity (TAC)

Determination of antioxidant capacity, through the formation of phosphomolybdenum
complex is performed as decribed by Prieto et al. [14]. 0.1 mL of sample (20 mg) solution
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is combined with 1 mL of reagent (0.6 M sulfuric acid, 28 mM sodium phosphate and
4 mM ammonium molybdate). The aqueous solutions are incubated in a boiling water
bath at 95 °C for 90 min. After cooling, the absorbance is measured at 695 nm against
blank.

P-carotene/linoleic acid bleaching test

The method is assed according to Wanasundra et al. [15]. Briefly 1 mL of chloroformic
solution of B carotene was pipetted into round bottom flask and 20ul of linoleic acid, 200
mg of tween 40 emulsifer were added. After removing chloroform by rotary evaporator
at 40°C, 50 mL of oxygenated water was added to flask and shaken, aliquots of 5 mL of
the emulsion were added to 0.5 mL of each sample, and immediately placed in water bath
at 50°C. The absorbance was read against blank at different time intervals for 120 min at
470 nm.

Antiviral activity of hydrolysates against Cox B6

The antiviral activity was assayed against Coxsackie virus, the multiplications of
infection (MOI) were 0.1 and 1 MOI, using monocellular layers 50000 for Vero and
30000 for A549 cells per well in 96 well microplates for 72h. 100ul from each hydrolysate
concentrations (0.035-120 pg/mL) were added to 40l of virus suspension and 100ul of
DMEM containing 7 and 10% FCS for A549 and Vero cells respectively, after incubation
1h at 37°C. Cellular suspension was added, and plates were incubated at 37°C in 5% CO..
At the end of the period of 72h, viable cells were revealed by neutral red and estimated
by reading the absorbance at 540 nm using plate reader [16]. The percentage of antiviral
activity is calculated as followed:

AA= ODs- ODvODc- ODv

ODs is the optical density of the cells infected by virus and protected by the hydrolysates.
ODv is the optical density of the cells infected by virus.

ODc is the optical density of the cells protected by the hydrolysates and not infected by
virus

Statistical analysis
All the tests were performed in triplicate and the graph was plotted with mean value.

RESULTS

Casein was isolated from acidified defatted milk. For determining the total level of
protein in a solution, the Lowry protein assay was performed and the camel milk casein
concentration was found 30.81g.L™.

Polyacrylamide gel electrophoresis (SDS- PAGE)

Molecular weight of casein and its pepsin hydrolysates were compared to molecular
standard (Fig. 1).
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casein | A B C

Fig.1. SDS page of camel milk casein and its pepsin hydrolistes at different
hydrolysis time M: molecular weight marker, peptic hydrolysate at 60min (A) peptic
hydrolysate at 90min (B), peptic hydrolysate at 120min (C).

Reducing power assay

Antioxidant peptides produced by pepsin hydrolysis of camel milk casein have
reducing power. The absorbance increases up to 90 min (Fig.2).
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Fig. 2. Dependence of reducing power of hydrolysis products of casein with pepsin
of various time of hydrolysis.

DPPH free radical scavenging activity

Scavenging activity of camel casein hydrolysates are determined using DPPH radicals
(Fig 3). The antioxidant activity goes increasing to 120 min and after that decreases.
Increasing the degree of hydroyisis of casein leads to decrease in activating effect of
peptides.
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Fig. 3. Free radical scavenging activity DPPH activity of casein hydrolysates by pepsin
at different time of hydrolysis

Total antioxidant capacity (TAC)

To evaluate the total antioxidant capacity of peptide generated from hydrolysis, the
reduction of phosphate Mo (VI) to phosphate Mo (V) by the sample and subsequent
formation of a bluish green colored phosphate/Mo (V) complex at acid pH. The
absorbance goes increasing till 180 min of hydrolysis (Fig.4).
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Fig. 4. Dependence of the absorbance on the time of hydrolysis in phosphomolibdenum
essay
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p-carotene/ linoleic acid bleaching test

The comparative absorbances of the hydrolysates at different time intervals till 120
min as described in the procedure of this assay indicates that hydrolysates of 120 and 90
shows higher values (Fig 5).
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Fig. 5. Bleach ability of  carotene in linoleic acid system at different time intervals

Antiviral activity against Cox B6

The antiviral activity of camel milk casein hydrolysates against Cox B6 results are
shown in Fig 6-11.
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Fig. 6. Antiviral activity of casein, Fig. 7. Antiviral activity of casein,
incubated with Cox B6 1 MOI incubated with Cox B6 0.1 MOI
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Fig. 8. Antiviral activity of casein hydrolisat (30 min) ,incubated with Cox B6 (1MOI)
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DISCUSSION

Fat was removed from camel milk and, after precipitation by acidification the casein
obtained was isolated, the bands in SDS-page give an estimation of molecular weight of
casein approximately 28 kDa, it was reported that camel mil casein has a weight of o s1-
CN and B - CN 33 and 29.5 kDa respectively [17], another study mentioned 31, 25, and
27 kDa for a. s1 —, o s2 —and - casein respectively [18], after hydrolysis bands of smaller
molecular weight are visible.

The time hydrolysis goes up to 180 minutes, the biological activity of peptides depends
on the protein substrate, enzyme specificity, and hydrolysis conditions.

Reducing power assay

This method is based on the principle of increase in the absorbance of the reaction
mixtures. Increase in the absorbance indicates an increase in the reducing power. In this
method, antioxidant compound forms a colored complex which is measured at 670 nm.

The presence of deductants in peptic camel milk hydrolysate up to 90 min, causes the
reduction of the Fe**'ferricyanide complex to the ferrous form. Therefore, the Fe?*can be
monitored by measuring the formation of blue at 695 nm. For the pepsin treatment
hydrolysate produced by 90 min hydrolysis, the greatest reducing power is expedited. The
peptide cleavages increase the availability of protons and electrons resulting from
enzymatic hydrolysis. [19].

DPPH free radical scavenging activity

The DPPH activity of camel milk casein hydrolysates has been used to evaluate its
antioxidant activity, relatively high DPPH scavenging activity was observed with
different enzymes at a longer incubation time where the o chymotripsyne at 2h of
hydrolysis produced hydrolysates which had significantly higher antioxidant activity up
to 6 h [20]. The antioxidant activity increased significantly with the progress in hydrolysis
time up to 120 min where the higher activity is about 33.97 %, then decreases.
Relationship between hydrolysis time which act like electron donor and DPPH activity
could be established where scavenging activity of pepsin hydrolysates may be a result of
its higher enzymatic activity.

B-carotene/ linoleic acid bleaching test

The of B carotene /linoleic acid bleaching test is usually used to detect antioxidants
like phenolics, in this study, casein hydrolisates showed antioxidant property, up to 120
min of incubation, the hydrolysates have an inhibitory activity against linoleic acid auto
oxidation,

Its antioxidant activity is due to increased accessibility to hydrophobic targets [21]. In
fact, hydrophobic amino acids in the camel milk casein hydrolysates, which have higher
affinity to the lipid phase than hydrophilic amino acids, can scavenge lipid-derived
radicals [22].

Total antioxidant capacity (TAC)

This assay is a quantitative method to investigate the reduction reaction rate among
antioxidant. It involves in thermally generating auto oxidation during prolonged
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incubation period at high temperature, electron transfer occurs in this assay which
depends upon the structure of the antioxidant [14].

Antiviral activity against Cox B6

Camel milk casein and its hydrolysate of 60 min have an antiviral activity in both Vero
and A549 cell line, while its hydrolysate of 30 min shows an antiviral activity in A549
cell line only. Hydrolysate of 90 min also inhibits the infection of Vero cell line by Cox
B6 but not A549 (data not shown).

The antiviral activity of camel milk hydrolysates has been investigated against the
ability of Cox B6 to infect Vero and A549 cells. The time of incubation with virus, the
concentration of the hydrolysates and the viral load (MOI) determine the amplitude of
antiviral activity.

The concentration of 112 pg/mL of casein has the highest antiviral activity, with 41.33
and 100% efficiency against Cox B6 at concentration of 1IMOI but decreases to 24.5 and
5.55% at 0.1 MOI, in A549 and Vero cells, respectively.

Hydrolysates with antiviral activity are 30, 60 and 90 min of hydrolysis, after that no
activity was observed (data not shown). The camel milk casein hydrolysate of 30 min
exhibits an antiviral activity, with 90.52% efficiency against Cox B6 at a concentration
of 1 MOI and only 2% at 0.1 MOI in A549 cell line only, while the efficiency of
hydrolysate of 60 min (112 pg/mL) is 52.78 and 100% at 1 MOI, and 21.13 and 52.6 %
at 0.1 MOI in A549 and Vero cells respectively, also the 90 min hydrolysate shows a
high antiviral acticity at a concentration of 112ug/mL with Vero cell only attending
100%.at 1MOI. Sitohy et al., [23] conclude that antiviral activity of esterified whey
protein could be due to the perturbation of viral RNA- protein interaction, hence
inhibition of the translation of viral proteins. With Cox B6 the level of reduction of viral
genomic RNA reached 14%. Also, it was reported that pepsin cleaves peptide bonds
involving hydrophobic and aromatic amino acids residues. Camel B-Casein has 46
possible potential cleavages [24]. Antiviral inhibitory effects are explained by the entry
of hydrophobic inhibitory molecules in the hydrophobic binding cavities of the viral
surface [25, 26], which may explain the blockage of Cox B6 cell entry after 1h of
incubation by the hydrolysates and induce their antiviral activity in our study.

CONCLUSION

On the basis of the results obtained in the present study it can be concluded that camel
milk casein hydrolysates presenting antioxidant activity were produced through
hydrolysis with pepsin, had different structures based on SDS-PAGE, especially
hydrolysates of 60, 90 min.

Antioxidant properties measured using DPPH free radical scavenging, reducing
power, total antioxidant capacity and [ carotene/ linoleic bleaching test were improved
after hydrolysis of camel milk casein. These compounds are able to protect Vero and
A549 from harmful viral infection (Cox B6). The results suggest the presence of
biologically active peptide fractions, which may be worth for further investigation.
Further work using other hydrolysis enzymes and animal models will be needed to
conclude valuable information.
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Résumé

Le lait de chamelle est un nutriment de base des nomades, ses avantages comprennent sa capacité a favoriser la croissance du corps, prévenir le diabéte,
stimuler I'immunité et la circulation sanguine et atténuer les réactions allergiques. Cette présente étude a pour objectif d’estimer la composition
physicochimique du lait de chamelle collecté en mois d’Avril, dans la région de Laghouat et d’investiguer le potentiel antioxydant, antimicrobien et
antilithiasique de la protéine majeur du lait camelin qui est la caséine : ainsi que celui de ses hydrolysats pepsiques obtenus sur un intervalle de temps
allant de 0 & 180 min d’hydrolyse. Le lait collecté présente un pH acide de 6.32 + 0.1 avec une acidité Dornic de 17.1+ 1°D, la matiére grasse représente
28+ 1 g/L avec un taux de matiére azotée de 4.3 + 0.01% dont une teneur du lactosérum de 7.9 g/L et 34.08 g/L de cas€ine, les cendres sont a 9+ 0.1 g/L
quant au taux de matiere seche, il revient a 13+ 0.5%.Le taux d’antioxydants tels que les caroténoides est faible 0.16 mg/L ce qui explique la couleur
blanchéatre du lait, quand a la vitamine C, sa teneur semble élevée : 25.25mg/L. La caractérisation par électrophorése SDS- PAGE, de la caséine montre
une bande avoisinant les 28 kDa et plus le temps d’hydrolyse est long, plus les bandes sont diffuses. Purifiée par la méthode RP-HPLC, la caséine présente
un pic singulier a t= 43.10 minutes, qui diminue d’intensité au fur et & mesure que le temps d’hydrolyse augmente. La déconvolution de la bande Amide |
obtenue par la technique ATR-FTIR, a montré un changement de structure notamment 1’augmentation des coudes de 1.8% (caséine) a 7.38% aprés 180
min d’hydrolyse. Concernant I’activit¢  antioxydante, quatre tests ont été réalisés: a savoir par les méthodes de I’acide 2,2'-azino-bis
(3éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) ABTS avec 54.63% d’inhibition pour la caséine et atteignant 83,1 % pour 1’ hydrolysat de 180 min .L’inhibition du
radical 2,2- diphenyl-1 -picrylhydrazyle (DPPH) était de 30% pour la caséine et 17% pour les hydrolysats a 180 min. Les DO des tests de réduction de fer,
et du molybdate, voient leur absorbance augmenter de 0.164 & 0.176 et de 0.136 a 0.7 del5 a 180 min d’hydrolyse, respectivement. L’activité
antibactérienne de la caséine révele I’absence d’effet sur B.megaterium BM 11, S.epidermis ATCC 12228,S.aureus ATCC 25923, E.coli ATCC 25922,
P.Syringae pv tobaci 1918 NCPPB, A.baumannii ATCC 19606, C.parasilopsis ATCC 22019, C.albicans ATCC 24433. Tandis que tous les hydrolysats
ont manifesté un effet inhibiteur sur les microorganismes sauf sur S. aureus, a une concentration de 80 mg/mL. La caséine et ses hydrolysats a des
concentrations de 0.035-120 pg/mL favorisent la survie des lignées cellulaires Vero et A549 et leur prolifération mais manifestent un effet cytotoxique a
1120pg/mL. Les résultats des tests de I'évaluation de l'activité antivirale vis a vis du virus Cox B6 préincubé & 1 MOI sur des cellules Vero et A549
mettent en évidence ’efficacité de de la caséine et ’hydrolysat de 60 min a112ug/mL, & 100%. L’hydrolysat de 90 min était efficace a 100% sur les
cellules Vero uniquement, aprés 72h d’incubation. L’effet antlithiasique par inhibition de formation de cristaux de la caséine est tres prometteur tandis que
les hydrolysats étaient inactifs.

Mots Clés : Caséine cameline, hydrolysats pespsiques, antioxydants, antimicrobiens, antiviral, antilithiasique.

Abstract

Camel milk has always been a major traditional staple in the nutrition of the pastoral nomadic people, its benefits include its ability to promote the growth
of the body, prevent diabetes, stimulate immunity, blood stream and alleviate allergic reactions. For the purpose of this study, we broadly define
physicochemical properties of camel milk collected in April, from Laghouat region and to investigate the antioxidant, antimicrobial antiviral potential and
anti-lithiasis properties of casein: major protein camel milk and those of its peptic hydrolysates after 180 min of hydrolysis. The pH of collected milk was
6.32 + 0.1 and 17.1+ 1°D Dornic acidity, fat content rose to 28 g / L = 1 while nitrogen content was found to be 4.3% + 0.01. Casein is the dominant
protein group with 34.08 g / L followed by whey 7.9 g/ L; Ash content was 9 g/ L + 0.1 and 13% =+ 0.5 dry matter. The mean content of carotenoids was
0.16 mg/L which explain opaque white colour of milk, the amount of vitamin C seems high 25.25 mg / L. Molecular weights profile of milk casein
separated by SDS-PAGE electrophoresis gave an estimation of 28kDa while casein hydrolysates show high electrophoretic mobility. The RP-HPLC
procedure was used for the separation of casein, different chromatographic profiles were obtained at 43.10 min elution time, change in secondary structure
of casein and casein hydrolysates obtained by ATR- FTIR spectrum and deconvolution curves were obtained. Increase in the contents of p-turn 7.38% in
casein hydrolysates of 180 min was noticed compared to the original casein sample 1.8%. Samples were screened for possible antioxidant activities
following four tests, among them free radical scavenging activity 2,2'-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) and 2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH).Casein showed 54.63% and 30% scavenging activity compared to 83,1 %17% for 180 min hydrolysis sample respectively.
Concerning antioxidant capacity of the reducing power and phosphomolybdenum methods, absorbance rose from 0.164 to 0.176 and from 0.136 to 0.7
from 15 to 180 min hydrolysis respectively. Antimicrobial activity was tested by using the inhibition zone assay on LB-agarose plates against several Gram
positive and Gram-negative bacteria, casein has no effect on B.megaterium BM 11, S.epidermis ATCC 12228, S.aureus ATCC 25923, E. coli ATCC
25922, P.Syringae pv tobaci 1918 NCPPB, A.baumannii ATCC 19606, C.parasilopsis ATCC 22019, C.albicans ATCC 24433,while all hydrolysates
showed an inhibitory effect on microorganisms except for S. aureus, at a concentration of 80 mg / mL. The antiviral activity was assessed in vitro against
Coxsackie B6 virus (Cox B6), by evaluating the amount of viable cell (Vero and A549 cells) after the addition of Cox B6 pre-treated with casein and the
hydrolysate for 72h .Samples revealed cytotoxicity at 1120ug/mL. Casein and 60 min hydrolysate (112ug/mL) were able to protect Vero and A549 cells
from harmful viral infection (LMOI), at a rate of 100%, while 90 min hydrolysate was efficient on Vero cells only. Anti lithiasis test was assessed and
casein could prevent calculus formation unlike hydrolysates.

Key words: Camel casein, pepsin hydrolysates, antioxidant, antimicrobial, antiviral, antilithiasis.



