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Résumé

Le lait est connu par sa valeur nutritionnelle et son excellent pouvoir protecteur contre les
infections. Il contient des composants solubles et cellulaires qui fournissent des nutriments
essentiels. Les laits de différentes especes different selon leur composition en protéines.
Malgré leur richesse et leur production, les laits de dromadaire et du lama demeurent des
produits relativement peu consommés et transformeés car insuffisamment étudié et mis en
valeur. L'objectif de cette étude était d’étudier et de comparer la composition en protéines des
différentes fractions du lait du dromadaire et du lama.

Les protéines du lait écrémé de dromadaire et de lama ont d'abord été caractérisées par une
technique de séparation en deux dimensions couplée a la chromatographie liquide en phase
liguide & haute performance en premiere dimension suivie de I'électrophorése sur gel de
polyacrylamide en deuxieme dimension (RP-HPLC -SDS- PAGE).

Les proteines majeures du lait, les caséines as; asp, B et k ainsi que quelques protéines du
lactosérum telles que I’a-lactalbumine, la lactoferrine et la sérum albumine ont été identifiées
par carte d’empreinte peptidique.

Les protéines du lait du lama et du dromadaire ont été aussi caractérisées par
Chromatographie Liquide a Haute Performance en Phase inverse couplée a la Spectrométrie
de Masse d’lonisation Electrospray. Cette approche nous a permis d’attribuer les masses
moléculaires précises pour la majorité des protéines identifiées précédemment par la
spectrométrie de masse. De méme, gréce a la technique d’électrophorése bidimensionnelle sur
gel (2-DE), nous avons pu identifier plus de 45 spots de protéines présentes dans le
lactosérum du lait de dromadaire.

Le sequencage de novo de I’a -lactalbumine du lama par la Chromatographie Liquide couplée
a la Spectrométrie de Masse en tandem (LC-MS/MS) a montré la présence de deux
substitutions d'acides aminés (R62L / 1 et K8IL / 1).

Puisque les données sur la membrane de globules gras du lait des Camélidés sont
inexistantes , nous avons utilisé dans la derniére partie de ce travail I’outil 1D- LC-MS/MS
qui a permis d'identifier 322 et 187 groupes fonctionnels de protéines associées a la

membrane de globules gras du lait de dromadaire et du lama respectivement.

Mot cles: Camélidés, Protéines du lait, caséines, Chromatographie liquide, lonisation

electrospray, Spectrométrie de masse.



Abstract

Milk is known to provide an excellent nutrition and protection against infection. It contains a
range of soluble and cellular components which provide essential nutriments. Milks from
different species differ significantly as to their protective proteins content which plays a role
in the protection to the developing animal and/or human.

In spite of their richness and their considerable production, dromedary and Ilama milks
remain products relatively not much consumed and transformed because insufficiently studied
and emphasized. The objective of this study was to investigate and compare the protein
composition of the different fractions of llama and dromedary milk.

Skimmed Ilama and dromedary milk proteins were first characterized by a two dimensional
separation technique coupling Reverse Phase High Pressure Liquid Chromatography in the
first dimension with sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis in the
second dimension (RP-HPLC-SDS-PAGE). Milk proteins: caseins (ds1, 0s2,3 and k caseins.)
and some whey proteins like a-lactalbumin, lactoferin and serum albumin were identified
using peptide mass fingerprinting.

Llama and dromedary proteins milk were also characterized by on-line Reverse Phase High
Pressure Liquid Chromatography/Electrospray lonization Mass Spectrometry (LC-ESI-MS)
analysis. This approach allowed attributing precise molecular masses for most of the
previously MS-identified milk proteins.

We reported also the successful use of the Two-Dimensional gel Electrophoresis (2-DE) tool
to identify over 45 protein spots present in the dromedary whey milk. De novo sequencing of
the llama a-lactalbumin protein by Liquid Chromatography coupled with tandem Mass
Spectrometry (LC-MS/MS) showed the occurrence of two amino acid substitutions (R62L/1
and K89L/I).

Because in camelids, nothing is known about the milk fat globule membrane (MFGM), we
used 1D-LC-MS/MS to identify 322 and 187 functional groups of proteins associated with

dromedary and Ilama milk respectively.

Key words: Camelids, Milk proteins, Caseins, Liquid chromatography, Electrospray

ionisation, Mass spectrometry.
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Introduction générale

Le lait occupe une place stratégique dans I’alimentation quotidienne de I’homme, en
raison, d’une part, de sa composition équilibrée en protéines, glucides et lipides et, d’autre

part, grace a sa richesse en vitamines et en minéraux.

Le lait camelin est d'un grand apport pour la santé humaine. Il est utilisé pour ses

vertus thérapeutiques: anticancéreuses, antimicrobiennes, antidiabétiques,...

Parmi les Camélidés, le dromadaire est une composante importante de I’écosysteme
désertique, son lait constitue depuis longtemps la principale ressource alimentaire pour les
peuples nomades. En effet, le lait de dromadaire est bien apprécié par la population du Sud
Tunisien qui le recherche en raison de ses vertus thérapeutiques dans la médecine
traditionnelle. Toutefois, malgré sa richesse et sa production non négligeable, le lait de
dromadaire demeure un produit relativement peu consommé et peu transformé car

insuffisamment étudié et mis en valeur.

De méme, et malgré son importance économique et son élevage pour le transport des
marchandises, sa laine et sa viande, trés peu d’études sont publiées a ce jour sur le lait de
lama, petit Camélidé de I’Amérique du sud. Des études préliminaires se sont limitées a la
détermination des taux de matiere grasse, de protéines et des minéraux chez cette espéce
(Morin et al., 1995 (a,b), Riek et Gerken., 2006).

Les analyses du lait de vache et du lait humain ont montré que ces laits renferment un
trées grand nombre de protéines dans leur phase aqueuse (caséines et protéines du lactoserum)
mais aussi dans la fraction associée aux lipides du lait (globules gras). Cependant, les données
sont limitées pour le lait des Camélidés. Des travaux ont été réalisés sur les fractions
caséiques et sur les protéines solubles du lait de dromadaire (Kappeler et al, 1998), mais trés
peu de données sont disponibles sur le lait de lama, et aucune donnée n’existe pour le lait

camelin et lamin a ce jour sur les protéines associées aux globules gras.

Dans le but daméliorer nos connaissances relatives aux protéines du lait des
Camélidés, un travail a été mené afin de générer de nouvelles données concernant le lait de
dromadaire et de lama en utilisant les outils modernes de la protéomique et de la biologie
moléculaire. Les données obtenues ont été comparées a celles existantes sur les laits issus

d’autres especes (femme, vache, chevre et jument).




Introduction générale

Ce travail a pour objectif d'améliorer I'état des connaissances sur les composantes du lait des
Camélidés par une caractérisation de sa composition protéique pour une meilleure

valorisation.

Le présent manuscrit est structuré en quatre parties:

La premiére partie est consacrée a une étude bibliographique introductive a cette thése
qui fera le point sur :

- La présentation des Camélidés (taxonomie, repartition géographique et genétique des
Camélidés).

- La composition globale du lait des Camélidés (dromadaire et lama).

- La composition fine du lait de dromadaire.

La deuxiéme partie est consacrée a la description du matériel et des outils utilisés pour
déterminer la caractérisation des protéines du lait (caséines, protéines du lactosérum et
protéines de la membrane de globule gras) des Camélidés.

La troisieme partie présente les résultats obtenus avec une discussion pour chaque
fraction du lait analysée.

La quatrieme partie est une conclusion générale des travaux entrepris. 1l s’agit d’une
mise en valeur de la finalit¢ de cette these: la contribution & la connaissance de la
composition protéique du lait de deux espéces de Camélidés: le dromadaire (Camelus

dromedarius) et le lama (Lama glama).

Ce travail a fait I’objet de :

- Deux publications:

Besma Saadaoui, Celine Henry, Touhami Khorchani, Mohamed Mars, Patrice Martin

and Christelle Cebo (2013). Proteomics of the milk fat globule membrane from Camelus
dromedarius. Proteomics 13: 1180-1184.

Besma Saadaoui, Leonardo Bianchi, Céline Henry, Guy Miranda, Patrice Martin and

Christelle Cebo (2013). Combining proteomic tools to characterize the protein fraction of
Ilama (Lama glama) milk. Electrophoresis, sous presse.
- Un manuscrit en préparation :

SAADAOUI Besma, KRUPOVA Zuzana, BIANCHI Leonardo, EI-BENNA Jamel,
MARTIN Patrice and MARS Mohamed (2013). Analysis of protein fraction of dromedary

milk using proven proteomic tools.
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Synthese bibliographique

l. Présentation des Camélidés

Les Camélidés, et le dromadaire en particulier, sont des animaux hyper adaptés aux
conditions désertiques. Le dromadaire résiste a la sécheresse (Wilson., 1998), a la chaleur, a la
soif (Bengoumi et Faye., 2002) ainsi qu’a I’apport insuffisant en protéines, en énergie

(Bengoumi et al., 2005) ou en éléments minéraux (Faye et al ., 2006).

1. Taxonomie des Camélidés

Les Camélidés sont des mammiféres artiodactyles®. De tous les artiodactyles de notre
époque, les Camélidés sont les seuls tylopodes®. La famille des Camélidés comprend

actuellement trois genres et sept espéces (Figure 1).

Saint Martin et al., 1990 et Faye, 1997 ont signalé que les Camélidés d’Asie,
confrontés au froid et a I’aridité comme dans le désert de Gobi, evoluerent en chameau a deux
bosses (chameau de Bactriane (Camelus bactrianus)). Ceux qui se déplacerent dans les
régions chaudes et arides, Afrique et Moyen-Orient, évoluerent en chameau a une bosse : le

dromadaire (Camelus dromedarius).

Les quatre especes de Camélidés de I’Amerique de Sud connus jusqu’a maintenant
sont les deux especes sauvages (Guanaco : Lama guanicoe et Vicugna : Vicugna vicugna) et

les deux especes domestiques (Alpaga : Vicugna pacos et Lama : Lama glama).

Jusqu’a récemment, I’alpaga était considéré comme une espéce appartenant au genre

Lama.

Toutefois, en utilisant les ADN mitochondriaux et les ADN microsatellites, Kadwell et
al., 2001, ont montré que I’alpaga avait pour ancétre la vigogne. Cette espece a donc éte

renommée Vicugna pacos.

! Mammiféres & sabot ayant un nombre pair de doigts & chaque sabot

? Mammiféres ruminants portant des bosses dorsales
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Genre Camelus

Camelusdromedarius (Dromadaire) Camelusbacterianus Camelusferus*
(ChameaudeBactrian) (Chameau sauvage de Tartarie)

Genre Lama

Lamaglama (Lama) Lama guanicoe (Guanaco)

Genre Vicugna

Vicugna vicugna (Vigogne)

Lamapacos (Alpaga)

Figure 1. Taxonomie des Camélidés

*

Espéce reconnue depuis peu, considérée comme la sous-espece Camelus bactrianus ferus du chameau de
bactrien
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2. Répartition géographique des Camélidés
2.1. Généralités

L’aire initiale de distribution du dromadaire est bien entendu associée aux

caractéristiques climatiques du milieu.

En 2003, la population cameline mondiale s’élevait a 19 millions de tétes (genre
Camelus) dont plus de 15 millions se situent sur le continent Africain, et 3,6 millions en Asie
(Food and Agriculture Organization « FAO », 2003).

Des statistiques plus récentes (FAO, 2010) évaluent la population caméline mondiale a
plus de 32 millions de tétes dont plus de 24 millions sont du genre Camelus. La majorité de
cette population est formée de dromadaires qui se trouvent dans les régions arides du Nord et
du Nord Est de I’Afrique et la plus large population (7 millions) est trouvée en Somalie
(Figure 2). Les dromadaires sont plus nombreux que les chameaux de Bactriane ; ils

représentent presque 90% du genre Camelus (Al Swaileme et al., 2010).

Les chameaux de Bactriane vivent dans les régions froides de I’Asie. Les données
archeologiques montrent que les bactriens domestiques étaient presents dans le troisieme
millénaire avant Jésus-Christ, puis ils se sont ensuite propagés dans toute I’Asie Centrale
(Peters et Driesch 1997). Les bactriens sauvages (Camelus bactrianus ferus) sont les seuls
chameaux survivant de I’ancien monde des camélidés, il y a actuellement 730 a 880 tétes qui
occupent le Nord Ouest de la Chine et le Sud Ouest de la Mongolie et plus précisément les
déserts de Gobi (Yuan et al., 2002). Enfin, en Australie, il y a également environ 25 000
dromadaires qui ont été introduits au dix-neuviéme siecle (Mburu et al., 2003).

Les Camélidés de I’Amérique du Sud sont de deux types : les Camélidés domestiques,
les lamas, qui représentent la population la plus large et les alpagas, qui sont de plus petite
taille. On trouve aussi des petits Camélidés sauvages, les guanacos et les vigognes. Ces

derniers sont menacés car chassés pour leurs viandes et leurs peaux.

D’apres la FAO (2010), il existe plus de 7,9 millions de ces petits Camélidés. Plus de

2,8 millions sont localisés en Bolivie et 5,1 millions en Pérou (Figure 2).




Synthése bibliographique

- Aire de distribution du Dromadaire
- Aire de distribution du Bactrien

- Aire de distribution des autres Camélidés

Figure 2. Distribution mondiale des Camélidés (Source : FAO, 2010)

2.2. Les Camélidés en Tunisie

En Tunisie, le nombre de Camélidés est actuellement estimeé a 235000 tétes et la
population est majoritairement de race Maghrebi. L’élevage camelin en Tunisie est I’un des
maillons important de I’économie grace a sa multifonctionnalité. Il est destiné essentiellement
a la production de la viande, qui constitue une part importante dans la consommation de la
viande rouge dans certaines régions du Sud Tunisien. La production laitiére reste secondaire,
elle est estimée a deux litres par jour et par animal (Moslah, 1998). La laine cameline est aussi
considérée comme une production secondaire ainsi que les excréments qui constituent des

fertilisants naturels pour les parcours pastoraux (Ould Ahmed, 2009).
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3. Génétique des Camelidés
3.1. Diversité génétique chez le dromadaire

La diversité génétique a été peu étudiée dans les populations de Camélidés. Afin
d’investir I’analyse de la diversité et des relations phylogéniques entre les populations de
dromadaires dans trois régions arides du Sud Tunisien (Kebili, Médenine et Tataouine), Ould
Ahmed et al., 2010 ont utilisé huit microsatellites (régions répétées de I’ADN).
L’amplification de ces microsatellites et leur séparation sur gel d’électrophorese ont permis de

distinguer les alléles en fonctions de leur taille.

Trente quatre alléles ont été détectés dans les trois populations ou le nombre d’alléles
par locus varie de 2 a 7. Ces résultats ne confirment pas la classification actuelle établie par
les éleveurs mais les reclassent plutdt en deux entités génétiques : le groupe Nefzawa (Kebili)
qui inclut les races Merzougui, G’oudi et Mehari et le groupe de Arradh (Médenine et

Tataouine) qui comporte les races Khaouar et Maghrebi.

Grace a cette étude, il a eté mis en évidence chez les dromadaires en Tunisie un niveau
élevé de diversité génétique, principalement d’origine intrapopulation (92%). Malgré le faible
taux de consanguinité (15%) que présente cette population et les différences suivant les
régions, les populations de dromadaires étudiées partagent une grande base genétique (Ould
Ahmed, 2009).

Mburu et al., 2003 ont utilisé quatorze microsatellites pour étudier quatre races
kenyanes de dromadaire (Somali, Turkana, Rendille, Gabbra), dromadaire du Pakistan et de la
péninsule Arabique (Arabie Saoudite, Emirats Arabes Unis). Leurs résultats ne confirment
pas la classification des dromadaires indigenes au Kenya en quatre races distinctes fondées
sur des critéres sociogéographiques mais les reclassent plutdt en deux entités génétiques

distinctes: le Somalien, et un groupe comprenant les populations Gabbra, Rendille et Turkana.

En conclusion, le concept de race de dromadaire est tres discutable. Des études
récentes d’Abdallah et Faye, 2012, proposent méme de classer les races de dromadaires de
neuf régions différentes de I’Arabie Saoudite en se basant plutét sur des mesures corporelles

(mesure de la longueur de la téte, du cou et des trayons de I’animal).
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3.2. Séquencage des génomes

Malgré I’'importance économique, culturelle et biologique du dromadaire, le génome
du dromadaire n’était pas disponible. Al-Swailem et al., (2010) ont lancé trés récemment un
projet de séquencage du génome de cette espece. Ces auteurs ont pu séquencer 70 272 EST
(Expressed Sequence Tags) a partir des ADNc de trois dromadaires et par la suite établir une
base de données accessible au public (http://camel.kacst.edu.sa/). Cette bibliotheque

représente un outil essentiel pour I’annotation et I’assemblage du génome entier de
dromadaire ou 4500 séquences décrites ne portaient aucune homologie avec tout autre

génome qui était disponible.

Des études plus récentes (The Bactrian Camels Genome Sequencing and Analysis
Consortium 2012) ont montré que le génome des bactriens (sauvages et domestiques) contient
2,38 Gb (Giga bases= milliards de paires de bases) contenant 20 821 genes codants pour les

protéines, soit en moyenne 8 exons et une région codante de 1 322 pb par géne.

En 2008, le génome d’un alpaga a été completement séquencé et il est actuellement

accessible au public sur le site (http://www.ensembl.org/Vicugna_pacos/Info/Index).

Actuellement des membres de I’équipe de I’Institut National du Cancer a I’Université
de Washington a St.Louis et I’Université de Binghamtom, tentent d’assembler les séquences
produites en contigs (Séquences génomiques continues et ordonnées générées par
I’assemblage des clones d’une bibliotheque génomique) pour les comparer par la suite aux

autres séquences complétes de génomes entiers des autres especes qui sont déja publiées.

I1. Le lait des Camélidés

1. Place du lait des Camélidés dans la production mondiale

En 2010, la production laitiére, toutes espéces confondues, a été estimée a 721
millions de tonnes (FAO, 2010). Cette production est dominée par la production bovine
(Figure 3).

La production mondiale de lait camelin est estimée officiellement a 1,3 millions de
tonnes en 2002. Elle atteint 2,2 millions de tonnes en 2010. Cette production est plus élevée
actuellement en tenant compte de I’autoconsommation et du réel potentiel moyen des
animaux en production. Toutefois, la répartition de la production laitiere cameline est trés
hétérogéne ; en Somalie, elle représente par exemple 57,82 % (FAO, 2010) de la production
laitiére totale (FAO, 2008, 2010)



http://camel.kacst.edu.sa/
http://www.ensembl.org/Vicugna_pacos/Info/Index
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Brebis Autres mammiféeres
(1,3%) (0,8%)

Chevre Dromadaire (0,2%)

Bufflonne (2%

(13%)

Vache (83%)

Figure 3. Répartition de la production laitiere mondiale (Source : FAO 2010)

2. Utilisation du lait des Camélidés

Le lait camelin est « I’or blanc du désert » (Wernery, 2006). En fait, les dromadaires et
les bactriens sont considérés comme source de production du lait dans les pays en zones
arides et semi arides, ils produisent plus de lait durant une longue période sous des conditions
extrémes que les autres mammiféres (Farah et Younan et al., 2005). L hybridation entre les
dromadaires et les bactriens est entreprise afin d’améliorer la production laitiere chez les

chameaux a deux bosses (Faye et al., 2008).

Par contre, la traite des lamas est occasionnelle, le lait n’est consommé que par la
communauté andine et le marche est peu développé dans ce domaine (Faye et Konuspeyeva.,
2012).

On constate que les produits dérivés du lait camelin sont presque inexistants a
I’échelle mondiale. En effet, le lait camelin est consommé a I’état frais par les populations
nomades. En revanche, en Kazakhstan, il est consommé a I’état fermenté sous le nom de

« Shubat » (Konuspayeva et al., 2003).

La transformation du lait de dromadaire en beurre et en fromage est réputée trés
délicate. Mais, il a été possible de fabriquer des fromages de différents types de pates a partir
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du lait de dromadaire dans des conditions satisfaisantes malgré la difficulté de ce lait a
coaguler qui peut étre expliquée par la spécificité de sa composition protéique (Ramet, 1987).

3. Composition globale du lait des Camélidés
3.1. Composition du lait de dromadaire

Le lait camelin est caractérisé par sa richesse en vitamines antioxydants A, B,, C et E
ainsi qu’en magnésium (Mg). Konuspayeva et al., 2009 ont réalisé une meta-analyse de la
litterature (plus de 80 références) afin d’estimer la composition grossiére du lait camelin. Ils
ont rapporté les teneurs moyennes du lait en matiere grasse (3,22 + 1,08 g/100 ml), protéines
totales (3,35 £ 0,62 g/100 ml), lactose (4,46 + 1,03 g/100 ml), matiere seche (12,47 + 1,53
9/100 ml) et cendres (0,79 + 0,09 g/100 ml).

Le tableau 1 représente la variation de la composition grossiere du lait camelin au

Kazakhstan (56 bactriens, 70 dromadaires, et 20 hybrides élevés dans les mémes conditions).

La variation de la composition du lait camelin dépend de la saison, de I’origine
géographique (Tableau 2), de la race et de I’espéce. Le lait de chameau de Bactriane est
beaucoup plus riche en matiére grasse que celui du dromadaire (Zaho, 1998). Les études de
Faye et al., 2008, ont prouvé que la composition grossiere chez les chameaux, les dromadaires
et leurs hybrides élevés dans les mémes conditions est variable, ils ont signalé une teneur
élevée en matiére grasse, protéines totales, vitamine C, calcium, phosphore et une

composition faible en lactose chez les chameaux de Bactriane par rapport au dromadaire.

Konuspayeva et al. 2010 ont remarqué en analysant la composition du lait de quatre
dromadaires en fonction du stade de lactation (chaque mois pendant une durée de 10 mois),
que le taux butyreux varie entre 4,34 % et 7,1 % avec une valeur minimale a la quatorziéme
semaine de lactation. A cette méme période, une valeur minimale du taux protéique qui varie
entre 2,58 % a 3,64 % a été remarquée. La valeur minimale du lactose (2,56 %) a été observée
a la cinquiéeme semaine et la valeur maximale (4,84 %) a la trente-et-unieme semaine avec
une moyenne de 3,46 %. La concentration de la vitamine C varie entre 48 et 256 mg/l. Elle

présente aussi un maximum a la trente-et-unieme semaine de lactation.

Pour les minéraux, le rapport calcium/phosphore est constant (1,14-1,43). La
concentration du fer varie entre 1 et 2,67 mg/I.

10
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Tableau 1 : Composition (en %) du lait camelin en Kazakhstan (Konuspayeva, 2007)

Espéces Matiére grasse Protéines totales Matiere seche Lactose

Chameau bactrien  6,67+2,93 3,33+0,74 13,07+1,15 2,77+0,96
Dromadaire 5,94+2,26 3,03+0,76 12,39+0,74 3,12+0,92
Hybrides 6,09+1,81 3,28+1,01 11,91+0,74 3,04+0,60

Tableau 2 : Variation de la composition (en %) du lait camelin en fonction de la localisation

géographique (Konuspayeva et al., 2010)

Région Matiére Protéines Matiére seche  Lactose Cendres  effectif
grasse totales

Asie 5,0740,21 4,02+0,47 13,86+1,97 5,3310,42 0,79+0,10 11

Afrique de I’Est 4,14+0,080  3,33+0,52 12,69+1,11 4,18+0,72 0,76+0,09 20

Afrique du Nord  3,50+1,01 3,21+0,60 12,53+1,22 4,65+0,67 0,84+0,08 16

Sous contient 3,49+0,85 3,36+0,64 12,05+1,61 4,45+0,74 0,78+0,07 12

Indien

Asie de I’Ouest 3,31+1,03 3,10£0,62 11,62+1,29 4,45+0,40 0,78+0,05 17

Indéterminé 3,6240,81 3,3+0,53 12,22+1,22 4,49+0,77 0,72+0,07 6

3.2. Composition globale du lait de lama

Il existe 3,78 millions de lamas qui vivent en Amérique du Sud (Bolivie et Pérou,
principalement). Malgré leur rdle économique important dans ces pays (Gobel., 2011), peu

d’études sont disponibles sur la composition laitiere de ce petit Camélide.

Comme chez le chameau bactrien, I’eau présente 84,4% du lait de lama. Ce dernier se
caractérise par sa richesse en protéines (4,1%) et en lactose (6,3%) par rapport au lait de

dromadaire (Fernandez et Olivier, 1992).

4. Le lait de dromadaire, un médicament efficace ?

Depuis longtemps, le lait de dromadaire est consommeé dans les régions arides

musulmanes pour des raisons curatives.

Le lait camelin est utilise en Asie centrale comme traitement adjuvant de la
tuberculose humaine, Mal et al., 2000 ont confirmé I’amélioration de I'état de patients atteints

de tuberculose par ce traitement ou des patients tuberculeux en Inde se rétablissent en buvant

11
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un litre par jour. Ces résultats ont été confirmés en Libye avec un effet observable des la
premiere semaine de traitement avec une cure de 1,5 litres/jour (Alwan et Tarhuni, 2000).

Le lait camelin est connu par ses vertus médicinales aussi dans I’ex Union Soviétique
(Kenzhebulat et al., 2000) et dans les pays développés (Mal et al., 2006). Il aurait des vertus
anticancéreuse (Majeed, 2005), antimicrobienne et hypoallergénique (Shabo et al., 2005) suite
a sa faible teneur en B-caséine et a 1’absence de B-lactoglobuline, une protéine hautement
immunogéne. Au Kazakhstan, le lait camelin est traditionnellement utilise comme adjuvant a
la chimiothérapie de certains cancers, comme reconstituant chez les malades convalescents et

dans les états de fatigue et de surmenage (Konuspayeva et al., 2004).

Le lait de dromadaire se caractérise par des propriétés antidiabétiques (Argawel et al.,
2003, 2011). En effet, une équipe israélienne (Zagorski et al., 1998) a montré que le lait
camelin provoque une baisse de la glycémie. Cette baisse est temporaire puisque le lactose a
été converti en glucose et absorbé jusqu’a ce que la teneur du glucose dans le sang revienne a

la normale. L’effet antidiabétique a été reporté aussi par Khan et al. (2012).

Récemment, il a été démontré que le lait camelin a un effet protecteur contre la
toxicité hépatique induite par le le tétrachloromeéthane qui est souvent employé en tant que
solvant (Khan et Alzohairy, 2011).

5. Les facteurs de variation de la production et de la composition laitiere

Plusieurs facteurs peuvent agir sur la production et la composition du lait de
dromadaire. Parmi ceux-ci, on trouve la diversité génétique, le stade de lactation,
I’alimentation, les conditions climatiques, la fréquence de traite, le rang de mise bas et I’état

sanitaire de I’animal.

5.1. Variabilité génétique et production laitiere

La variabilité génétique influe sur la production laitiere. En Somalie par exemple, la
race Hoor produit en moyenne 8 litres par jour pour une durée de 8 a 16 mois, soit une
production de I’ordre de 2 000 litres par lactation. La race Sifdaar produit 6 litres par jour en
moyenne pendant 12 mois, soit environ 1 500 litres par lactation. La race Eydimo est capable
de fournir 4 litres pendant six a douze mois et assure une production de 1 000 litres environ
pour une lactation (Herren, 1993). En Inde, les travaux de Sahani et al., 1998 ont montré que
les races Bikaneri, Kachchi et Jaisalmeri ont des productions moyennes quotidiennes

respectivement de 4,19; 3,94 et 3,72 litres. Le potentiel de production laitiére a été également

12
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enregistré chez quatre races de chamelles saoudiennes, pendant trois lactations consécutives,
et les productions laitiéres journaliéres des différents types ont été comparées. La race Malha
a montré le rendement journalier le plus éleve, avec 9,33 kg par téte, suivie par la race Wadha
(8,94 kg par téte), la race Safah (8,13 kg par téte) et la race Hamrah (6,83 kg par téte). Un
maximum de production laitiere journaliere de 18,3 et 14 kg par téte a été observe
respectivement chez les races Malha et Wadha (Ismail et Al-Mutairi, 1998).

Les races asiatiques sont considérées comme des meilleures laitiéres que les races
africaines. Cependant, peu de données sont disponibles dans ce domaine. Il semble qu’on
puisse affirmer I’existence de races a vocation plus laitiére que d’autres, mais la pression de
sélection dans cette espéce a été de faible ampleur sur ces criteres et la variabilité intra-race
est probablement trés éleveée, laissant supposer la possibilité d’une amélioration tres notable

de la capacité de production.

5.2. Effet du stade de lactation sur la production laitiére

Chez la femelle de dromadaire, les teneurs en matiéres grasses et en protéines évoluent
de facon inverse a la quantité de lait produite (EI Hatmi et al., 2003). Elles sont maximales
durant les premiers jours de lactation, minimales durant le pic de lactation (2 *™ et 3 “™ mois)
et s’accroissent ensuite jusqu’a la fin de la lactation. L’augmentation enregistrée durant cette
derniere phase est due en partie a I’avancement du stade de gestation, qui diminue la

persistance de la production laitiere.

La figure 4 montre la variation de la production laitiére chez des dromadaires en
fonction du stade de lactation. La courbe de lactation atteint un pic de production durant le
quatrieme mois (8,9kg £ 0,04).
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Figure 4: Production moyenne du lait durant la lactation des dromadaires d’aprés Nagy et al. (2013)
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5.3. Effet de I’alimentation sur la production laitiére

La synthese des constituants laitiers dans les glandes mammaires est liée aux apports
en energie et en azote provenant des produits terminaux de la digestion des aliments ingérés.
La production laitiere dépend de la qualite et de la quantité de I’alimentation, mais elle ne
semble pas étre affectée sur le plan quantitatif par la privation d’eau. La chamelle maintient la
guantité produite aprés dix jours de déshydratation suivis d’un abreuvement a volonté apres
une heure, puis suivis a nouveau de dix jours de privation d’eau. En cas de déshydratation, la
teneur en eau du lait de chamelle augmente de 86 % a 91 % ('Yagil et Etzion., 1980).

Selon le type d’alimentation et la disponibilité de I’eau, le lait de dromadaire peut
avoir un gout sucré ou salé (Farah, 1993).

5.4. Effet des conditions climatiques

La variabilité saisonniere de la disponibilité fourragére associée aux facteurs
strictement climatiques (chaleur, aridité) joue sur les performances laitiéres du dromadaire. La
différence selon la saison de mise bas des jeunes peut jouer sur plus de 50 % de la production:
les performances laitieres sont plus faibles en fin de saison seche qu’en saison des pluies
(Khanna et al., 1998). En été, il y a une chute de I’extrait sec total du lait de dromadaire a
cause de la diminution du taux de la matiere azotée et plus précisément du taux de caséines
(Kamoun, 1995).

5.5. Effet de la fréquence de traite

L’augmentation de la fréquence de traite accroit la production de lait et sa teneur en
matiére grasse. Trois traites par jour produisent 5 a 10% du lait et quatre traites par jour
donnent jusqu’a 30 % de la sécrétion totale du lait. Par contre la réduction de la fréquence de
traite (1,5 traite par jour) réduit la production a 9% de la sécrétion totale du lait (Alshaikh et
Salah., 1994). La traite est généralement effectuée deux fois par jour : le matin avant le départ
des femelles de dromadaires au paturage et le soir apreés le retour au campement, la troisiéme
traite est rare (Faye., 1997).

Nagy et al., 2013 ont confirmé que la production laitiere est plus importante quand la
traite des femelles de dromadaire est de trois fois par jour (Figure 5).

Lors de la traite, le conditionnement de la femelle dromadaire est trés important. Avec
un individu n’ayant pas I’habitude d’étre trait, la libération d’ocytocine en grande quantité

sera impossible et il ne sera possible de recueillir que 40% du lait contenu dans les mamelles
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(Faye., 2003), d’ou I’intérét de la présence du chamelon lors de la traite pour amorcer la
descente du lait et maintenir I’activité de la production laitiere. L’éleveur laisse téter le petit
quelques secondes puis le retire et préleve manuellement ou a I’aide d’une machine a traire la
quantité désirée correspondant a environ 50 % de la production totale, soit en moyenne 1,5 a 3

litres par jour (Xavier et al., 2000).
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Figure 5. Taux moyen de la production laitiere journaliére des dromadaires (n=12) avec deux ou trois

traites par jour. D aprés Nagy et al. (2013)

5.6. Effet du rang de la mise bas

La production laitiere augmente avec le rang de mise bas. D’apres Bekele et al.
(2002), une production tres performante de 4,98 kg/jour (£ 0,1) est enregistrée au cours de la

quatrieme lactation et une basse production est observée a la septiéme lactation.

5.7. Effet de I’état sanitaire

Afin de prévenir les individus contre certaines maladies parasitaires (comme la
trypanosomiase, le parasitisme gastro-intestinal et le parasitisme externe) qui interferent avec
la production, I’utilisation d’intrants vétérinaires (vaccination, déparasitage..) en milieu

pastoral est recommandée (Simpkin et al., 1997).
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I11. Composition fine du lait de dromadaire

Le lait est un fluide trées complexe de couleur blanchatre ayant un pH lIégerement acide
(6,6 a 6,8) et produit par les cellules sécrétrices des glandes mammaires des mammiféres
femelles. Les principaux constituants du lait sont: I’eau, les glucides (lactose et
oligosaccharides), les lipides (essentiellement des triglycérides assemblés en globules gras),
les protéines, les minéraux, les vitamines et des composés mineurs (acides nucléiques...).

Le lait sécrété dans les premiers jours apres la mise bas s’appelle le colostrum. Ce
dernier se caractérise par une concentration tres élevée en protéines et plus particulierement
en protéines solubles. Cette caractéristique est en relation avec le systéme de transmission de
I’immunité. Contrairement a I’espéce humaine, le jeune ruminant se trouve dépourvu a sa
naissance de défenses immunitaires humorales face aux agressions bactériennes et virales. Il
survit grace a la grande richesse du colostrum maternel en immunoglobulines G (Ig G) (40-
100 mg/ml selon les especes) et grace a sa faculté d’absorber intactes ces IgG pendant les
premieres heures de vie, ce qui lui permet d’acquérir rapidement les défenses immunitaires de
sa mere.

En I’absence de données sur la composition fine du lait du lama, nous ne parlerons que

de la composition fine du lait de dromadaire dans cette partie.

1. Les lactoprotéines

La teneur en protéines du lait varie suivant les espéces (Figure 6). Ainsi, le lait humain
contient la plus faible teneur en protéines (10 g/l), alors que le lait de lapine est le plus riche
en protéines (200 g/l). Les laits de dromadaire, de vache et de chevre ont des concentrations
intermédiaires en protéines (30 a 36,33 g/l). Le lait contient trois groupes de protéines : les
protéines solubles du lactosérum (phase aqueuse), les caséines, qui sont présentes a I’état

colloidal sous forme de micelles, et les protéines de la membrane du globule gras.
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Lagomorphes

Brebis

Chamelle

Chevre . . Jument
@ (\1@ Femme

Figure 6: Teneur en protéines (g/l) du lait de neuf especes (Martin et al., 2003)

1.1. Les protéines du lactosérum

Les protéines du lactosérum représentent la fraction protéique restant soluble lors
d’une précipitation & pH 4,6 et & 20°C des protéines du lait écréemé d’origine bovine
(Thompson et al., 1965). Ces protéines représentent environ 20% des protéines du lait de
vache mais peuvent constituer jusqu’a 60% du lait humain (Hambraeus, 1992). Les protéines
du lactosérum camelin représentent 18,5 a 27% des protéines totales (Sood et Sidhu, 1979;
Mehaia et al., 1995).

Les protéines majeures du lactosérum sont soit synthétisées dans la cellule épithéliale
mammaire (a-lactalbumine, B-lactoglobuline, notamment) ou proviennent directement du
sang (sérum albumine et immunoglobulines). Certaines protéines du lactosérum telles que la
lactopéroxydase et la xanthine oxidase possédent une activité enzymatique. D’autres sont des

2+/3+

capteurs d’ion Fe telles la lactoferrine et la transferrine.
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La distribution quantitative des protéines solubles différe d’une espéce animale a une
autre (Tableau 3). La B-lactoglobuline et le lysosyme C sont des protéines de grande
importance dans le lait bovin et elles sont absentes dans le lait camelin. La B-lactoglobuline
est également absente chez la femme (Brignon et al., 1985) et les rongeurs (Green et
Pastewka., 1976).

Certaines protéines telles que la Whey Acidic Protein (WAP), le Peptidiglycan
Recognition Protein (PGRP) et la Whey Basic Protein (WBP) sont absentes du lait de vache
mais elles sont présentes dans le lait camelin (Beg et al., 1986, Kappeler et al., 2003,
Ochirkhuyag et al., 1998).

Dans le lait camelin, les principales protéines solubles sont: I’a-lactalbumine, la sérum
albumine, la lactophorine A appelée aussi PP3 « protéose peptone 3 », les immunoglobulines,

la lactoferrine et la lactoperoxydase.

Tableau 3. Concentration moyenne des différentes protéines sériques du lait de différentes especes
(mg/l) (Kappeler et al., 2003)

Protéine Chamelle Vache Femme Fonction principale
a_lactalbumine 3500 1260 3400 Synthése du lactose
B. lactoglobuline - 3500 - Liaison et transport des

acides gras et du rétinol

Whey acidic protein 157 - - Régulation dans la
(WAP) croissance épithéliale
lactophorin (PP3) 950 300 - Inhibition de la lipolyse
lactoferrine 95\1//[\ 300 \l//l\ 565 \l/]\ Anti-inflammatoire,
nutritive, fixation du fer
lactoperoxydase - 30 6 Anti-inflammatoire,
activité bactéricide
Peptidoglycan 107\1/ - - ‘l’ Anti-inflammatoire
recognition protein
(PGRP)
Lysozyme C - ~ 100 \l/ 274 \l/ Activité bactéricide, N-

acetylmuramidase

\l/Une variation de concentration de la période colostrale et au cours de la lactation.

/]\: Une augmentation de concentration au cours des mammites.
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1.1.1. L’a-lactalbumine

L’a-lactalbumine est une petite protéine globulaire contenant 123 résidus d’acides
aminés avec une masse de 14,6 kDa chez la vache. L’alignement de la séquence de cette
protéine entre différentes especes est présenté dans la figure 7. Une petite fraction de cette
protéine peut étre N-glycosylée selon les especes (Girardet et al., 2004). L’a-lactalbumine est
la protéine soluble majeure du lait des camélidés (Beg et al 1985., Cantisani et al., 1990) ainsi
que des rongeurs (Vilotte et Soulier., 1992). Cette lactoprotéine est présente chez tous les
mammiferes a I’exception des otaries a fourrure (Sharp et al., 2008).

L’a-lactalbumine intervient dans la biosynthése du lactose (Hill et al., 1968). En effet,
elle permet la synthése du lactose dans la glande mammaire en augmentant plus de mille fois
I’affinite de I’UDP-galactosyltransférase pour le glucose. Le complexe a-lactalbumine et
I’UDP-galactosyltransférase forme la lactose synthétase (Ebner et Brodbeck., 1968).

L’a-lactalbumine comprend 4 ponts disulfures et un site de liaison de I’ion Ca ** chez
toutes les espéces. L’existence d’un site secondaire de fixation du Ca 2* de plus faible affinité
a été montré pour I’a-lactaloumine humaine (Chandra et al., 1998). La fixation du calcium
joue un réle important dans la stabilisation de la structure spatiale de la protéine. Toutefois,
I’a-lactalbumine peut aussi chélater d’autres cations comme le Mn?*, Cd*", Cu®*, Na** et K" .
De plus, cette protéine possede un site spécifique pour I’ion Zn2" situé de son coté N-terminal.
Les ions qui peuvent s’y fixer sont la Co* et le Mg %', la fixation de ce dernier permet de
stabiliser la structure de la protéine, par contre la fixation de Zn?" la déstabilise (Noyelle et
Van Dael., 2002). Deux variants génétiques A et B ont été détectés dans le lait camelin par
électrophorese et par chromatographie (Conti et al., 1985). Trois variants de 1’a-lactalbumine
(variants A, B et C) ont été identifiés dans le lait de jJument (Kaminogawa et al., 1984), 1l en
existe quatre pour 1’a-lactaloumine bovine : deux variants A et B qui different par la
substitution en position 10 de la glutamine (variant A) par I’arginine (Bhattacharya et al.,
1963), un variant C ainsi qu’un quatrieme variant découvert récemment (Visker et al., 2012).
Pellgrini et al., 1999 ont identifié trois peptides, libérés suite a I’hydrolyse trypsique ou
chymotrypsique de I’a-lactalbumine, possédant une activité antimicrobienne vis-a-vis des
souches bactériennes Gram-positive.

L’a-lactalbumine présente plusieurs intéréts thérapeutiques. Svanborg et al., 1995 ont
pu isoler une forme multimérique appelée MAL (multimeric form of human a-lactalbumin)
qui induit I’apoptose des cellules transformées, des cellules embryonnaires et des cellules

lymphoides. Par contre, les cellules saines et matures ne sont pas touchées par ce phénomene
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en présence de MAL. Par ailleurs, 1’a-lactalbumine peut interagir avec I’acide oléique pour
acquérir une fonction analogue a celle de MAL. Le complexe formé appelé HAMLET
« Human o-lactalboumin Made Lethal to Tumor Cells (Duringer et al., 2003) permet de traiter

le cancer de la vessie (Mok et al., 2007).

10 20 30 40 50 60
Vache EQLTKCEVFR ELKDLKGYGG VSLPEWCTT FHTSGYDTQA T1VQNNDSTEY GLFQINNKIW
Chévre EQLTKCEVFQ KLKDLKDYGG VSLPEWCTA FHTSGYDTQA TVQNNDSTEY GLFQINNKIW
Brebis EQLTKCEVFQ ELKDLKDYGG VSLPEWCTA FHTSGYDTQA 1VQNNDSTEY GLFQINNKIW
Buffle EQLTKCEVFR ELKDLKDYGG VSLPEWCTA FHTSGYDTQA TVQNNDSTEY GLFQINNKIW
Dromadaire KQFTKCKLSD ELKDMNGHGG ITLAEWICII FHMSGYDTET VVSNNGNREY GLFQINNKIW

70 80 90 100 110 120
Vache CKDDQNPHSS NICNISCDKF LDDDLTDDIM CVKKILDKVG INYWLAHKAL CSEKLDQWLC EKL
Chévre CKDDQNPHSR NICNISCDKF LDDDLTDDIV CAKKILDKVG INYWLAHKAL CSEKLDQWLC EKL
Brebis CKDDQNPHSR NICNISCDKF LDDDLTDDIM CVKKILDKVG INYWLAHKAL CSEKLDQWLC EKL
Buffle CKDDQNPHSS NICNISCDKF LDDDLTDDIM CVKKILDKVG INYWLAHKAL CSEKLDQWLC EKL
Dromadaire CRDNENLQSR NICDISCDKF LDDDLTDDKM CAKKILDKEG IDYWLAHKPL CSEKLEQWQC EKW

Figure 7. Alignement de la séquence de 1’a-lactaloumine chez différentes espéces : vache (P00711),
chévre (P00712), brebis (P09462), Buffle (Q9TNS6) et dromadaire (P00710). Les acides aminés
conserveés entre les especes sont colorés en rouge. Les acides aminés qui different chez le dromadaire

sont colorés en violet.

1.1.2. La sérum albumine

C’est une protéine tres soluble dans I’eau identique a celle trouvée dans le sang. Chez
les mammiferes, elle est produite par le foie. Elle joue un réle crucial dans le maintien de la
pression sanguine et le transport des minéraux et hormones, ainsi que dans le metabolisme et
la distribution des ligands (Carter et Ho., 1994 ). Figge et al., 1991 ont montré que cette
protéine est responsable du maintien du pH sanguin. La sérum albumine représente environ
1,5% des protéines totales du lait bovin et a peu pres 8% du total des protéines solubles. Elle
comporte un groupe thiol et 17 ponts disulfures intrapeptidiques et comporte 583 acides
aminés et un poids moléculaire de 66,399 kDa.

Farah (1986) a identifie la Sérum albumine caméline par SDS- PAGE (Dodécyl

Sulfate de Sodium) comme étant similaire & son homologue bovine.
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1.1.3. La lactophorine

La lactophorine (protéose peptone 3: PP3) est une protéine de la fraction protéoses-
peptones (PP) du lactosérum. Cette protéine a été souvent étudiée dans le lait bovin (Paquet.,
1989) et caractérisee dans le lait caprin et bovin (Mati et al., 1991).

La PP3 est une composante majeure du lactosérum de dromadaire. C’est une protéine
dépourvue des résidus cystéine avec une hétérogénéité de la séquence des acides aminés dans
la région N-terminale. Elle est structurellement trés similaire a son homologue bovin qui est
une phosphoglycoprotéine de 135 acides aminés (Sorenson et Petreson., 1993). La
composition en acides aminés des protéoses peptones est caractérisée par le taux important de
proline et la faible quantité de résidus aromatiques. Cette fraction protéique, se caractérise
aussi par une faible concentration en méthionine et I’absence de cystéine (Ng et al., 1970). La
PP3 se distingue par une teneur élevée en sérine et en glycine et par une faible teneur en
proline. Dans les protéoses peptones globales, les prolines sont apportés principalement par la
PP5 et PP8 qui sont des protéines phosphorylées en équilibre entre la caséine et le lactosérum
(Kolar et Brunner., 1969; 1970). La PP3 présente deux variants génétiques A et B qui ont
respectivement 137 et 122 résidus d’acides aminés, avec des poids moléculaires respectifs de
15.442 et 13.661 Da. Tous les deux possédent cing residus phosphorylés. Environ 75% de la
PP3 (lactophorine) présente dans le lait camelin est de type A et le reste est de type B
(Kappeler et al., 1999 (a)).

La séquence nucléotidique du géne codant pour la lactophorine présente une grande
similarité avec celles des genes codant pour la Glycam-1 (glycosylation-dependant cell
adhesion molecule) de la souris et du rat (Johsen et al., 1995).

La lactophorine cameline semble présenter un tres faible potentiel d’O-glycosylation
ainsi que deux ou trois sites potentiels de phosphorylation sur des résidus sérine (Kappeler et
al., 1999 (a)). La PP3 se trouvait au niveau du lait camelin a une teneur nettement plus élevee
que celle rencontrée pour la PP3 bovine (1,1 contre 0,3 g/l respectivement) (Kappeler et al.,
1999 (a) et Girardet et al., 2000).

De nombreuses propriétés ont été décrites pour la PP3 ou la fraction hydrophobe qui la
contient (Girardet et Linden., 1995), dont notamment son aptitude a inhiber la lipolyse
spontanée du lait sous I’action de la lipoprotéine lipase (LPL) (Cartier et al, 1990), la
stimulation de l'activité mitogénique des cellules d'hybridomes (Mati et al, 1993), la
croissance de souches de bifidobactéries (Etienne et al., 1994), ainsi que son réle dans le
maintien de la structure des émulsions de la matiere grasse du lait (Shimizu et al., 1989,).
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Les travaux de Brenos et al., 1997 ont montré la présence de deux sites de liaison du
fer (Fe**) dans le domaine phosphorylé dans la région N-terminale. Ce domaine a un réle dans

la fixation des ions calcium avec les résidus phosphosérine (Sorensen et Petersen., 1993).

1.1.4. Les immunoglobulines

Les immunoglobulines (Ig) sont des protéines solubles jouant un role essentiel dans
I’organisme contre les agressions. Les IgG sont les plus abondantes (75 a 80 % des anticorps
circulants). Elles sont fabriquees lors d'un contact avec un antigéne. Elles protegent
I'organisme contre les bactéries, les virus et les toxines qui circulent dans le sang et la lymphe.
D'autre part, elles fixent rapidement le complément. Elles participent également a la réponse
immunitaire mémoire, base de I’immunité sur laquelle repose le mécanisme de la vaccination.
Enfin, les immunoglobulines G traversent le placenta et, de ce fait, entrainent une immunité
passive chez le foetus.

Les Ig A se trouvent essentiellement dans les sécrétions comme la salive, le suc
intestinal, la sueur et le lait maternel. Elles empéchent les agents pathogenes de se lier a la
cellule et plus spécifiguement aux cellules de recouvrement constituant les muqueuses et
I'épiderme.

Les IgM sont des immunoglobulines sécrétées lors du premier contact de lI'organisme
avec un antigene. C'est la premiére classe d'immunoglobulines libérée par une variété de
globules blancs : les plasmocytes. La présence d'IgM dans le sang indique une infection en
cours.

Les IgD sont une variété d'immunoglobulines le plus souvent attachées a la surface des
lymphocytes B, ou elles jouent un réle de récepteurs des antigenes. Elles interviendraient dans
la maturation des lymphocytes.

Le taux des immunoglobulines est tres élevé dans le colostrum chez tous les
mammifeéres. Cependant, la concentration des immunoglobulines dans le lait varie selon les
especes. Trois classes fonctionnelles d'lgG sont définies chez le dromadaire : IgG1 composé
de 2 chaines légeres identiques et de 2 chaines lourdes comme celles des autres mammiféres.
Toutefois, deux sous-classes d’1gG (IgG2 et IgG3) dépourvues de chaines légeres (Figure 8 b)
ont été mises en évidence (Hamers-Casterman et al., 1993). Ces IgG2 et 1gG3 représentent
environ 75% des IgG sériques et se trouvent egalement dans le lait.

L'organisation des chaines lourdes des anticorps du dromadaire difféere complétement

de ce qui est connu chez les autres vertébrés (Atarhouch et al., 1997). Du point de vue
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structural, les 1gG du dromadaire sont plus proches des immunoglobulines humaines que de

celles des autres ruminants.

.{.
i
Vi domain
\ (~15 kDa) .
Fah
4 (~35 kDa)
'Qéi J @
IgG (~150 kDa) V. domain scFyv
(~15 kDa) (~28 kDa)
b c

V-NAR domain

(~15 kDa)

N 4 J
Vj VHH domain
Y (~15 kDa) Nanobody

IzNAR
(~150 kDa)

Figure 8. Représentation schématique des différentes variétés et fragments d’anticorps
(Deffar et al., 2009).

a: Anticorps conventionel contenant deux régions variables (chaque région est composée d’une région
variable lourde V « heavy variable » et une autre légére, V| « Heavy light ») qui confére la spécificité
liaison antigene-anticorps et un fragment Fc dans la région constante qui intervient dans I'activation du
systéme du complément.

b: HcAb (heavy chain antibody) camelin est une structure spéciale contenant une paire
homodimérique de deux chaines de V-like domain (dépourvues de chaines Iégeres), le fragment VH a
une activité anticorps.

¢ : L immunoglobuline NAR « variable region of new or nurse shark antigen receptor » contient un

homodimére d’un domaine variable (V-NAR) et cing domaines constants (C-NAR).

Les immunoglobulines du lait de dromadaire ont un faible effet antibactérien et sont
surtout des anti-rotavirus (Elagamy et al., 1992). Levieux et al., 2006 ont observé que la
température moyenne de denaturation thermique (50% de dénaturation) pour le lait mature
chauffé pendant 30 minutes est de 67,2°C pour les IgG. Pour le premier lait (Le colostrum),

elle est de 64,8°C. Ainsi, plus le lait est riche en IgG, moins il est thermorésistant.
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Chez le lama, il existe six types d’1gG : 1gG1 ( 1gG1, et 1gG1y), 1gG2 (1gG2,, 19G2, et
1gG2.) et 1gG3. Les 1gG3 sont les anticorps les plus abondants dans le sérum de cette espece
(De Simone et al., 2008).

1.1.5. La lactoperoxydase

La lactoperoxydase est une enzyme qui appartient aux systémes non-immuns normaux
de défense du lait et des sécrétions des glandes a sécrétion externe comme les larmes, la
salive, la thyroide, les sécrétions intestinales et le mucus cervical. Elle joue un réle important
au niveau du systéme immunitaire non spécifique en exercant une activité bactéricide,
principalement sur les bactéries gram négatif. La lactoperoxydase du lait a pour rdle principal
de proteger la mamelle contre les infections.

La lactoperoxydase humaine n’est présente que dans le colostrum et devient non
détectable aprés une semaine aprés la mise bas, par contre celle chez le bovin reste a un
niveau élevée durant toute la lactation. D’aprés Dull et al., 1990, la lactoperoxydase du lait
bovin existe sous forme hétérogéne avec deux formes majeures de 76,5 et 78,5 kDa
respectivement.

La lactoperoxydase du dromadaire est une protéine monomérique qui présente une
grande similarité au niveau de la séquence d’acides aminés (94,9%) avec son homolgue
bovin. La séquence de cette protéine chez le lait camelin est formée de 611 acides aminés.
Elle est considéree comme plus thermorésistante que celle isolée a partir du lait de vache.

La lactoperoxydase du lait de dromadaire présente une stabilité encore plus forte vis-a-

vis des traitements thermiques (Elagamy et al, 1996).

1.1.6. La whey Basic Protein

La protéine basique de sérum de dromadaire ou CWBP (Camel Whey Basic Protein) a
été isolée pour la premiere fois par Ochirkhuyag et al., 1998. Ces auteurs ont déterminé la
séquence N-terminale de cette protéine qui ne semble pas présenter d’homologie avec une
quelconque protéine laitiere et non laitiere. La comparaison des sequences connues des
protéines du lait de dromadaire et de lama n’a montré aucune analogie avec les autres

protéines du lait (Ochirkhuyag et al., 1998).
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1.1.7. La lactoferrine

La lactoferrine est une protéine basique du systéme immunitaire appartenant a la
famille des transferrines dont la fonction principale est la fixation des cations de fer
(préférentiellement le Fe *").

Kappeler et al. (1998) ont montré que le point isoéléctrique du peptide non modifié de
la lactoferrine est de 8,14 et que la séquence de cette protéine chez le dromadaire présente
91,6% d’homologie avec celles de la vache et de la femme et 91,3% avec la lactoferrine
porcine. La structure primaire de la lactoferrine du lait de dromadaire est composée de 689
acides aminés et sa masse moléculaire est de 75,250 kDa.

Le lait de dromadaire est trés riche en lactoferrine surtout durant la phase colostrale
par rapport a celui du bovin (Kappeler., 1998). Un homologue a la lactoferrine bovine a
également été isolé et identifié dans le lait de dromadaire (Duhaiman., 1988 ; EL-Agamy et
al, 1992 et 1996 ; Kappeler et al, 1999 (b)).

Par rapport aux autres transférrines, la lactoférine possede une grande affinité pour le
fer, cette affinité lui permet d’épuiser le fer libre ralentissant ainsi la croissance bactérienne
dans I’intestin, d’ou son effet bactériostatique (Kappeler., 1998). Cette protéine posséde une
action inhibitrice de la croissance de Salmonella thyphimurium (EL-agamy et al., 1992) ainsi
qu’une stabilité a des pH bas et vis-a-vis des traitements thermiques (Kappeler et al, 1998 et
EL-Agamy., 2000). L activité antibactérienne exercée par la lactoferrine caméline sur E. coli
est importante a faible concentration (Conesa et al., 2008).

Une grande concentration de cette protéine peut prévenir la peroxydation lipidique par
les radicaux libres durant I’infection de la mamelle. Adlerova et al., 2008 ont montré que cette
protéine posséde une activité antivirale et antiparasitaire ainsi qu’un role important dans la
prolifération et la différenciation cellulaire. Les propriétés antivirales de la lactoferrine
cameline étudiées par EI-Rashdy et Tabll, 2007 et El Fakhrany et al., 2008 s’expliquent par le
blocage de I’invasion des cellules par les virus, particulierement le virus de I’héepatite (Pan et
al., 2006). La lactoferrine est utilisée aussi comme conservateur dans les aliments, les

médicaments et les produits cosmétiques.

1.1.8. La peptidoglycan recognition protein (PGRP)

C’est une famille de protéines décrites récemment (protéines de reconnaissance du
peptidoglycanne) (Kappeler., 1998). Ces molécules sont une composante du systéme

immunitaire inné possédant une fonction antibactérienne (Kappeler et al., 2003). Elles sont
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impliquées dans le systéme immunitaire primaire des vertébrés et des invertébrés. Elles sont
produites dans les cellules épithéliales et les sécrétions corporelles (Lu et al., 2006). La PGRP
agit en synergie avec les enzymes bactériolytiques et les peptides antimicrobiens (Cho et al.,
2005, Lu et al., 2006). L’inactivation des pathogénes est effectuée a travers la fixation au
peptidoglycane de la membrane bactérienne, d’ou le nom de « Peptidoglycan Recognition
Protein : PGRP » (Kappeler et al., 2004).

La PGRP a été isolée a partir du lait de dromadaire par précipitation acide suivie d’une
chromatographie (Héparine-sépharose) et a partir d’une banque d’ADNc de la glande
mammaire (Kappeler et al., 2004). La protéine mature a un poids moléculaire de 19,143 kDa
avec 172 acides aminés.

Le taux de la PGRP décroit durant la lactation et augmente en cas d’infection de la
glande mammaire chez le dromadaire (Kappeler et al., 2004). Le taux élevé de cette protéine
au début de lactation indique un possible réle dans la protection de la glande mammaire
(Kappeler et al., 2004).

1.1.9. Whey Acidic Protein (WAP)

C’est une protéine a caractére acide, dénommée d’ailleurs WAP (Kappeler, 1998). I
s’agit d’une protéine abondante dans le lait de certaines especes de mammiferes, notamment
les rongeurs et les lagomorphes (Dandekar et al., 1982). Elle a été rapportée dans le lait de
dromadaire (Beg et al., 1986) et de truie (Simpson et al., 1998). Elle est absente du lait des
autres ruminants et de celui de la femme chez la quelle le gene codant pour la WAP existe,
mais il ne s’exprime pas en raison de mutations critiques : mutation dans le codon d’initiation
de la traduction, délétion d’un nucléotide dans un site d’épissage, présence d’un codon stop
prématuré dans I’exon 3 et présence d’un T additionnel dans le site de polyadénylation
(Nukumi et al., 2007).

La WAP est synthétisée dans la glande mammaire. Grabowski et al., 1991 et Nukumi
et al., 2007 ont montré que cette protéine est présente dans le sang des lapines et des souris en
lactation. Cette derniere donnée suggére que la WAP est sécrétée dans la matrice
extracellulaire et libérée dans la circulation sanguine quand le lait s’accumule dans la lumiére
alvéolaire (Nukumi et al., 2007).

Le taux de la WAP dans le lait de dromadaire est estimé a 157 mg/l (Kappeler et al,
1998). La protéine mature comporte 191 acides aminés, comprenant trois domaines avec

quatre ponts disulfures.
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Chez les souris transgéniques, la surexpression de la WAP inhibe la prolifération et
favorise la différenciation des cellules épithéliales mammaires (Nukumi et al., 2007; Burdon
et al.,, 1991). Cette protéine empécherait la dégradation de la matrice extracellulaire et
I’invalidation de son gene n’affecte pas la morphologie et la différenciation des cellules
épithéliales mammaires mais provoque plut6t un retard de croissance, suivi de la mort des
petits 15 jours apres leur naissance. Cette mortalité peut étre due a une baisse considérable de
la quantité de lait produite par les méres (Triplette et al., 2005). La WAP serait indispensable

pour le maintien de la stabilité de la sécrétion des protéines du lait (Triplette et al., 2005).

1.1.10. Le lysozyme

Le lysozyme est une protéine naturellement présente dans le lait de mammiferes. Elle
comporte 129 acides aminés et elle a un poids moléculaire de 14 kDa. C’est une enzyme
bactériolytique qui clive la liaison glycosidique B (1-4) du peptidoglycane de la paroi des
cellules bactériennes engendrant ainsi leur lyse (Benkerroum., 2008), elle est chargée
positivement ayant un pH basique (10,5-11) et elle se lie en conséquence électrostatiquement
sur les surfaces anioniques des bacteéries.

Plusieurs microorganismes sont sensibles au lysozyme telles que les bactéries
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis, les levures Candida krusei, Candida
albicans, Candida glabrata, et le virus Herpés simplex.

Les bactéeries gram-négatif sont plus résistantes au lysozyme car elles contiennent une
membrane externe de lipopolysaccharide, qui peut les protéger contre I’action du lysozyme.

Le lysozyme a été mis en évidence chez le lait de dromadaire avec des faibles
concentrations (El agamy et al., 1992; 2000). Son activité enzymatique est plus forte chez le
dromadaire que chez la vache mais plus faible que celle de I’ceuf (EI-Agamy., 1996). Elle est

thermorésistante a 85°C pendant 10 minutes.

1.1.11. La p-Lactoglobuline

La B-lactoglobuline appartient a la famille des lipocalines (Kontopidis et al., 2002) et
au niveau structure elle présente une homologie avec la protéine plasmatique transporteuse du
rétinol (RBP : retinol binding protein). Elle joue un réle important dans le transport des
molécules hydrophobes et des métaux.

La B-lactoglobuline est la protéine majeure du lactosérum chez les ruminants (2 a 4
o/l chez la vache), mais elle est absente chez la femme (Brignon et al., 1985) et les rongeurs
(Green et Pastewka., 1976). Sa présence dans le lait camelin est controversée, Farah et al.,
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1986, El-Agamy., 2000 et Aloui Lombarkia et al., 2007 ont signalé sa présence en faible
guantité. Kappeler et al., 2003 ont signalé son absence dans le lait camelin puisqu’ils n’ont

pas trouvé son ARN messager dans la glande mammaire du dromadaire.

1.2. Les caséines

Les caséines sont définies comme des phosphoprotéines précipitant a 20°C et a pH 4,6
pour le lait bovin (Thompson et al., 1965), a pH 4,2 pour le lait équin (Egito et al., 2001) et a
pH 4,3 pour le lait camelin (Wangoh et al.,1998). Chez les ruminants, elles sont les protéines
majeures. En fait, elles représentent environ 80% des protéines totales du lait bovin et 40%
de celles de la femme. Elles représentent la fraction protéique la plus abondante dans le lait
camelin a savoir 73 a 81% des protéines totales (Mehaia et al., 1995). Leur composition en
acides aminés est caractérisée par un faible taux en glycine et en cystéine et cette composition
est identique a celle de leurs homologues bovins (Farah et Ruegg., 1989, Ochirkhuyag et al.,
1997 et Kappeler et al., 1998).

Les caseines se retrouvent a I’état de suspension colloidale et sont synthétisées par
I’épithélium sécrétoire mammaire sous forme de précurseurs contenant un peptide signal qui
permet I’adressage et qui sera clivé au cours du passage de ces protéines a travers la
membrane du réticulum endoplasmique (Gaye et al., 1977, Mercier et Gaye., 1980)

Les caséines ne sont pas des entités moléculaires indépendantes et uniques. Dans le
lait, elles sont organisées sous la forme de particules sphériques ou micelles et s’associent a
un complexe minéral de phosphate de calcium de taille variable et fortement hydraté et
minéralisé.

Les caséines sont au nombre de quatre chez les ruminants: caséine osl, caséine as2,
caséine B et caséine k. Les trois premicres sont des protéines multiphosphorylées et connues
sous le nom de caséines sensibles au calcium (calcium sensitive casein) en raison de leur
précipitation a la concentration calcique normale du lait (30 mM). La caséine k qui peut étre
glycosylée demeure en solution dans ces conditions. Chez les rongeurs on distingue cing
caséines : a, P, k, € et y. Les caséines B et a sl sont transcrites de fagon convergente chez les
ruminants, par contre chez la souris, la caséine € est transcrite dans le méme sens que la
caseine B. Les caséines asl, B et k peuvent jouer un role de protéines chaperonnes (Morgan et
al., 2005).

Le tableau 4 montre les teneurs en principales caséines du lait de différentes especes.

Les caséines contiennent des peptides bioactifs qui sont libérés suite a des protéolyses

in vitro et in vivo sous I’action des enzymes endogenes et exogénes ou méme pendant les
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fermentations lactiques. Ces peptides bioactifs peuvent agir a plusieurs niveaux de
I’organisme (effet anti-diarrhéique, anti-carcinogenes, anti-thrombotiques, anti-infectieuses
etc...).

Les analyses des séquences des caséines au niveau de la protéine, de ’ARNmM et de
I'ADN sont rares (Beg et al., 1985 et Kappeler et al., 1998). Les séquences des ARN
messagers codant pour les caséines camélines ont été déterminées par Kappeler et al., 1998
(GenBank ID : AJ012628 a AJ012630, Y10082).

Tableau 4. Concentration moyenne en différentes caséines du lait de différentes espéces (mg/l)
(Kappeler et al., 2003)

Protéine Chamelle Vache Femme Fonction principale
os.Casein 5000 1200 Trace Nutritive

(acides aminés, Ca, P)
os.Casein 2200 3000 Trace Nutritive

(acides aminés, Ca, P)
B.Casein 15000 10000 4670 Nutritive

(acides aminés, Ca, P)
k.Casein 800 3500 Trace Coagulation de la micelle

de caséines

1.2.1. La caséine asl

C’est la protéine la plus abondante du lait. Elle représente plus de 40% des caseines
totales chez la vache. Celle du lait de dromadaire représente 22% des cas€ines totales. La
caséine asl du lait de dromadaire contient 215 acides aminés et a une masse moléculaire de
25.773 Da et un point isoélectrique de pH 4,4 (Kappeler et al., 1998).

En fonction de la nature des acides aminés, plusieurs zones au niveau de cette
molécule peuvent étre caractérisées. Une zone N-terminale des acides aminés 1 a 41 qui
présente un fort caractére hydrophobe. Une zone hydrophile est définie entre les acides
aminés 41 a 80. La caséine aslcontient six sites potentiels de phosphorylation sur des résidus
de sérine.

L'alignement de la séquence des ARNm de 11 espéces a montré une grande homologie
entre le dromadaire et le porc par rapport aux autres espéces comme la chévre et la brebis
(Martin et al., 2003).
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Deux variants d’épissage de la caséine asl chez le dromadaire ont été décrits par
Kappeler et al., 1998. Le variant A (variant naturel) est formé de 215 résidus d’acides
aminés. Le variant B est caractérise par la délétion de huit résidus d’acides aminés
(EQAYFHLE) correspondant a I’exon 16 du gene camelin.

Des études récentes de Shuiep et al., 2013 ont pu mettre en évidence un nouveau
variant la caséine asl C qui se caractérise par rapport a la caséine asl A par I’absence de
I’exon 16 au niveau de I’ARN messager ainsi que par une substitution au niveau de la
séquence nucléotidique de I’exon 5 entrainant une substitution d’un acide aminé (GIn30 >
Asp30) « GenBank ID : JF429138 ».

1.2.2. La caséine as2

Elle représente entre 12 et 16 % des caséines. La structure primaire présente 207
résidus d’acides aminés (Grosclaude et al., 1979). Comme dans le cas de la caséine asl, on
peut distinguer plusieurs zones au niveau de la séquence primaire. La séquence N-terminale
allant des acides aminés 1 a 75 posséde un caractére hydrophile marqué par la présence de
huit résidus de sérine phosphorylés, une autre zone hydrophile est localisée entre les acides
aminés 121 a 165 ou se trouvent trois résidus de phospho-sérine. La caséine as2 est la plus
hydrophile des caséines et elle est trés sensible a I'action des ions calcium. Elle précipite en
présence d'une teneur en calcium voisine de 6 mM et a une température supérieure a 20°C.

Cette proteine existe dans le lait en partie sous forme de dimeres (Ramussen et al.,
1992). Sa structure secondaire comporte 20 a 32 % d’hélice o (Haga et al., 1983), environ
30% de feuillets B (Hoagland et al., 2001). Cette caséine présente une délétion au niveau de sa
structure primaire. Cette délétion aurait une implication dans I’assemblage de la micelle, dans
sa stabilité et dans ses propriétés nutritionnelles (Ferranti et al., 1995).

La caséine as2 du lait de dromadaire renferme 178 acides aminés, et elle a une masse

moléculaire de 21.266 Da et un pl de 4,58.

1.2.3. La caséine B

La caséine P représente entre 37 et 42% des caséines du lait. La forme bovine contient
209 résidus d’acides aminés dont 5 résidus de sérine sont phosphorylés et elle a un poids
moléculaire de 23.998 Da (Grosclaude et al., 1973, Ribadeau-Dumas et al., 1972). La caséine
B ne présente pas de résidu de cystéine. Comme pour les autres caséines, il est possible de
distinguer deux zones ou le domaine N-terminal posséde un caractére hydrophile : des acides
aminés 1 a 56 et une zone hydrophobe qui concerne le reste de la molécule. Dans la partie
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hydrophile on note la présence de cing résidus de sérine phosphorylés, dans la partie apolaire
il 'y a 33 résidus de proline répartis d’une fagon uniforme. La caséine [ peut subir I'action des
protéases comme la plasmine entrainant ainsi la formation de la caséine y. Cette derniére
représente 3 et 5% des caséines du lait.

Dans le lait camelin, la caséine B comporte 217 acides aminés et fait 24.651 Da. Elle a
un pl de 4,76 et posséde quatre sites de phosphorylations au niveau des résidus de sérine 15,
17,18 et 19 (Kappeler et al., 1998).

1.2.4. La caséine K

La caséine k n’est pas majoritaire dans la micelle (Ribadeau-Dumas et Grappin, 1989),
elle représente 8 a 15% des caséines soit 3 a 4 g/litre de lait de vache. Elle ne précipite pas en
présence de calcium (sauf a une concentration supérieure a 30 mM) et permet donc de
stabiliser la structure de la micelle. Cette caséine est bien étudiée puisqu’elle détient le role
clé au niveau de la coagulation du lait par la présure (Cayot et Lorient, 1998). Elle posséde
169 résidus d’acides aminés et elle a une masse moléculaire d’environ 19 kDa. Elle est de
nature amphipolaire, la partie N-terminale est hydrophobe, la partie C-terminal est hydrophile.

La caséine « est trés susceptible a l'action de la chymosine qui scinde la molécule en
deux fragments : la para caséine « et la caséino-macropeptide qui joue un réle important dans
la coagulation du lait (Mercier et al., 1976).

La caséine «k du lait de dromadaire est composée de 162 acides aminés et présente une
masse de 18.254 Da, un pl de 4,11 et deux sites de phosphorylation au niveau des résidus de
sérine 141 et 159. Elle permet la croissance des submicelles et ainsi la taille de la micelle
(Kappeler et al. 1998).

1.2.5. La micelle de caséine

Chez toutes les espéces, les caséines se présentent sous forme de micelles avec une
structure similaire. Les micelles de caséines se presentent sous forme de complexes
moléculaires constitués de protéines, de citrate, de phosphate, de calcium, de magnésium, de
potassium et de sodium. La micelle de caséine est constituée de 10 a 100 submicelles reliées
entre elles par l'intermédiaire de pont phospho-calcique (Figure 9). Les résidus phosphosérine
et les groupements acides des acides aminés participent a l'interaction des submicelles avec le
calcium.

Gréces a ces micelles, les caséines maintiennent I’excés de phosphate de calcium dans
un état de suspension colloidale stable ainsi qu’une sécrétion de lait riche en phosphate de

31



Synthése bibliographique

calcium soluble qui a un réle physiologique et nutritionnel important. Chez plusieurs especes,
la coagulation des micelles par I’enzyme coagulante (la chymosine) retarde I’entrée des
constituants du lait dans I’intestin gréle favorisant ainsi leur digestibilité (Fox et Brodkorb,
2008).

De rares travaux ont été faits sur I’organisation structurale de la micelle de caséine
chez le dromadaire. Gouda et al., 1984 ont rapporté la large distribution de la taille des
micelles (25 a 40 nm). Plus recemment (Kherouatou., 2004), il a été mis en évidence que la
micelle du lait de dromadaire est différente de son homologue bovin au niveau du diametre
micellaire, de la distribution de taille, du niveau de minéralisation, de la viscosité, du taux de

caséines et de la teneur en caséines solubles.

Sous-micelle

Caséine «

» .I-I.Il'.
5C lt*’. 5C
C S

3
Caséines ;
/ f
Pont phosphate de hydrophobes Phosphate
calcium
Micelle Sous-micelle

Figure 9. Représentation schématique de la micelle de caséine (Ruettinam et Ladisch, 1987)

1.2.6. Modifications post-traductionnelles des caséines

Au cours de leur synthése, les caséines et avant de leur sécrétion au niveau de la
cellule épithéliale mammaire, les caséines subissent des modifications post-traductionnelles
(phosphorylation et glycosylation).

Il existe deux types de glycosylation, la N-glycosylation (la plus fréquente) et la O-
glycosylation. Seule la caséine x est glycosylée. La O-glycosylation de cette caséine, se

déroule dans I’appareil de golgi. La caséine «k serait principalement localisée a la surface de la
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micelle, accessible a I’enzyme coagulante. Les caséines «k les plus phosphorylées engageraient
des liaisons phosphocalciques avec les autres caséines orientées vers I’intérieur de la micelle,
alors que les caséines k O-glycosylées (les moins phosphorylées) seraient exposées au solvant
et formeraient une chevelure dont I’épaisseur varierait selon les conditions du milieu (Holt,
1992 et Tchorbanov et Liev, 1993).

A part la glycosylation, il ya un autre type de modification post-traductionnelle qui est
la phosphorylation. Ce processus se deroule dans I’appareil de golgi (Bingham et al., 1972).
La synthese des caséines se fait tout d’abord au niveau des polyribosomes du réticulum
endoplasmique des cellules épithéliales mammaires (Beitz et al., 1969). Le clivage du peptide
signal permet I’adressage des caséines vers la face cis de I’appareil de Golgi ou elles vont étre
phosphorylées, permettant la liaison aux ions Ca". Les caséines vont étre ensuite secrétées

dans des vésicules golgiennes ou se formeront les micelles (Carroll et al., 1970).

2. La matiere grasse : les globules gras

La matiére grasse du lait se présente sous forme d’une émulsion de globules gras
stabilisés en phase aqueuse. Ces globules sphériques présentent des diametres variant de 1 a 5
um (Farah, 1996). Le diametre de ces globules gras chez le lait bovin varie de 0,1 & 15 pm
(Goudédramche et al., 2000).

La matiere grasse cameline représente 2,7 a 3,6 % de la composition globale (Farah.,
1996 Karray et al., 2005).

2.1. Origine et formation des globules gras

La matiere grasse laitiére trouve son origine dans la cellule épithéliale mammaire. En
effet, le réticulum endoplasmique (RE) est I’endroit ou sont synthétisées a la fois les protéines
et les triglycérides. Ces triglycérides sont ensuite accumulés sous forme de microgouttelettes
lipidiques cytoplasmiques ou CLDs « cytoplasmic lipid droplets » ayant des diamétres de 1 a
5 um qui a la sortie des réticulums ne dépassent pas 0,5 um (Heid et Kennan., 2005). Ces

gouttelettes lipidiques sont les précurseurs des globules gras du lait.

2.2. Mécanismes de transit et de sécrétion des globules gras

Lors du mécanisme de sécrétion des globules gras (Figure 10), les CLDs migrent a
travers le cytoplasme de la cellule sécrétrice, s’accumulent au bord apical des acini
mammaires, se couvrent graduellement de la membrane plasmique jusqu’a ce gqu’il ne reste

qu’un fin col non refermé (Danthine et al., 2000). La sécrétion proprement dite a lieu quand
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les parties membranaires fusionnent entre elles au niveau du col. Au point de pincement, la
gouttelette lipidique est expulsée dans le lumen alvéolaire. Le phénoméne de sécrétion serait
facilité par une glycoprotéine : la butyrophiline qui a tendance a s’associer a une protéine, la
xanthine oxydase pour former un complexe qui pourrait étre impliqué dans la liaison de la
bicouche membranaire a la gouttelette lipidique.

Des études récentes ont montré qu’il ya plusieurs autres modéles de sécrétion des
globules gras. Il a été suggére que la biosynthése des gouttelettes lipidiques a lieu au niveau
du RE et que I’adipophiline transfere les lipides de RE vers la surface des gouttelettes
lipidiques (Robenek et al., 2006). Dans des études plus avancées, les mémes auteurs ont
proposé que le bourgeonnement des CLDs a partir de la cellule épithéliale mammaire ainsi
que leur libération sous forme de globules gras dans le lait sont sous le contréle uniquement
de la butyrophiline par des interactions homotypiques (Robenek et al., 2009).

Les gouttelettes lipidiques n’interagissent pas homotypiquement mais aussi avec
d’autres organites de la cellule épithéliale mammaire, tels que les peroxysomes ou les

mitochondries.

Gouttelette Ilpldlque Micelle de caséine

Membrane de globule Q # Membrane apicale plasmique

gras du lait

&
gl Can

Gouttelettes cytoplasmique lipidique

Q

Figure 10. Résumé des voies de transit et de sécrétion de la gouttelette lipidique des cellules

épithéliales mammaires (Mather et Keenan, 1998)
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2.3. Composition de la membrane du globule gras

La membrane des globules gras apparait comme une structure multicouche complexe
consistant en une couche interne des proteines et des lipides originaires des CLDs et une
bicouche externe dérivée de la membrane apicale de la cellule sécrétrice. C’est une enveloppe
protectrice particulierement complexe en termes de composition et de structure. La figure 11
montre I’assemblage des complexes phospholipoprotéines au niveau de la membrane du
globule gras.

La membrane des globules gras est constituée de protéines, de lipides, d’enzymes, de
glycoprotéines et d’autres composés mineurs (Danthine et al., 2000). La composition de la
membrane du globule gras dépend de nombreux facteurs comme le régime alimentaire, la

santé de la mamelle et le stade de lactation.

Glycérophospholipides

|
Adipophiline

5 . Xanthine déshydrogénase/oxydoréductase

__ Butyrophiline

Figure 11. Schéma représentatif de la structure de la membrane du globule gras (Lopez et al., 2010)

2.3.1. Les lipides membranaires

Les lipides membranaires représentent 1 a 2% des lipides totaux. Les triglycerides
constituent les principaux lipides neutres (62%) des lipides totaux (Singh., 2006). Les lipides
neutres mineurs sont des diglycérides (2,1%), des esters (0,1-0,8%) et des cholestérols (0,2-
6,1%) (en pourcentage des lipides totaux de la membrane) (Danthine et al., 2000,
Vanderghem et al., 2010). Des faibles quantités de monoglycérides (0,4% des lipides totaux)

ont été trouvées dans des échantillons de la membrane du globule gras du lait (tableau 5).
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15 a 34 % des lipides totaux de la membrane sont des lipides polaires comme les
phospholipides et les sphingolipides dans la membrane du globule gras du lait (Danthine et
al., 2000). Parmi les phospholipides, il y a les phosphatidylcholines et les phosphatidylserines
qui existent sous la forme zwitterion, quelques lipides polaires comme le phosphatidyl
inositol et la phosphatidylserine existent sous forme anionique (Dewettinck et al., 2008). Les
travaux de Fauquant et al., 2007 ont montré, en utilisant la technique de GC/MS, que la
membrane du globule gras du lait contient quelques traces de stérols comme le demosterol et

le lathosterol.

Tableau 5. Les composants lipidiques de la membrane de globule gras (Keenan et Dylewski, 1995,
Singh., 2006, Fong et al., 2007 et Lopez et al., 2010)

Composants Lipides totaux (%)
Triglycérides 62
Diglyceérides 2,1
Monoglycérides 0,4
Stérols 0,2-2
Acides gras libres 0,6-6
Phospholipides* 26-31
Sphingomyéline 25
Phosphatidylcholine 36
Phosphatidylethanolamine 30
Phosphatidylinositol 11
Phosphatidylserine 4
Glucosyl-ceramide et lactosyl-céramide 6
lysophosphatidyl choline 2

* les pourcentages des sous classes des phospholipides sont mentionnés par rapport au

pourcentage total des phospholipides.

Gorban et lzzedine, 1999 ont montré que la membrane du globule gras du lait camelin est
beaucoup plus riche en cholestérol que celle du bovin.

La teneur en cholesterol est de (37,1 mg/100g) chez le lait de chamelle de Kazakhstan
(Chilliard., 1989).
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2.3.2. Les protéines de la membrane de globules gras

Les protéines de la membrane de globule gras représentent 1 a 2 % des protéines
totales du lait (Riccio., 2004). Toutefois, ces protéines membranaires jouent un réle majeur
dans le maintien de I’intégrité de la membrane de globule gras (Mc Pherson et kitchen.,
1983). Elles possedent des propriétés nutritionnelles et technologiques trés intéressantes
(Deweltinck et al., 2008).

Reinhard et Lippolis., 2006 ont identifié par chromatographie liquide couplée au
spectromeétre de masse en tandem (LC — MS/MS), plus de 120 protéines dans la membrane du
globule gras bovin.

Les protéines majeures de la membrane de globule gras représentent 20 a 60 % du
matériel membranaire (Goudedranche et al., 2000). La majorité de ces protéines sont
glycosylées.

Les protéines majeures de la membrane de globule gras sont la mucine 1 (MUC1), la
mucine 15 (MUC15), la xanthine oxydoréductase (XOH /X0O), la Fatty Acid Synthase (FAS),
la butyrophiline (BTN), la lactadhérine (LDH ou MFG-E8 ou PAS 6 /7) et I’adipophiline

(ADPH, connue aussi sous le nom d’ADRP ou « Adipocyte Differentiation-Related Protein »

2.3.2.1. La Mucine (MUC-1)

Ce sont des proteéines de trés haut poids moléculaire et fortement glycosylées.

La forme bovine de MUC-1 est une protéine transmembranaire possedant un domaine
cytoplasmique de 70 acides aminés et un domaine extracellulaire tres important, constituée de
30 a 100 unités de séquences répétées en tandem d’une longueur de 20 acides aminés. Cette
protéine est incorporée dans la matiére grasse lors du bourgeonnement et de I’expulsion du
globule gras. Elle se comporte comme une molécule soluble qui peut se séparer ou se déplacer
facilement du moins en partie de la membrane (Mather, 2000). Les domaines de fixation des
O-glycanes sont tres riches en résidus sérine, thréonine et proline. Cette glycoprotéine est
exprimée au pble apical de nombreuses cellules épithéliales. Elle est impliquée dans les
mécanismes d’immunoprotection au cours de I’allaitement (Patton et Mullier, 1992). Sa partie
intracellulaire participe aussi a la transduction de signaux grace a ses interactions avec

plusieurs protéines cellulaires.
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2.3.2.2. MUC-15
C’est la protéine la moins caractérisée des protéines associées a la membrane du

globule gras du lait, appelée aussi PAS I11. Cette molécule a éte isolée et caractérisée dans le

lait de vache par Pallesen et al., 2002.
MUC-15 comprend 307 acides aminés, ayant un domaine extracellulaire composé de

209 acides aminés, un segment d’ancrage membranaire de 22 acide aminés et un court

domaine cytoplasmique (figure 12).
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Figure 12. Schéma représentatif de différents domaines de la Muc 15 (ou PASIII)

(Pallensen et al., 2002).

2.3.2.3. La xanthine oxydoréductase (XDH /XO)
La xanthine oxydoréductase (XOR) est un complexe molybdoflavoprotéique qui a été

identifié pour la premiere fois dans le lait bovin (Schardinger, 1902). La xanthine oxydase

(XO) et la xanthine déshydrogénase (XDH) sont des formes interconvertibles de la méme
enzyme ; xanthine oxydoréductase (Battelli et al., 1992, Page et al., 1998, Masuoka et Kubo,
2004 et Pacher et al., 2006). Les deux molécules peuvent étre actives ou inactives
(Berglund,1996). Des travaux ont montré qu’il existe 60%, 82%, 91% et 95% de forme
inactive de la XO dans le lait bovin, caprin, ovin et humain respectivement (Baghiani et al.,

1999, Atmani et al., 2005).
L activité spécifique de la XO humaine est sensiblement inférieure a celle des autres

especes (Bagiani et al., 1999). Par contre elle est nulle chez I’espece caméline a cause de
I’absence de la forme active. Baghimi et al., 2003, suggere que les nouveaux nes camelins

possédent un systéeme enzymatique qui réactive la XOR dans leurs intestins et génére par la
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Selon Mather, 2000 et Atmani, 2005 cette enzyme est active sous la forme d’un
homodimere d’une masse moléculaire de 300 kDa. Chez le bovin chague monomeére est
constitue de 1332 acides aminés. Chaque monomere contient une molybdoptérine comme
cofacteur, deux groupements fer-soufre (Fe,/S;) et un centre flavine adénine dinucléotide
(FAD) (Louisot., 1983) (Figure 13).

La xanthine déshydrogénase/oxydase (XDH/XO) représente a peu prés 20% des
protéines associées a la membrane de globule gras (Mather, 2000; Singh, 2006). Elle est
considérée comme une protéine majeure de cette membrane. La XDH/XO joue un role
structural et fonctionnel dans la genése de la membrane globulaire ainsi que dans la sécrétion
des gouttelettes lipidiques du lait par sa liaison avec le domaine cytoplasmique de la
butyrophiline (Mather, 2000 et Kuwabara, 2003).

La XDH est la forme prédominante dans le tissu mammaire, alors que la XO est
prédominante dans le lait (Mather, 2000).

Les méthodes de localisation intracellulaire montrent que la XOR se trouve & forte
concentration dans le cytoplasme (Jarasch et al., 1981) et au niveau de la membrane cellulaire
(Rougquette et al., 1998), et elle est tres abondante dans le lait (Mather, 2000).

La XOR catalyse la conversion de I'nypoxanthine en xanthine et la xanthine en acide

urique (le produit final du catabolisme des purines humains) (Usuda et al., 1988).

N-terminal | Fe./s, | Fe,/s, Centre molybdoptérique 1 Centre molybdoptérique 2 | C-terminal

Figure 13. Schéma représentatif de différents domaines de la XDH/XO (Mather, 2000)

2.3.2.4. La Fatty Acid Binding Protein (FABP)

C’est une protéine de la surface de la membrane de globule gras (Brandt et al., 1988)
constituée de 132 acides aminés (Spitsberg et al., 1995). Elle agit comme un facteur de

différenciation de la glande mammaire (Yang et al., 1994).
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2.3.2.5. La Butyrophiline (BTN)

Nommeée aussi PAS V, la butyrophiline est une glycoprotéine transmembranaire de
type | (Figure 14), appartenant a la superfamille des immunoglobulines. C’est une
glycoprotéine acide exprimée spécifiquement dans la glande mammaire.

Cette protéine représente 20 a 40% des protéines de la membrane du globule gras et
contenant 526 acides aminés pour la forme bovine non mature. Elle est fortement liée a la
bicouche membranaire puisqu’elle n’est pas dissociée par des détergents incluant du SDS a
1% et des détergents non anioniques. Les solutions salines provoquent une dissociation
partielle de la BTN (Mather et al., 1977). Par contre sa solubilisation est possible dans des
solutions de SDS en présence de réducteurs du groupement thiol. Singh et al., 2006 suggerent
que les ponts disulfures ont un role important dans la stabilité de la protéine avec la
membrane. La plupart de la BTN reste accrochée a la membrane méme aprés la
déstabilisation du globule gras.

Le sequencage de I’extrémité N-terminale de cette protéine chez la vache et la brebis a
montré que les 14 résidus d’acides aminés N-terminaux de la butyrophiline ovine sont

identiques a ceux de la protéine humaine (Montagne et al., 1999).

N-terminal
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Figure 14. Schéma représentatif de différents domaines de la butyrophiline
(Banghrat et al., 1988)
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2.3.2.6. La Lactadhérine

La lactadherine bovine (LDH) appelée aussi PAS 6/7 (Periodic Acid Sciff 6 et 7), est
une protéine extrinseque hydrophile de 409 acides aminés. Des solutions tampons salines
peuvent extraire cette protéine de la membrane de globule gras (Keenan et Mather, 2006). Le
PAS 6/7 bovin apparait sous forme de deux bandes en SDS-PAGE a cause d’une différence
de glycosylation d’un polypeptide unique. Les travaux de Hvarregaard et al., 1996 ont
démontré que le PAS 6 a trois sites de glycosylation par contre le PAS 7 n’a que deux sites.

Sur un gel SDS-PAGE a 10%, la LDH du lait de chévre et de la brebis apparaissent
sous forme d’une seule chaine polypeptidique alors que deux et quatre isoformes ont été
observées chez le dromadaire et la jument respectivement (Cebo et al., 2012).

En plus de ces protéines majoritaires, il ya un certain nombre de protéines minoritaires

qui peuvent posséder des fonctions biologiques importantes, notamment des enzymes.

2.4. Facteurs affectant la stabilité de la membrane du globule gras du lait

Apres la sécrétion du lait, et la traite des femelles, la composition et la structure de la
membrane du globule gras changent. Le traitement thermique provoque la dénaturation des
protéines de la membrane de globules gras du lait et formation d'un complexe de BTN et XO
(Ye et al, 2002). L’homogénéisation donne une nouvelle membrane constituée
essentiellement de caséines et des protéines du lactoserum.

Les facteurs physiologiques, physiques et/ou mécaniques et environnementaux
affectent la membrane de globule gras entrainant ses changements qui risqueraient la perte de
ses composants, I’adsorption des composants plasmatiques du lait ainsi que les réactions
chimiques et enzymatiques. Tous ces risques peuvent ainsi affecter la stabilité du globule gras
(Walstra et Jenness, 1984).

2.4.1. Facteurs physiologiques

L'alimentation, la race, la taille des globules gras et le stade de lactation, sont des

facteurs qui influent sur la stabilité des globules gras (Anderson et Cawston., 1975).

2.4.1.1. Larace

Peu d’études d’effet de la race sur la composition de la membrane de globules gras du
lait ont eté faites. Les vaches de race Swiss Brown secrétent des globules gras plus petits que

les vaches de race Holstein (Caroll et al., 2006). Les différences seraient dues a une
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diminution des quantités secrétées de globule gras de petite taille (1,5 a 3 um) et de taille
moyenne (3 & 6um) (Martini et al., 2004).

2.4.1.2. L alimentation

La composition de la membrane de globule gras du lait et en particulier des
composants lipidiques des acides gras varie en fonction du changement de I’alimentation
entre I’hiver et I’été (Huang et kuksis, 1967). Des changements au niveau des lipides neutres
de la membrane de globules gras ont été observés chez le lait des vaches qui recoivent de
I’huile de coco dans leur alimentation (Anderson, 1974). Les phospholipides de la membrane
de globules gras issus des vaches nourries de tournesol et de suppléments de I’huile de soja
contiennent une meilleure propriété que des phospholipides du lait normal a cause de sa
richesse en d’acide linoléique (Smith et al., 1977). Une alimentation faible en fibre entraine
une augmentation de la teneur de phosphatidylethanolamine de la membrane de globules gras
du lait et une baisse au niveau des quantités de phosphatidylcholine et de sphingomyeline.

Chez la vache, une alimentation riche en acides gras polyinsaturés entraine une
augmentation au niveau des phospholipides de plus de 18%, une élévation de 30% de la
concentration en sphingomyélines ainsi qu’une élévation de 1,7 fois au niveau de I’acide
stéarique, de 1,36 fois au niveau des acides gras insaturés et de 7 fois au niveau des acides

gras C18:1 trans.

2.4.1.3. Taille des globules gras

Les globules gras du lait de vache de la race Jercy ont une taille moyenne de 4,5 pum,
par contre ceux des vaches de la race Frisonne présentent une taille de 3,5 um, en plus il
existe aussi des variations considerables entre la taille de la membrane de globules gras du lait

des vaches de la méme race (Singh, 2006).

2.4.1.4. Stade de lactation et facteurs saisonniers

L’étude de Asker et al., 1978, a montré que dans la membrane de globule gras du lait
de bufflesse il ya des grandes différences au niveau de la teneur en carbohydrate entre le
début de lactation (colostrum), mi et fin de lactation. Ainsi que la teneur en lipide et en
protéines au niveau de la membrane augmente pendant I’été et atteint le maximum le mois de

septembre.
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2.4.2. Facteurs physiques et mécaniques

Plusieurs facteurs apres la traite et au moment de la séparation du matériel des
globules gras peuvent affecter la stabilité de la membrane de globules gras du lait.

Au moment de manipulation, I’air peut étre incorporé dans le lait ce qui risque de
casser la membrane de globule gras du lait qui entre en contact avec les bulles d’air (TeWhaiti
et Fryer, 1975). Les machines a traire qui transportent I’air pour tirer le lait, provoquent des
changements au niveau de la membrane de globule gras du lait (Evers et Palfreyman, 2001).
L’agitation et le barattage du lait causent aussi I’agrégation des globules gras.

En effet, a 60°C, température inférieure a la température de dénaturation des protéines
du lactosérum, la BTN et la XO commencent a s’associer en formant probablement des ponts
dissulfure (Ye et al., 2002). L’effet du chauffage du lait a 80°C provoque la perte totale de
PAS-6 et partielle de PAS-7 sans agir sur la taille et la surface des globules gras (Lee et
Sherbon et al., 2002). A cette température et apres 20 minutes ; une perte significative de
triacylglycérol de la membrane de globule gras du lait est remarquée (Houlihan et al., 1992).
En outre, un stockage au froid du lait (8°C) a pour résultat la perte de 10% des phopsholipides
de cette membrane (Baumrucker et Keenan., 1973).

Quand le lait est chauffé avant homogénéisation, les protéines du lactosérum se
dénaturent et interagissent avec la k- caséine (Dalgleish et Banks, 1991).

2.4.3. Facteurs environnementaux

Les bactéries lactiques produisent des enzymes comme les lipases, les phospholipases,
les protéinases et les hydrolases glycosidiques. Ces enzymes peuvent affecter les propriétés et
la composition de la membrane de globules gras du lait (Shimizy et al., 1980, McPherson et
Kitchen, 1983). Les mammites peuvent aussi étre responsables de la production des enzymes.
La membrane de globule gras du lait infecté contient peu de phospholipides et plus de
protéines (Anderson et Cawston, 1975).

3. Les lipides du lait camelin

La matiere grasse du lait camelin se caractérise par une grande proportion d’acides
gras saturés a longues chaines ( Sawaya et al., 1984 et Abu lehia, 1989 ) et insaturés ( Cy4 —
Cis), (Larsson-Razuikiewiez et Mohamed, 1994; Karray et al., 2004 ). Par contre les acides

gras a chaines courtes sont présents a tres faible quantité, ce qui n’est pas le cas pour le lait
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bovin (Chilliard, 1989). Le lait de chamelle de Bactriane est plus riche en matiére grasse que
le lait de dromadaire (Faye et al., 2008).

4. Autres composants du lait
4.1. L’eau

Le dromadaire est caractérisé par la capacité d’avoir une teneur élevée en eau en cas
de déshydratation (entre 86% et 91%).

4.2. Les minéraux

Le tableau 6 montre la teneur en sels minéraux du lait camelin. Le lait de dromadaire
a une composition similaire a celle de la vache au niveau des macroéléments (Na,K, Ca....). Il
se caractérise par une teneur plus élevée en oligoéléments par rapport a la vache. Ces
oligoéléments sont indispensables au nouveau né car ils interviennent dans des nombreuses
voies metaboliques.

La variation de la composition minérale du lait de dromadaire est influencée par I’état

sanitaire de la glande mammaire ainsi que le stade de lactation (Farah, 1996).

Tableau 6. Concentrations en sels minéraux (mg/l) du lait de dromadaire et de la vache (Siboukeur,
2008)

Especes Ca Mg P Na K Fe Zn Cu Mn | Pb

Dromadaire 1060 120 630 690 1560 2,6 4,4 1,6 0,2 ND ND
(Camelus 1078 122 641 702 1586 2,64 447 1,63 0,20 ND ND
dromedarius) 1310 140 510 270 450 0,4 0,1 0,02 ND ND ND
1160 80 710 360 620 ND ND ND ND ND ND
300 45 ND 431 725 2,8 ND ND ND ND 1,8
1462 108 784 902 2110 3,4 2,9 0,1 2 0,1 ND
1180 125 889 688 1464 2,34 6 1,42 0,8 ND ND
1182 74 769 581 1704 1,3 5 ND 0,1 ND ND
1230 90 1020 660 1720 ND ND ND ND ND ND

Vache 1000- 100- 750-  350-  1200- 0,20- 25 0,02- 0,03- 0,01- 0,04-
(Bos taurus) 1500 150 1200 1000 1800 0,50 0,15 0,05 0,05 0,08

ND : Non Déterminé
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4.3. Les vitamines

Le lait de dromadaire se caractérise par sa richesse en vitamines B3 (niacine) et en
vitamines C (Tableau 7). Sa richesse en cette derniere explique I’utilisation du lait de
dromadaire comme un moyen thérapeutique dans les pays asiatiques (Sharmanov et al., 1978,
Farah et al., 1992). Farah, 1993 a signalé que le lait camelin contient une faible quantité des
vitamines A, E et B (B2, B5 et B9).

Tableau 7. Composition en vitamines (ug/kg) du lait de dromadaire et de vache
(Sawaya et al., 1984 ; Farah et al., 1992 ; Mehaia, 1994, Kappeler, 1998 et Farah, 1993)

Vitamines Lait de dromadaire Lait de vache
A (Rétinol) 100-150 170-380

B1 (Thiamine) 330-600 280-900

B2 (Riboflavine) 416-800 1200-2000
B3(Niacine) 4600-4610 500-800

B5 (Acide pantothénique) 880 2600-4900
B6 (Pyridoxine) 523-520 400-630
B12 (Cobalamine) 1,5-2 2-7

B9 (Acide folique) 4,1-4 10-100

E (Tocophérol) 530-560 100-200

C (Acide ascorbique) 24000-37000 3000-23000

4.4. Les sucres
4.4.1. Le lactose

Comme dans le lait bovin et tous les mammiferes, le lactose est le glucide majoritaire.
Il est synthétisé dans la glande mammaire et il est le principal facteur qui contréle la pression
osmotique du lait (peaker, 1980).

Sa concentration peut atteindre 68 g/l chez la femme (Martinez-Ferez et al., 2006).
Hassan et al., 1987 ont montré que la teneur du lactose varie légérement avec la période de

lactation. Sa valeur maximale est de 56 g/kg de lait chez le dromadaire (Farah, 1993).
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4.4.2. Les oligosaccharides

Outre le lactose, le lait contient de nombreux autres oligosaccharides (Morrow et al.,
2004). En outre, Les travaux de Fukuda et al. (2010) ont montré que le lait et le colostrum
camelin contiennent des oligosaccharides.

Ces oligosaccharides ont une structure souvent complexe (Boehm et Moro, 2008;
Chilchlowski, 2011). Il s’agit des oligoméres formés d’un nombre de n oses
(monosaccharides) qui sont liés entre eux par des liaisons glycosidiques.

Dans le lait, les monosaccharides sont: D-glucose, D-galactose, L-fucose, N-
acetylglucosamine, I