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Introduction

Dans le secteur de l'industrie alimentaire le défi majeur est de faire face aux problémes
des altérations alimentaires d’origine microbienne ainsi que de lutter contre les pathogenes
conventionnels et émergents. Les industriels ont eu toujours recours a I'emploi de produits de
synthese mis au point par l'industrie chimique, ces substances ont été employées couramment
comme conservateurs alimentgi@ur empécher la détérioration des aliments (Multon, 2002).

A la longue, ces molécules ont montré un certain nombre d’inconvénients et de limites
d’utilisation (toxicité chronique : effet cancérigene et allergéne...) (Barbier Du Vimont, 2011).

Cette situation a poussé les spécialistes du domaine a s’orienter vers l'application de
molécules antimicrobiennes d’origine naturelles tels que les protéines ou peptides

antimicrobiens et les bactériocines (lactoferrine, nisine...).

C’est, en fait, I'apparition avec ampleur inquiétante de I'antibioresistance chez les
bactéries pathogénes vis a vis des antibiotiques conventionnels qui a incité les chercheurs a
trouver des substituts a ces molécules. Les molécules de substitution devraient posséder un
mécanisme d’action différent de celui des antibiotiques classiques. Cela était a I'origine
d’études approfondies sur les systemes de défense naturellement présents chez les étre:
vivants. Et c’est ainsi, que de nombreux peptides antimicrobiens issus de différentes especes
ont été découverts. A ce jour, 2361 peptides (dont 218 bactériocines, 305 peptides d’origine
végeétale et 1778 d'origine animale) ont été identifiés et enregistrés dans la base de données

des peptides antimicrobiensti://aps.unmc.edu/AP/main.php).

Parmi ces peptides figurent ceux issus d’hydrolyse enzymatique de protéines
alimentaires. En effet, plusieurs études ont montré les propriétés antimicrobiennes de certaines
protéines alimentaires (lysozyme, lactoperoxydase, lactoferrine,...) ainsi que la possibilité de
générer des peptides actifs par hydrolyse enzymatique de protéines, in vivo ou bien in vitro
(Bellamy et coll., 1992 ; Kitts et Weiler, 2003 ; Pellegrini, 2003).

Ainsi, plusieurs peptides antimicrobiens ont été obtenus par hydrolyse enzymatique de
protéines de I'ceuf (Ibrahim et coll.,, 1998 et 2001), de I'némoglobine bovine (Froidevaux et
coll, 2001 ; Nedjar-Arroume et coll., 2006 et 2008) et plus récemment, a partir d’hydrolysats
de protéines de poissons (Song et coll., 2(8ila;et coll., 2013).

Toutefois, ce sont les protéines du lait qui ont suscité le plus d'intérét. En effet,
plusieurs peptides antimicrobiens ont été libérés par hydrolyse enzymatique de protéines du

lait, inactives a I'état natif. C'est le cas des protéines de lactosérum notamment I
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lactalbumine et la-lactoglobuline qui ont généré, par hydrolyse enzymoa, plusieurs
peptides antimicrobiens. (Pellegrini et coll.,, 1999 et 2001 ; Theolier et coll.,, 2013). Ces
peptides sont principalement actifs sur des bactéries a Gram positif. L'activité antimicrobienne
de la lactoferrine, ainsi que celle des peptides issus de son hydrolyse enzymatique, ont fait
'objet de nombreuses études (Masson et Heremans 1®&8lamy et coll.,, 1992 ;
Wakabayashi et coll., 2006 ; Sinha et coll., 2013).

Les caséines, protéines majeures du lait, libérent, également, par hydrolyse
enzymatique différents peptides antimicrobiens avec un spectre d’action encore plus large
(actifs aussi bien sur les bactéries a Gram positif que sur celles a Gram négatif). Lahov et coll.
(1971), étaient les premiers a identifier un polypeptide de haut poids moléculaire et de
caractére basique nommé casécidine aprées traitement du lait acidifié par la présure. Depuis,
plusieurs peptides issus des différentes fractions de la caséine de différentes especes ont ét
séparés (Hill et coll., 1974 ; Recio et Visser, 1999 ; Malkoski et coll., 2001 ; Baranyi et coll.,
2003; Minervini et coll., 2003 ; Mc Cann et coll. 2006).

L'emploi de protéines alimentaires comme source de peptides antimicrobiens est I'une
des méthodes prometteuses qui présentent I'avantage d’étre applicables a grande échelle et
d’employer des matiéres premiéres disponibles. En outre, bien que leur innocuité doive étre
vérifiée, I'origine alimentaire des protéines fait que la toxicité des peptides obtenus soit moins

probable.

L'objectif de cette étude est I'obtention de peptides antimicrobiens a partir de
protéolysats enzymatiques de caséines provenant de deux especes: bovine et cameline
L’hydrolyse des caséines camelines pour générer des peptides antimicrobiens ne semble pas
avoir fait d’objet d’étude. Ces protéines sont présentes a une teneur comparable dans les laits
des deux espéces (Farah et Ruegg, 1989) mais different dans les proportions des fractions
caséiniques. La caséiffieest la plus abondante dans le lait de chamelle (888ccaséines)
alors que dans le lait bovin, elle vient en deuxiéme rang aprés la cagéinais avec des
taux qui se rapprochent (36% et 34% pour la casgéinet caséing, respectivement). Les
caséines des deux especes expriment des taux de similitude de structure primaire variables
(39% pour la caséines;, 56% pour la caséines; et la caséina et 64% pour la caseirfe
(Ochirkhuyag et coll. ,1997 et Kappeler et coll., 1998).



Introduction

Afin de déterminer les meilleures conditions d’obtention de peptides actifs, la
protéolyse est réalisée a l'aide de trois protéases gastro-intestinales : pepsine, trypsine et
chymotrypsine. Apres mise en évidence de l'activité antimicrobienne dans les hydrolysats
prépares, les peptides actifs sont séparés et purifies par chromatographique liquide haute
performance en phase inverse (RP-HPLC) pour étre identifiés par spectrométrie de masse. lls
sont caractérisés par détermination de la concentration minimale inhibitrice et de leur mode
d’action sur des souches pathogenes. En outre, le comportement a I'hydrolyse des protéines
étudiées par les trois protéases employées est étudié par analyse chromatographique (RP-
HPLC), électrophorétique (SDS-PAGE) et par mesure de degré d’hydrolyse selon la méthode
O-PhthaldiAldehyde (OPA).
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l. Les peptides antimicrobiens

[.1.Généralités

Les peptides antimicrobiens (PAM) sont des peptides présents chez tous les étres
vivants, intervenant dans la défense de I'hdte face aux agressions des micro-organismes
dangereux. Les PAM sont capables de tuer une remarquable gamme de cellules et microbes y
compris des bactéries, des champignons, des protozoaires, des cellules malignes, des virus

enveloppés et des parasites (Dennison et coll., 2005 ; Wiesner et Vilcinskas, 2010).

Selon la littérature traitant ce sujet, la recherche de peptides antimicrobiens a débuté
dans les années 1970 par la découverte de la « bombinine », isolé & partir des sécrétions
épidermiques de la grenouille (Csordas et Michl, 1970) et de la « melittine » dans le venin
d’abeille (Habermann, 1972). Cependant, certains auteurs considerent que les peptides
antimicrobiens ont été découverts au méme moment que les antibiotiques (Pellegrini, 2003
en évoquant la découverte, au début des années 1920, par Flemming, du lysozyme, dans le
mucus nasal et le blanc d'ceuf (Flemmi§22). C'est, en effet, en 1928 que Flemming
découvre la pénicilline en observant I'envahissement des boites de Pétri, ou il cultivait des
Staphylocoques, par des colonies blanches cotonneuses, qui se révelent étre un champignon dt
genre Pénicillium. Il conclut que ce champignon inhibe la croissance de ces bactéries. Il publie
ses recherches en 1929, en appelant le composant sécrété par le champignon la pénicilline. Les
recherches sur la pénicilline s’'intensifient au cours de la seconde guerre mondiale, permettant

d’aboutir & sa synthese pour soigner les infections des soldats blessés (Rob, 1990).

Bien que les années 50, ont connu la mise en évidence dans les cellules sanguines d’'une
activité antimicrobienne a large spectre (Skarnes et Watson, 1957), cependant le champ
d’étude de ces molécules se développe, surtout, dans les années soixante dix par la découvert
de peptides a activité antimicrobienne chez les amphibiens, les insectes et les plantes (Csordas
et Michl, 1970 ; Habermann, 1970 ; Fernandez et Caleya, 1972). Les années 1980 ont été
marquées par la découverte des Cécropines, peptides antibactériens non hémolytiques
(Hultmark et coll.,1980), des défensines, purifiés a partir des macrophages des poumons de
lapins (Lehrer et Selsted, 1988) et les premieres Magainines (Zasloff, T8§M)is, de

nombreux peptides antimicrobiens issus de différentes espéces ont été découverts.
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Selon la voie de synthese, les PAM peuvent étre classés en deux catégories ; ceux issus
d'une synthése non ribosomale, et ceux dit « naturels » issus d'une synthése ribosomale
(Hancock et Chapple, 1999).

Les peptides de la premiere catégorie, sont synthétisés au sein des complexes
multienzymatiques formés de diverses synthétases, qui donnent naissance a des peptides d
diverse structure. Ces systemes sont présents, généralement, chez les bactéries et les

champignons.

Les PAM obtenus par synthése ribosomale sont issus de différents organismes
(mammiferes, plantes, insectes, amphibiens et bactéries). Chez les organismes multicellulaires,
ces peptides assurent la premiére ligne de défense de l'organisme, contre les agents
pathogenes, ou ils font partie intégrante du systéme immunitaire inné (Bulet et coll., 2004 ;
Schréder et Harder, 2006 ; Wiesner et Vilcinskas, 2010). Ces peptides sont synthétisés sait,
par voie métabolique : les peptides sont synthétisés, stockés et libérés lors d’une agression de
'organisme par un pathogéne (Marshall et Arenas, 2003 ; Brogden et coll.,, 2003). Soit par
I'utilisation de certaines protéines présentes dans I'organisme. Ces protéines inactives a I'état
natif, génerent des peptides antimicrobiens aprés hydrolyse par des enzymes protéolytiques
(Cowland et coll., 1995Zanetti et coll., 1995 ; Lai et Gallo, 2009).

|.2. Structure des peptides antimicrobiens

La majeur partie des peptides antimicrobiens (>86%) présente une structure en hélice
ou en feuilletp (Tableau 1), possede moins de 50 acides aminés de®cpropriétés
amphiphiles, un caractére cationique (un charge nette comprise entre 0 et +7) et un taux de
résidus hydrophobe de 31 a 70% (Wang, 2013). Parmi les peptides cationiques, les cécropines
(4 kDa) et les magainines (2 kDa) sont les plus représentatifs de ceux qui adoptent la structure

en hélicen (Jenssen et coll., 2006).

Certains peptides présentent des structures mixtes en t@ideuilletp stabilisées par
des ponts disulfures (Figure 1). La perte de ces ponts disulfures que minime soit-elle
entrainerait une perte partielle ou totale de I'activité antimicrobienne (Pellegrini et coll., 1999 ;
Fazio et coll., 2006).
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D’autres sont des peptides riches en certains AA, tels que : I'histidine dans les histatines
trouvées dans la salive humaine, le tryptophane dans les indolicidines de bovin et les
triterplicines, la proline et glycine dans de nombreux peptides d’insectes et la proline et

phénylalanine dans les prophénines (Andres et Dimarcq, 2007).

Figure 1. Structures prototypiques des peptides antimicrobiens (Wang, 2013).

Ces caractéristiques concernent la famille de peptides cationiques. En effet, il existe,
également, les peptides non-cationiques tels que les peptides anioniques et les peptides dérivé:
des protéines liées a I'oxygene (Marshall et Arenas, 2003 ; Brogden et coll., 2003).
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Tableau 1.Répartition selon la structure des différents peptides antimicrobiens, selon la Base
de données des peptides antimicrobiénis (/aps.unmc.edu/AP/main.php)

Classe structural Nombre de peptides Pourcentage
Peptide a structure en hélice a 332 14,06
Peptide a structure 99 4,19
Peptide a structure mixte i 87 3,76
Structure peu commune 9 0,38
Peptide riche en un AA peu commun 82 3,47
Peptide a pont disulfure 385 16,3
Structure inconnue 1352 57,26

1.3. Mécanisme d’action des peptides antimicrobiens

Les caractéristigues des peptides antimicrobiens déterminant leur action sont la
conformation, la charge et I'amphiphilie. Leur mécanisme d’action differe selypdede la
bactérie cible (Gram positif ou Gram négatif). En effet, leur spécificité d’action repose
principalement sur les difféerences de composition et de propriétés physico-chimiques qui
distinguent les membranes microbiennes de celles des cellules de I'héte. Car, présents dans la
plupart des tissus, les PAM sont capables de faire la distinction entre la cellule héte et les

agents pathogenes : il y a reconnaissance du soi et du non-soi (Powers et coll., 2003).

Pour expliquer le mécanisme d’action des peptides antimicrobiens deux hypothéses ont
été émises : une privilégiant une action provoquant une déstabilisation de la membrane et pour
laquelle 3 modeles ont été proposés : (modeles de perméabilisation membranaire). Une
seconde indiquant une action intracellulaire par la présence de cible intracellulaire ou intra
cytoplasmiques comme I’ADN et 'ARN et des protéines, entrainant I'inhibition de différentes

voies de synthéses (Powers et coll., 2003 ; Jenssen et coll., 2006).

Toutefois, quelque soit le mécanisme d’action proposé, une étape de fixation a la
surface de la bactérie est nécessaire. Cela se produit en deux étapes. Une étape de structuratic
des peptides au contact de la membrane lipidique, par changements de conformation de
linéaire a hélicoidale. Une étape observée uniquement pour les peptides linéaires non
structurés en solution (Tasseau, 2005). Alors que, les peptides a fewillet, en plus des

ponts disulfures, prennent des conformations beaucoup plus stables, Cependant, possédant de
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surfaces hydrophobes et hydrophiles bien distinctes cela leur peune interaction plus

importante avec la paroi bactérier

En deuxiéme étape, les peptides antimicrobiens interagissent grace a leurs
positives avec les charges négatives des phospholipides des membranes bactériennes
Vogel, 1999 ; Vorlandet coll., 1999;Vogel et coll., 2002). lls interagissent avec
phospholipide (LPS) des bactéries iram négatif ou Igpeptidoglycane des bactéries ram
positif (Figure 2). Le peptidoglycane, constitué d’acide teichoique et d’acide teichuroni
les acides lipoteichoiqu, permettent I'apport de charges négatives sur la mem
nécessaires pour interagir avec les peptides antimicrobBradshav et coll., 2003;
Wakayabashi et coll., 200

Polysaccharides capsulaires

/-

Porine

Protéines capsulaires

Lipoprotéines .
- “al

- o G0
Bicouche lipidique
nontanndnanedllate - 00
e = Peptidoglycane et —/——
Espacsipéuiplasmigue = - Acides téchoiques ———

Peptidoglycane -—-—-—-—-----------------------——-"-—"—"--

Chremosome

Figure 2. Structure de la paroi bactérienne (Corvec,9).

L’'importante proportion de lipides chargés négativement a la surface de la pa
bactéries permet aux peptides de s’orienter vers les bactéries et non les cellules de |
effet, les phospholipides formant la membrane des cellules eucarsont composés de
phosphatydilcholine et de sphingomyeline ainsi que de stérols ayant une charge global
Cette richesse en phospholipides neutres et la présence de cholestérol comme
stabilisateur entrainent peu d’interactions-a-vis des pptides cationiques antibactériens.
doubles membranes riches en phospholipides zwiterrioniques (phosphatydiléthano
phosphatydilcholine), présents dans les membranes cytoplasmiques des mammife

généralement une charge nei(Yeaman et coll.2003).

10



Rappels bibliographiques

[.3.1. Modeles décrivant le mécanisme déstabilisant la membrane cytoplasmique

La déstabilisation peut se faire selon quatre modeles appelés: « Barrel Stave »,
« torroidal pore », « carpet-like » et « agregate » (Figure 3) (Dennison et coll., 2005 ; Jenssen
et coll., 2006 Bechinger, 2009).

(&) ® © (@)
— .--_"--"""_ e —

T e e e T et

=== ~
—— = ch—
R T -wrﬁk|ﬁ1-'rmwmmﬂm.mﬁm"’f“'H

T'“'@I‘ﬁ’i[lﬂprrmwmra“;‘mmmnmmm’l‘:;wmmrwnwa Tﬁﬁlﬁ@

Figure 3. Modéles décrivant la déstabilisation de la membrane cytoplasmique par les peptides
antimicrobiens (Jenssen et coll., 2006). La bicouche lipidique est représentée en jaune, les
peptides sont représentés comme des cylindres avec une face hydrophobe colorée en rouge €
une face hydrophile en bleu. (de A a D : modgje2gat « agregate », en tapis « carpet-like »,
pores toroidaux « torroidal pore » et en douve de tonneau «Barrel-stave » respectivement.

[.3.1. 1. Modele des pores en douve de tonneau «Barrel-stave model »

Dans ce modele, les peptides changent de conformation puis insérent leurs domaines
hydrophobes dans la membrane en repoussant les tétes hydrophiles des phospholipides.
Lorsqu’un certain seuil est atteint, les peptides s’internalisent et se regroupent dans la
membrane en créant des pores, dont la face externe est représentée par les domaine:

hydrophobes des peptides monomériques, et la face interne par leurs domaines hydrophiles.

11
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Ainsi, ces pores sont constitués de plusieurs monomeres peptidiques orientés comme
les planches d’'un tonneau (barrel stave) (Dennison et coll., 2005). L'introduction progressive
de peptides au niveau de la membrane permet d’agrandir la taille des pores. La translocation
des phospholipides et I'agrandissement des pores entrainent le transport des peptides a
I'intérieur de la membrane cytoplasmique par le biais du gradient de concentration induit par
les peptides liés a la surface. Tout ceci conduit a la fuite du contenu cytoplasmique par le pore

ainsi formeé et a la mort de la bactérie.
[.3.1.2. Modele des pores toroidaux « torroidal pore ou Wormhole model »

Leurs péles hydrophobes solidement fixés parallelement a la paroi, les peptides
s'insérent dans la monocouche extérieure entre les phospholipides, induisant une distorsion de
la membrane. La courbure de cette derniere permet au pore d’étre bordé a la fois par la face
polaire des peptides et les tétes polaires des lipides membranaires. Dans ce modele, les
peptides vont rester fixés a la téte polaire de la monocouche lipidique, méme une fois qu’ils

sont insérés perpendiculairement dans la bicouche (Yang et coll., 2001).
1.3.1.3. Modéle en tapis « carpet-like »

Le modele « carpet » correspond a un mécanisme sans insertion des peptides et sans
formation de pores dans la membrane. Les peptides s’alignent et s’accumulent a la surface de
cette derniere. La charge négative des lipides membranaires permet de réduire les forces
électrostatiques de répulsion entre les peptides chargés positivement contribuant ainsi a la
formation d'une couverture de la membrane par un tapis dense de peptides. Une fois la
concentration seuil atteinte, les peptides s’organisent et provoquent I'effondrement de la
membrane, créant ainsi un effet détergent. La désintégration de la bicouche provoque une
dissipation du gradient électrochimique transmembranaire, perte de constituants
cytoplasmiques, linterférence avec le meétabolisme énergétique des cellules vivantes et

finalement la mort cellulaire (Bechinger, 2009).
[.3.1.4. Modele par agrégat « agregate model »

Selon ce model, des agrégats de peptides forment des micelles dans la membrane. A
l'inverse du modele des pores toroidaux, les peptides n’adoptent aucune orientation

particuliere. Le peptide traverse la membrane lorsque I'agrégat se disperse.

12
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II. Obtention de peptides antimicrobiens par hydrolyse enzymatique de

protéines

[1.1. Généralités

Durant ces derniéres décennies, plusieurs études ont démontré les propriétés
antimicrobiennes de certaines protéines alimentaires (lysozyme, lactoperoxydase,
lactofferrine,...) ainsi que la possibilité de générer des peptides actifs par hydrolyse

enzymatique de protéines in vivo ou bien in vitro.

En effet, par hydrolyse enzymatique, in vitro, il était possible de libérer, a partir de
protéines antimicrobiennes, des peptides plus actifs que les protéines initiales. Ou bien a partir
de protéines dépourvues d’activité antimicrobienne a l'état natif (Kitts et Weiler, 2003 ;
Pellegrini, 2003).

Le lysozyme, la lactoferrine et ovotransferrine sont des exemples de ces protéines
antimicrobiennes. En 1998, lbrahim et coll., ont isolé par hydrolyse acide ménagée de
I'ovotransferrine de poule un peptide (109-200) actif contréStdghylococcus aureust
Escherichia coli K 12.ILe lysozyme de blanc d'ceuf de poule, libere, aprés action de la
clostripaine, un peptide (98-112) ayant des propriétés antibactériennes vis-a-vis des bactéries a

Gram-positif et a Gram-négatif (Ibrahim et coll., 2001).

L'activité antimicrobienne de la lactoferrine, a fait I'objet de nombreuses études
(Masson et Heremans 1968ellamy et coll., 1992 Wakabayashi et coll., 2006 ; Sinha et
coll., 2013). C’est une protéine mineure du lait, mais présente également dans la plupart des
sécrétions des mammiferes (larmes, salive, secrétions nasales, plasma séminal ). Lhydrolyse
enzymatique de cette protéine a permet, également, de libérer plusieurs peptides
correspondants aux domaines actifs dans sa séquence. La lactoferricine correspondant au
fragment f(17-41) est le premier peptide antimicrobien libéré par hydrolyse pepsique de la
lactoferrine (Bellamy et coll.,, 1992). Les peptides correspondant aux fragments f(277-288),
f(267-285), f(267-288), f(268-284) de cette protéine ont montré, également, une activité
antimicrobienne contrBacillus subtilis, Escherichia colet Pseudomonas aeruginoggecio
et Visser, 1999 ; Van der Kraan et coll., 2008ogel, 2012.

13
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Plusieurs peptides antimicrobiens ont été obtenus par hydrolyse enzymatique
d'hémoglobine bovine. Le premier peptide obtenu par hydrolyse pepsique de cette protéine
était le fragment. 1-23, actif vis-a-vis déicrococcus luteugFroidevaux et coll, 2001). Par
la suite, au sein du méme laboratoire une trentaine de peptides actifs ont été purifiees et
caractérisées. Ces peptides dérivent principalement des fragmieB®s a107-141,a 107—

136,0 107-1410 107-1330 37-141 ef 126-145. Ces peptides montrent une activité contre
Salmonella enteritidis, Escherichia coli, Listeria innoced Micrococcus luteugNedjar-
Arroume et coll., 2006 et 2008).

Le poisson présente, également, une source intéressante de peptides a activité
antimicrobienne. Tel que le misgurin, issu de sillMées@urnus anguillicaudatys un peptide
fortement basique (contient 5 Arginines et 4 résidus Lysine) avec un large spectre d'activité et
une faible activité hémolytique. Histone H1, séparé du tissu hépatique de saumon atlantique
ainsi que les polypeptides antibactériens isolé a partir d'extraits d'acide acétique de peau de la
barbue de rivierel€talurus punctatusou bien le parasin I, issu du poisson-diRdrasilurus
asotu$ (Kitts et Weiler, 2003) En outre, I'hnydrolyse enzymatique de protéines de poissons
constitue une des méthodes prometteuses d’obtention de peptides antimici@brenst
coll., 2011 ; Sila et coll., 2013).

Toutefois, se sont les protéines du lait qui ont suscités plus d'intérét. En effet, les
propriétés biodéfensives de ces dernieres ont été bien décrites et largement reconnues depui
plusieurs décennies. Le colostrum et le lait fournis de nombreux facteurs antimicrobiens. Les
immunoglobulines sont parmi les premieres lignes de protection qui sont dispensés au
nouveau-né grace a l'allaitement et permettent de fournir passivement lI'immunité acquise. Les
propriétés antimicrobiennes de la lactoferrine, le lysozyme et la lactoperoxydase sont
actuellement bien étudiées (EI-Agamy et coll., 19@2are et coll., 2003 ; Lopez- Exposito et
Recio, 2006).

En outre, plusieurs peptides antimicrobiens ont été libérés par hydrolyse enzymatique
de protéines du lait, inactives a I'état natives. C’est le cas des protéines de lactosérum, I
lactalbumine et laB-lactoglobuline qui générent, par hydrolyse enzyquedj plusieurs
peptides antimicrobiens. La digestion trypsiqueadactalbumine a libéré deux fragments :
LDT1 (o 1-5) et LDT2 @ 17-31/ 109-114). Alors que la digestion chymotrgpsi a libéré le
peptide LDC ¢ 61-86 /75-80) (Pellegrini et coll.,, 1999). Ces g sont principalement

14
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actifs sur des bactéries a Gram positif. La digestion trypsique fia&oglobuline a donné,
quatre peptides (15-20, 25-40, 78-80, 92-100) ayant une activité antimicrobienne sur des
bactéries a Gram positif (Pellegrini et coll., 2001). L'hydrolyse pepsique libére les fragments
(14-18), (123-125), (50-54), (143-146), (134-136) (147-149) @daetoglobuline et le
fragment (117-121) ded-lactalboumine (Theolier et coll., 2013).

Par ailleurs, les caséines, protéines majeures du lait, libérent, par hydrolyse
enzymatiques différents peptides antimicrobiens avec un large spectre d’action (actifs aussi
bien sur les bactéries a Gram positif que celles a Gram négatif) (Zucht et coll., 1995 ; Recio et
Visser, 1999 ; Malkoski et coll., 2001 ; Mc Cann et coll., 2006).

Dans la présente étude, I'obtention de peptides antimicrobiens a été recherchée par

hydrolyse aux protéases gastriques des caséines bovines et camelines.

[1.2. Obtention des peptides antimicrobiens par hydrolyse enzymatique des

caséines

[1.2.1. Les caséines

Les caséines sont des protéines spécifiques du lait synthétisées dans la glande mamelle.
Ce sont des complexes protéiques phosphorés a caractére acide. Elles se présentent dans le le
sous forme de micelles de protéines (caséimgsosy, P et k), de citrate, de phosphate, de
calcium, de magnésium, de potassium et de sodium. Les micelles de caséines sont des
particules colloidales pouvant renfermer jusqu’'a 11 000 molécules de caséine. Elles ont une
masse moléculaire comprise entré 80 10 Da et elles sont de dimensions variables selon
I'état physiologique, le degré de maturation du lait et 'espece animale (entre 100 et 500 nm,
avec un diametre moyen prés de 180 nm pour le lait de vache contre 260 a 300 nm pour le lait
de chamelle) (Farah et Riegg, 1989 ; Attia et coll., 2000). La forme est considérée comme
sphérique mais avec une surface granuleuse la faisant ressembler a une framboise (Schmidt,
1982 ; Walstra, 1999).

[1.2.1.1. Caséines bovines

Elles représentent la majeure partie des protéines du lait bovin (environ 82 % des

protéines totales). Les fractions de la caséine bovine ont un certain nombre de caractéres
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communs, tels que la présence de phosphore sous la forme de groupements phosphoséryls et |
forte proportion de résidus apolaires. Elles se distinguent les unes des autres par le nombre de
groupements phosphoseéryls, la présence ou non de cystéine, la présence ou non de glucides ¢
leur caractere plus ou moins hydrophobe (Tableau 2). La présence des groupements
phosphoséryls confere aux caséines une trés grande affinité vis-a-vis du calcium, du
magnésium et des oligoéléments. Dans le cas des caaginas, etf3, qui sont hautement
phosphorylées, les sites phosphorylés sont en majeure partie groupés, ce qui a pour
conséquence de créer dans la chaine peptidique des zones a caractere acide et hydrophile tre
marqué. Les différentes formes d’'un type de caséine se distinguent par leur composition, en

particulier, le nombre de groupements phosphate.
[1.2.1.1.1. Caséineg;

La caséinens; est la protéine la plus abondante du lait bovin, 10g/l pour 269/l des
caséines et 33¢g/l de protéine au total dans le lait bovin. Cette fraction compte 199 résidus
d’acides aminés avec un PM de 23615 Da (Mercier et coll., 1971 ; Grosclaude et coll., 1973

cité parfFarrel et coll., 2004).

La localisation des charges et des chaines latérales hydrophobes est trés irréguliére, ce
qui confére a la molécule un comportement dipolaire avec un pole plutét hydrophobe et un
pole chargé. Trois trongcons hydrophobes sont décelés, compris entre les résidus 1-44, 30-113
et 132-199 et une partie tres phosphorylée (résidus 41-80) qui représente presque la totalité de

la charge négative (-20,6) a pH 6.6 (Figure 4).
[1.2.1.1.2. Caséinas;

Le lait de vache contient en moyenne 2.6 g/l de casginka protéine de référence
pour cette fraction esis-CN (A-11P), composée de 207 résidus (Figure 5) et posseéde une

masse moléculaire de 25226 Da (Brignon et coll., 1977).

La caséinens; a I'hydrophobie moyenne calculée la plus faible. Cela est du aux
nombreux groupements phosphorylés (10 a 13 résidus phosphoryl/mole) et leurs répartition
sur trois régions distinctes (entre les résidus d'acides aminés 8-16, 56-61 et 129-133) en
présence, également, de résidus glutamyls. Les parties hydrophobes se limitent aux portions
90-120 et 160-207.
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Cette fraction présente une charge négative du c6té de I'extrémité N-terminale (— 21
pour les 68 résidus N-terminale) une charge nette positive sur les cinquantes derniers résidus
(+ 9,5 au pH du lait) (Swaisgood, 1992).

Tableau 2. Caractéristiques physico-chimiques des caseéines bovines (Eigel et coll., 1984,
Farell et coll., 2004).

Caséineq@; Caséines®, Caséinep Caséine Kk

Poids Moléculaire (Da) 23617,2 1,3 25230,0 £2.1 23984,8+0,7 19007,0+1,1

Proportion dans les 36 10 34 13
caséines totales
Formes présentes 00, 0ls1 Os2, Os3, Os4 [ K1, K2, K3, K4, Ks,
Os 6 Ke, K7
Variant génétique A* B,C,D, A*etD AY, A% A3 A* B* B?C,E
E, F,.G,H. B,C,D,EF
,G, H.
Point isoélectrique 4,26 4,78 4,49 3,97
Nombre d’acides aminés 199 207 209 169
Résidus cystéine 0 2 0 2
Nombre de Groupements 8-9 10-13 5 1-2
phosphoséryles / mole
Charge a pH 6,6 -20,9 -14,8 -12,3 -3,0
Présence de glucides - - - +
Hydrophobicité 4,9 4,64 5,59 5,12

(kJ mol™ / résidu)

* variants génétiques les plus répandus.
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1 10 20
[H-Arg=Fro=Lys-Hiz=Pro-Ile=Lys-Hiz-Gln-Gly-Leu-Fro=-Gln-Glu-Yal-Leu-Azn-Glu-Asn-Leu-

21 30 40

Leu-Arg-Fhe-Fhe-Val-Ala-Pro-Phe-Fro-Glu-Val-Phe-Gly-Lys-Glu-Lys-Val-Asn-Glu-Leu
41 50 60

Ser=Lys-Asp-Ile-Gly-SeP-Glu-SeP-Thr-zlu-Asp-Gln-Ala-Met-Glu-Asp-Ile-Lys-Gln-Met
Bl T0 a0

Glu-Ala-zlu-SeP-Ile-SeP-SeP-SeP-Glu-Glu-Ile-Val-Fro-Asn-SeP-Val-Glu-Gln-Lys-His+
81 90 100
Ile-Gln-Lys-Glu-Asp-Val-Pro-Ser-Glu-Arg-Tvr-Leu-Gly-Tvr-Leu-Glu-Gln-Leu-Leu-Arg-
101 110 120
Leu=Lys=Lys=Tyr=Lys-Val-Fro-Gln-Leu-Glu-Tle-Val-Fro-Asn-SeP-Ala-Glu-Glu-Arg-Leu-
121 130 140
Hiz-Ser-Met-Lys-Glu-Gly-Ile-His-Ala-Gln-Gln-Lys-Glu-Fro-Met-Ile-Gly-Val-Asn-G1ln-
141 130 160
Glu=-Leu-Ala-Tyr-Fhe-Tyr-Pro-Glu-Leu-FPhe-Arg-Gln-Fhe-Tyr-Gln-Leu-Asp-Ala-Tyr-Pro-
181 170 180
Ser-Gly-Ala-Trp-Tyr-Tyr-Val-Pro-Leu-Gly-Thr-Gln-Tyr-Thr-Asp-Ala-Fro-Ser-FPhe-Ser
181 190 159
Asp-Ile-Pro-Asn-Pro-Ile-Gly-Ser-Glu-Asn-Ser-Glu-Lys-Thr-Thr-Met-Fro-Leu-Trp-0H

Figure 4. Structure primaire de la caséiog; (B-8P) bovine (Mercier et coll., 1971,
Grosclaude et coll., 1973 cité par Farrel et coll., 2004).

1 10 20
H-Lyvs-Asn-Thr-Met-Glu-His-V al-SeP-S5eP-SeP-Glu-Glu-Ser-1le-1le-SeP-Gln-Glu-Thr-Tyr-

21 30 40
Lys-Gln-Glu-Lys-Asn-Met-Ala-lle-Asn-Pro-Ser-Lys-Glu-Asn-Leu-Cys-Ser-Thr-Phe-Cys-

41 50 60
Lys-Glu-Val-Val-Arg-Asn-Ala-Asn-Glu-Glu-Gul-Tyvr-Ser-lle-Gly-SeP-Se P-Se P-Glu-Glu-

61 70 80
SeP-Ala-Glu-Val-Ala-Thr-Glu-Glu-Val-Lys-Ile-Thr-Wal-Asp-Asp-Lyvs-His-Tyr-Gln-Lws-

81 90 100
Ala-Leu-Asn-Glu-lle-Asn-Gin-Phe-Tyvr-Gln-Lys-Phe-Pro-Gln-Tyr-Leu-Gln-Tyr-Leu-Tyr-

101 110 120
Glin-Gly-Pro-lle-Val-Leu-Asn-Pro-Trp-Asp-Gin-Val-Lys-Arg-Asn-Ala-Val-Pro-lle-Thr-

121 1320 140
Pro-Thr-Leu-Asn-Arg-Glu-Gln- Leu-SeP-Thr-SeP-Glu-Glu-Asn-Ser-Lyvs-Lys-Thr-Val-Asp-

141 150 160
Met-Glu-SefP-Thr-Glu-Val-Phe-Thr-Lys-Lyvs-Thr-Lyvs-Leu-Thr-Glu-Glu-Glu-Lys-Asn- Arg-

161 170 180
Leu-Asn-Phe-Leu-Lys-Lyvs-lle-Ser-Gln-Arg-Tvr-Gln-Lyvs-Phe-Ala-Leu-Pro-Gln-Tyr-Leu-

181 190 200
Lys-Thr-Val-Tyr-Gin-His-Gin-Lys-Ala-Met-Lys-Pro-Trp-lle-GiIn-Pro-Lys-Thr-Lys-Val-

201 207
lle-Pro-Tyr-Val-Arg-Tyr-Leu-OH

Figure 5. Structure primaire compléte de la caseiggA-11P) bovine (Brignon et coll.,
1977).
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11.2.1.1.3. Caséine f

La caséindg est présente en tres forte proportion, 9,3 g/l eyemne dans le lait de
vache sur les 269/l de caséine total soit 35%. La protéine de référence pour cette frggtion est
CN (A%5 P), composée de 209 résidus d’'acides aminés et de masse moléculaire calculée de
23983 Da (figure 6) (Ribadeau-Dumas et coll., 1972).

L’action de la plasmine sur cette fraction génere les fragments et y3 — CN
constitués des réesidus (29-209), (106-209) et (108-209), respectivement. Ainsi que les
polypeptides, précédement només proteose peptone, correpondant aux fragments (1-
105/107),(1-28) et (29-105) (farell et coll., 2004).

La caséing est la plus hydrophobe de toutes les caséinesgbietie ait un caractere
amphipolaire assez marqué. En effet, les charges négatives de la paBBIn@>-5P) sont
essentiellement présentes dans la partie N-terminale, contenant les résidus phosphoseéryl
(résidus 1-40) (-11,5 pour les premier 21 acides aminés a pH 6,6) ce qui rend cette partie
fortement hydrophile. Alors que la partie C-terminale (résidus 136-209) est tres riche en
groupements apolaires (les 21 acides aminés C-terminal ne présentent pas une charge nette)
Cette répartition serait a I'origine de la libération de cette fraction de la micelle de caséine a
basse température (Aoki et coll., 1990).

11.2.1.1.4. Caséine

Elle représente environ 12% des caséines de lait de vache, sa masse moléculaire est de
19000 Da et sa structure primaire compte 169 résidus d’acides aminés (figure 7) (Mercier et
coll., 1973). La Caséine est la plus hydrophobe des caséines aprés la edsélioute fois,
elle est caractérisée par la présence d’'une portion glycomacropeptide, du cété C-terminal
contenant des résidus glucidiques a caractere trés hydrophile, par contre, le reste de la chaine
protéiqgue est de nature tres hydrophobe. Cela confére a cette protéine un caractere
amphipolaire (Hill et wake, 1969). L’hydrolyse de la liaison 105-106 entre le résidu
phénylanyle et le résidu méthionyle par la chymosine entraine la libération du caséino-
macropeptide trés hydrophile et la formation de la paracageirg/drophobe et insoluble
(Delfour et coll., 1965 ; Jolles et coll., 1968).
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181

201

11 20
[H-Ar g-5lu-Lau-Glu-Glu-Lav-fsn-Yal -Fro-Gly-5lu-Ile-Val -Glu-Saf- Lou-Saf-SaF-SaF-511
21 | 30 dd

Flu-Ser-Ile-Thr -Arg-Ile-f=n-Ly=s-Ly=-1le-Glu-Lys-Fhe-Gln-Sef-Glu-Glu-Eln-5ln-5ln-
Thr -Glu-Asp-Glu-Leu—-Gln-Asp-Ly=-Ile-Hi=-Fro-Fhe-Ala-Gln-Thr-Gln-Ser - Leu-Val -Tyr-
Ero-FPhe-Fro-Gly-Fro-Ile-Fro-fon-Ser-Lleu-Fro-Gln-fA=n-Ile-PFro-Pro-Leu-Thr-Gln-Thr

Ero-Val-Val-Val -Fro-Fro-Fhe-Leu-Gln-Pro-Glu-Yal -Met -Gly-Val -Ser-Ly=-Val -Ly=s-5lu-

101 | 1 110 120
Ala-Het-Ala-Fro-lys-His-lys-Glu-Met -Fro-Fhe-Fro-Lys-Tyr-Pro-Val -Glu-Pro-Fhe-Thr -
121 130 140
Flu-5Ser —Gln-Ser -Leu-Thr -Leu-Thr -fAsp-Yal -Glu-A=sn-Leu-His-Leu- Fro-Leu-Fro-Leu-Leu
141 150 160
ln-Ser-Trp-Het -His—Gln-Fro-Hi=—Gln-Pro-Lleu-Fro-Pro-Thr-Yal -Met -Phe-Pro-Pro-Gln-
161 170 180

Ser-Val-Lesu-Ser-Lau-Sar-Gln-Ser-Ly=-¥al-Leu-Pro-Val -Pro-Gln-Ly=-Ala-Val -Pro-Tyr-
Fro-Fln-Arg-Asp-Het -Fro-Ile-5ln-fila-Fhe-Leu-Leu-Tyr -Gln-5lu-Pro-Val - Leu-5ly-EBro-

val -Arg-Gly-Fro-Fhe-Fro-Ile-Ile-Yal -CH

50

a0

L o

a0 100

190 200

205

Figure 6. Structure primaire de la casén@\*-5P) d’aprés Ribadeau-Dumas et coll., 1972

corrigée par Carles et coll., 1088¥ .

> indiquent les sites d’action de la plasmine.

}l' (variant A)

169
Thr-Val-Gln -Val-Thr- Ser-Thr-Ala-Val.OH

Asp

1 10 20

PyroGlu-Glu-Gln-Asn-Gln-Glu-Gln- Pro - Ile-Arg-Cys-Glu -Lys-Asp-Glu- Arg -Phe-Phe-Ser-Asp-
30 40

Lys-Ile -Ala-Lys-Tyr- Ile -Pro- Ile -Gln-Tyr-Val-Leu-Ser-Arg-Tyr- Pro -Ser-Tyr-Gly-Leu-
50 60

Asn-Tyr-Tyr-Gln-GIn-Lys-Pro- Val -Ala-Leu- Ile -Asn-Asn-Gln-Phe- Leu -Pro-Tyr-Pro-Tyr-
70 80

Tyr-Ala-Lys-Pro-Ala-Ala-Val- Arg -Ser-Pro-Ala-Gln- Tle -Leu-Gln- Trp -Gln-Val-Leu-Ser-
90 100

Asp-Thr-Val -Pro-Ala-Lys-Ser- Cys -Gln-Ala.Gln-Pro-Thr-Thr-Met- Ala -Arg-His-Pro-His-
105 | 106 110 120

Pro-His-Leu-Ser-Phe-Met-Ala- Ile -Pro-Pro-Lys-Lys-Asn-Gln-Asp- Lys -Thr-Glu- Ile -Pro-
130 136 140

Thr- Ile -Asn-Thr- Tle -Ala -Ser - Gly -Glu-Pro-Thr-8er-Thr-Pro-Thr-| Ile |-Glu-Ala-Val-Glu-

Thr | (variant A)
148 150 160
Ser -Thr-Val - Ala-Thr-Leu-Glu- | Ala |-Ser-Pro-Glu- Val- Ile -Glu.Ser- Pro -Pro-Glu- Ile -Asn-

Figure 7. Structure primaire de la Caséinbovine d’aprés Mercier et coll., 19¥3.

la liaison peptidique hydrolysée par la chymosine.
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Cette fraction est présente sous sept formes qui different par leur teneur en glucides
constitués de N-acétyl galactosamine, du galactose et d’acide N-acétyl neuramique (Alais et
Jolles, 1961). Ces trois sucres, associes en tri ou tétra saccharides, sont fixés sur les résidus
thréonyl en position 131, 133, 135, (ou 136) (Fiat et coll.,, 1972 ; Jolles et coll., 1973 ;
Kanamori et coll.1980). Elles sont classées de la moins glycosyWéea(la plus glycolysée

(k7), K1 ne contenant pas de glucides.

11.2.1.2. Caséines camelines

Les caséines sont présentes dans le lait camelin a un taux de 73 a 81% des protéines
totales (Farah et Ruegg, 1989 ; Mehaia et coll., 1995). Les premiéres études réalisées sur les
caséines camelines se sont limitées a I'analyse électrophorétique des protéines obtenues pa
précipitation acide et séparation par chromatographie. Ces études ont révélé la présence de
trois bandes qui ont été attribuées aux casaimesos; et 3 (Farah et Farah-Riesen, 1985)
(Tableau 3).

La détermination de la composition en acides aminés et de la séquence N-terminale a
permis, par la suite, de caractériser les différentes fractms s, et B et k), (Larsson-
Raznikiewiez et Mohamed, 1986 ; Ochirkhuyag et cdB97). Toutefois, la séquence

complete des différentes fractions a été donnée par Kappeler. et1&$8B).

La caséinais; et la caséin@ se présentent sous deux formes de variants géest{gu
et B). Les caséines camelines semblent étre moins phosphorylées par rapport a leurs
homologues bovins. Comparé au lait bovin, une variabilité dans les taux des différentes
fractions caséiniques est notée. Notamment pour la cgséuieest la plus abondante dans le
lait de chamelle (65% des caséines). La caséiest, par contre, présente en tres faible
quantité, 3,5 % contre 13% pour le lait de vache.

La caséinais; cameline exprime un taux de similitude a son homologue bovin de 39%,
alors gu'il est de 56% pour la caséum et la caséine et 64% pour la caséirfe(Tableau 3)
(Ochirkhuyag et coll. ,1997 et Kappeler et coll., 1998).
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Tableau 3. Caractéristiques physico-chimiques des caséines camelines (Ochirkhuyag et coll.
,1997 et Kappeler et coll., 1998).

Caséine @, Caséines®, Caséinep Caséine k

Poids Moléculaire (Da) 24275-35500 21266-26300 24651-27500 18254-22987

Proportion dans les 22-38 9,5-21 28-65 3,5-5
caséines totales

Variant génétique AetB

Point isoélectrique 4,41 4,58 4,76 4,11
Nombre d’acides aminés 207 178 217 162
Résidus cystéine 0 2 0 2
Nombre de groupements 6 9 4 1

phosphoséryles / mole

Présence de glucides - - - +
Similitude de structure 39 56 64 56
(%)

[1.2.1.2.1. Caséineg;

La caséinais; caméline représente 22 a 38 % des caséines totales, possede 207 résidus
d’acides aminés pour le variant génétique A et 215 pour le variant génétique B (Figure 8). Son
poids moléculaire varie entre 24275 et 35500 Da (Farah et Farah-Riesen, 1985 ; Larsson-
Raznikiewicz et Mohamed, 198@®chirkhuyag et coll., 1997 ; Kappeler et coll., 1p9le a
un pHi acide égale a 4,41, ceci est di a la prédominance des groupes acides (38 acides aminé

acides) aux groupes basiques (30 acides aminés basiques) (Ochirkhuyag et coll., 1997).

[1.2.1.2.2. Caséines,

La caséineos, caméline représente 9,5 a 21 % des caséines totales. Son poids
moléculaires varie de 21266 a 26300 Da et son pHi est égale a 4,58 (Larsson-Raznikiewicz et
Mohamed, 1986 ; Ochirkhuyag et coll., 1997 ; Kappeler et coll., 1998). La casgiast

formée d’'une séquence de 178 acides aminés (Figure 9). Les motifs de phosphorylation se
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répétent dans cette protéine 9 fois aux niveaux des sérines : 8, 9, 10, 32, 53, 108, 110, 113 et
121 (Kappeler et coll., 1998).

10 20 30 40 50 60
RPKYPLRYPE VFQNEPDSIE EVLNKRKILE LAVVSPIQFR QENIDELKDT RNEPTEDHIM

70 80 90 100 110 120
EDTERKESGS SSSEEVVSST TEQKDILKED MPSQRYLEEL HRLNKYKLLQ LEAIRDQKLI

130 140 150 160 170 180
PRVKLSSHPY LEQLYRINED NHPQLGEPVK VWTQEQAYFH LEPFPQFFQL GASPYVAWYY

190 200 210
PPQVMQYIAH PSSYDTPEGI ASEDGGKTDY MPQWW

Figure 8. Séquence primaire du variant géenétique B de la casgineameline d’apres
Kappeler et col| (1998).

10 20 30 40 50 60
KHEMDQ.GSSS EESINVSQQK FKQVKKVAIH PSKEDICSTF CEEAVRNIKE VESAEVPTEN

70 30 90 100 110 120
KISQFYQKWK FLOYLQALHQ GQIVMNPWDQ GKTRAYPFIP TVNTEQLSIS EESTEVPTEE

130 140 150 160 170
STEVFTKKTE LTEEEKDHQK FLNKYQYYQ TFLWPEYLKT VYQYQKTMTP WNHIKRYF

Figure 9. Séquence primaire de la caséggcameline (Kappeler et coll., 1998).

[1.2.1.2.3. Caséine f

La caséing est la protéine la plus importante en proporticar flapport aux caséines
totales) qui varie de 28 a 65 %, possede la plus longue chaine d’acides aminés avec 217
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résidus et un pHi de 4,76 (Figure 10). Son poids moléculaire peut varier de 24651 a 35000 Da
(Farah et Farah-Riesen, 1985 ; Ochirkhuyag et coll, 1997 ; Kappeler et coll., 1998). Les sites
de phosphorylation s’y présentent en 4 positions (Ser 15, 17, 18 et 19).

10 20 30 40 50 60
REKEEFKTAG EALESISSSE ESITHINKQK IEXFKIEEQQ QTEDEQQDK! YTFRQPQSLY

70 30 90 100 110 120
YSHTEPIPYP ILPQNFLPPL QPAVMVPFLQ PKVMDVPKTK ETIPKRKEM PLLOSPVVPF

130 140 130 160 170 130
TESQSLTLTD LENLHLPLPL LOSLMYQIPQ PVPQTPMIPP QSLLSLSQFK VLPVPOQOMVP

130 200 210
YPORAMPVQOA VLPFQEPVPD PVRGLHPVPQ PLVPVIA

Figure 10. Séquence primaire de la caséirmfheline (Kappeler et cqllL998).
[1.2.1.2.4. Caséine

La caséinec cameline est formée de 162 résidus d’'acides an{ifigsire 11). Elle
représente 3,5 a 5 % des caséines totales du lait camelin (Ochirkhuyag et coll, 1997 ; Kappeler
et coll., 1998). Sa masse moléculaire est de 18254 Da et son point isoélectrique se situe a 4,11.
Les sites de phosphorylation s’y présentent en 2 positions (Ser 141 et Ser 159). Kappeler et
coll., (1998) ont proposé pour la caséineameline une glycosylation de 5 résidus thréonine
(Thr 105, 109,149, 152 et 153).

La présure possede un site d’action différent de celui qu'il a sur la casbmene,
elle scinde la caséine cameline au niveau la liaison peptidique 97-98 @&@6e le résidu

phénylanyle et le résidu Isoleucyle (Kappeler et coll., 1998).
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Glu - Val - GIn - Asn - GIn - Glu - Gln - Pro - Thr - €ysPhe - Glu - Lys - Vial - Glu - Arg - Leu - Leu - Asn 2Blu

D

Lys - Thr - Val - Lys - Tyr - Phe - Pro - lle - Gln -PheVal - Gln - Ser - Arg— Tyr - Pro- Ser- Tyr-Gly |

ASn - Tyr - Tyr - Gln - His - Asn - Leu - Ala - Vial - Pra lle - Asn - Asn - GIn - Phe - lle - Pro - Tyr - Pro -%s

=7

Tyr - Ala- Lys- Pro- Val - Ala - lle - Arg - Leu - Fiis Ala - GIn - Leu - Pro - Gln - Cys - GIn - Ala - Leu r

p=—

Asn lle - Asp - Pra - Pro - Thr - Vial - Glu - Arg - g Pro - Arg - Pro - Arg - Pro - SePhé’ - lle”- Ala - [l”
Pro-Pro - Lys - Lys £ - Gln - Asp - Lys Zh - Val*®- Asn - Pro - Ala - lle - Asn - Thr - Vial - Ala - Thr - ¥
Glu—Pro - Pro - Val - lle - Pro - Thr - Ala - Glu - Bte Ala - Val - Asn - Thr - Val - Val - lle - Ala - Glu - Afa

y ¥

Ser P - Ser - Glu - Phe - lle - Thr - Thr - Seit - Prd® - Glu~Thr - Thr - Thr - Val - GIn - lle - Thr - Ser - it

Glu - g

Figure 11. Séquence primaire de la caséirmameline (d'apres Kappellerastl., 1998)
/ . sites possibles de egcosyIatio@. . site d'attaque par la chymosine.

[1.2.2. Protéases digestives (la pepsine, la trypsine et la chymotrypsine)
[1.2.2.1. Pepsine porcine
11.2.2.1.1. Structure

La pepsine est une endoprotéase appartenant a la famille des protéases a acide
aspartique, présente dans le suc gastrique de tous les mammiferes et les oiseaux. L'une de se
remarguables caractéristiques est sa grande activité dans cet environnement acide ; elle es

active méme a pH 1 ou plusieurs enzymes et protéines subissent une rapide dénaturation.

La pepsine du porc ou EC 3.4.23.1 est produite a partir de la muqueuse gastrique du porc
sous sa forme inactive ; zymogene appelé, dans le cas de la pepsine, le pepsinogene, de P
égale a 42000 Da. Comparé a I'enzyme actif, le zymogene posséde un segment peptidique
supplémentaire liée a la partie N-terminale de I'enzyme actif. Au niveau de la structure

tridimensionnelle, cette chaine peptidique, souvent nommeée prosegment, occupe le site actif et
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sert & bloquer I'entrée du substrat. Ainsi, I'activation du proenzyme nécessite la libération du
prosegment et la dissociation de ce dernier du site actif (Richter et coll., 1998). Le zymogéne
gastrique, stable a pH neutre, est converti en enzyme actif sous l'effet de I'acidité naturelle du
milieu stomacal. La conversion a lieu a des pH inférieurs a 5. Cette dépendance du pH de
I'activation est due a la présence d'interactions électrostatiques entre les résidus basiques dans
le prosegment et les résidus acides de la portion correspondante a I'enzyme actif. Ces
interactions jouent un role essentiel dans le maintien du zymogéne sous une forme inactive en
stabilisant la position du prosegment dans le site actif. Aux valeurs de pH inférieurs a 5,0 les
résidus acides impliqués deviennent protonés ; ce qui entraine la rupture des interactions
électrostatiques entre le prosegment et I'enzyme actif. Dés qu’une tres faible quantité
d‘enzyme est libérée du précurseur a la faveur de l'acidité stomacale, la réaction devient
autocatalytiqgue, I'enzyme produite provoque l'activation du zymogene par libération du

prosegment (Sanny, et coll., 1975 ; Richter et coll., 1998).

La pepsine porcine est formée d’'une seule chaine polypeptidique composée de 321
résidus d’'acides aminés est son poids moléculaire est de 35000 Da (Figure 12) (Sepulveda et
coll., 1975). Son activité catalytique est la plus élevée entre pH 1 et 4 avec un maximum vers

1,8 et varie selon la nature du substrat.

11.2.2.1.2. Mécanisme d’action

Un mécanisme catalytique de base a été proposé pour I'hydrolyse des protéines par
certaines protéases acides, comme la penicillopepsine et I'endothiapepsine, dont I'activité
catalytiqgue dépend essentiellement de la présence des résidus d'acide aspartique. Les étude:
cristallographiques ont montré que les enzymes de la famille des pepsines possédent une
structure composée de deux lobes séparés par une fente profonde, et chaque lobe apporte I'ur
des résidus aspartiques. Les deux lobes montrent une grande homologie au niveau de la
structure tridimensionnelle qui est préservée dans la plupart des protéases aspartiques, bien
gu’ils présentent une séquence en acides aminés différentes (Rao €t9@all;, Erskine et
coll., 2003). Cette structure complexe assure l'approche étroite des deux résidus aspartyls, qui
dans l'ordre de peptide sont séparés par environ 183 résidus (Rao @068l Andreeva et
Rumsh, 2001). Lors de la coupure de la liaison peptidique, les deux acides aspartiques jouent

simultanément le r6le de donneur et de receveur de protons.

26



Rappels bibliographiques

1 1L a0
E=I1le=Cly=Aap=Clu=Pro=Leu=Clu=Agn=-Tyr=Laud=Aap=Thr=Clu=Tyr=Fha=Cly=Thr=1la=Cly=11a-

21 30 al
Gly—-Thr-Pro—ala—Gln—Asp—Fhe—Thr-Val-Tle-Fhe—Asp—Tir—Gly—Ser-Ser-Asn-lLeu=Trp=Val-

&1 &0
Pro-Ser-Val-Tyr—Cys—Ser—Ser—Leu-Ala-Cys—Ser—Asp-His—-Asn—-Gln-FPhe-Asn—Pro-Asp—5&r—

&1 T ED
Asp_Ser-Thr—Phe—Glu—Ala-Thr-Ser-Glon-Glu-Leu—Ser—Lle-Thr-Tyr—-Gly-Thr—¢ly-Ser—Mst—

81 S0 00
Thr—Gly-Ile—lLeu—Gly—Tysr—Asp—Thr-Val-Gln-Val-Gly=-Gly=Ile=Ser-Asp-Thr-Asn—Clo—ILle—
101 110 LzO
Phe—Gly-Leu=Ser=;Glu=Thr—Gle-Fro-Gily-Ser-Fhe-leu-Tyr-Tyr-Ala-PFro~-FPhe-Asp—Cly—Ile—

121 1303 140
Leuv—Gly-Leu=ila-Tyr=Fro-Ser—=ILle-Ser-Ala=-Ser—-Gly—-Ala-Thr-Fro—-Val-Phe—Asp—fisn—Leu—

141 150 16
Trp=Agp=GCla=:ly=Lau=Vel=Sa-r=Cln=a&sp~Leau=Fhe=-Ser=-Val=Tyr=Leu-Ser-Sar—ASn=~ASpD=ABD=

161 170 180
SEer—Gly-Ser=Val-=Val-Leu=Leu=Gly-GCly-ILle—Asp—Ser—Ser—Tyr—Tyr—Thr-Gly—5er-Leu—Aan-—

181 190 Z30
ITrg-val-Fro=7yal-Ser-Val-Glu-Gly-Tyr-Trp—Gln—Ile—Thr-Lea-Asp-Ser-Ile-Thr-Het—Asp—

zol 210 z20
Gly—Glu-Thr—Ile—Ala—Cre—Ser—Gly—Gly-Cye—Gln-—Ala=1.e=Val=-Asf-Thr-Gly—Thr—Ser—Leu—

221 230 240
Lev—Thr-Gly-Pro-Thr-Ser-Ala-ILle-aAla-Ile—Asn-Ile-GCln—Ser—Asp—Ile-Gly-atla—Ser—Glu—

261 250 260
Asr—-Ser-Asp—2lv—Clu—Mer—Val-Tle—Ser—Oda-Ser—fer-Ile-Asp-Ser-Leu-Pro—fhsp—1le-—Vail—

261 270 2ED
Phe—Thr-Ile—fAsp—Cly—Vail-Gla-Tyr=Fro-Leu-5er-Fro-Ssr-Ala-Tyr—Ile-Leu=Gln—4&sp—Aap—

zal 290 Hi
Anp=Ser-Cya=Thr=5ar=Gly=Pha=Glu=Gly=Het=Asp=Yal=-Fro-Thr—Ser-Ser-Gly-Glu-Leu-Tsp—

a9 310 320
ITle~Leu=-Gly-Asp=1Tal=-FPhe-Ile—Arg—Glo-Tyr—Tyr—Ther-Val-Fhe-Asp-Arg-Ala-Asn—Asn—Lys—

Izl 37
Val—-Gly-Leu-Ala—=-Fro—Val—Ala—0H

Figure 12. Séquence compléte d’acides aminés de la pepsine porcine (Sepulveda et coll.,
1975).

La pepsine coupe de préférence en C-terminal des acides aminés aromatiques (Phe et
Tyr) et hydrophobes (Leu, Ala, Glu et GIn), en positier{flgure 13). Certains acides aminés
des protéines peuvent avoir des effets négatifs sur I'activité de la pepsine selon leur position au
sein de leur site actif : 'Arg en position, la Lys et I'His en positignFar contre, la Pro a un
effet bénéfique lorsqu’elle se trouve en positiget®, méme si elle a un effet négatif quand
elle est en positionJdu R'. L'activité de la pepsine est réduite presque a nulle lorsque la Pro
ou Gly se trouve en position FDunn, 2002).

NH-R-RB-B-R-R -P,-P;y-F/ - COOH

Figure 13. Représentation des positions des acides amines au sein du site actif de la protéase.
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[1.2.2.2.Trypsine
11.2.2.2.1. Structure

La trypsine (EC 3.4.21.4) est une des protéases a sérine, sécrétée par les cellules acines
du pancréas sous forme d'une pro-enzyme appelée le trypsinogéne (Figure 14) (Mikes et coll.,
1966). Ce dernier est activé au niveau du duodénum sous l'action de I'entéropeptidase, par
hydrolyse spécifique de la liaison Lys15- llel6. Dés qu’une trés faible quantité de trypsine est
libérée du précurseur, la réaction devient autocatalytique (Abita et coll, 1969). La trypsine est
formée de 201 résidus d’acides aminés en une seule chaine polypeptide et possede quatre
ponts disulfures, son poids moléculaire est de 24000 Da. (Kauffman, Hé%er et coll.,

1974).

I
Val-Asp—Asp-Asp—Asp-Lys-Ile-Val-Gly- Gly-Tyr-Thr-Cys—Gly—Ala—Asn-Thr-Val-Pro— Tyr-
I .

5 10 15 20
II
~GIn-Val-Ser-Leu—- Asn—Ser-Gly—Tyr-His- Phe-Cys-Gly—Gly—-Ser—Leu-Ile-Asn-Ser-Gin— Trp-
25 30 35 40
L I
—Val-Val-Ser-Ala—~ Ala—His—Cys-Tyr—Lys- Ser—-Gly-Ile-GIn-Val- Arg-Leu-Gly—Gln-Asp—Asn-
45 50 55 6o
~Ile-Asn-Val-Val- Glu-Gly-Asn-Gln=Gln= Phe-Ile-~Ser~Ala-Ser= Lys-Ser-Ile-Val-His= Pro-
65 70 75 8o
—Ser-Tyr—Asn-Ser— Asn-Thr-Leu—Asn—Asn—Asp-Ile-Met-Leu—Ile-~ Lys—Leu—Lys—Ser—Ala— Ala—
85 90 93 100
v
—Ser-Leu—-Asn-Ser— Arg-Val-Ala-Ser—Ile- Ser—Leu—Pro-Thr—-Ser— Cys—Ala—Ser-Ala~Gly— Thr-
1c5 I10 115 120
\'
—Glx-Cys—Leu-Ile- Ser-Gly-Trp-Gly—Asn— Thr-Lys—Ser-Ser—Gly— Thr-Ser-Tyr—Pro-Asp— Val-
125 130 135 140
VI Vi1
~Leu-Lys—Cys-Leu—Lys—Ala—Pro-Ile-Leu—~ Ser—Asp—Ser—Ser-Cys— Lys—Ser—Ala-Tyr—Pro- Gly-
145 150 155 160
VIIL IX
~Gln~Tle~-Thr-Ser— Asn—Met—Phe-Cys—Ala-Gly-Tyr-Leu—Glu~Gly-Gly-Lys—Asx—Ser-Cys— Glx~
165 170 175 180
X
—Gly—Asp-Sér—Gly— Gly-Pro—Val-Val-Cys- Ser-Gly-Lys-Leu~-GIn—Gly-Ile-Val-Ser-Trp— Gly—
185 190 195 200
XI XII
—Ser-Gly—Cys-Ala—~ Gln—Lys—Asn—Lys—Pro— Gly—Val-Tyr-Thr--Lys—Val-Cys—Asn-Tyr-Val— Ser—
205 210 215 220

~Trp-lle-Lys-Gin— Thr-Ile-Ala-Ser—-Asn
225 229

Figure 14. Structure primaire du trypsinogene selon Mikes et coll., 1966.
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11.2.2.2.2. Mécanisme d’action

Comme toutes les protéases a sérine dont elle fait partie, la trypsine possede une triade
catalytique caractéristigue comprenant une sérine, une histidine et un acide aspartique, en
position 57, 102 et 195 respectivement (Stroud, 1974). Le mécanisme de coupure de la
trypsine est basé sur la polarisation de la liaison peptidique par un groupement sérine sous
forme alcoolate. Pour atteindre cet état, I'histidine et I'acide aspartique, formant une triade
avec la sérine, doivent étre positionnés pour que la liaison OH de la sérine soit tres fortement

polarisée.

Le mécanisme se déroule en deux temps. Dans la premiére étape, la coupure est
effective, le peptide C-terminal est relargué dans le milieu, le peptide N-terminal acyle la
sérine (enzyme modifiée). Et dans la seconde étape, I'eau (second substrat) coupe la liaison
acyle, ce qui permet de libérer le second peptide, régénérant la forme initiale de I'enzyme. En
effet, la coupure de la liaison peptidique se traduit par une attaque nucléophile de la sérine sur
la fonction carbonyle, suivie de la formation d'un intermédiaire tétraédrique, puis de la

libération des deux peptides (Kossiakoff et Spencer, 1981 ; Craik et coll., 1987).

Le site actif de la trypsine ressemblant a une poche profonde, en partie hydrophobe,
accueille les longues chaines latérales chafgeeles résidus comme Arg ou Lys, a cause de

la présence d'un résidu Asp chagéau fond de la cavité.
11.2.2.3. Chymotrypsine
[1.2.2.3.1. Structure

La chymotrypsine est synthétisée dans le pancréas et sécrétée dans l'intestin gréle sous
forme d'un zymogene, la chymotrypsinogene (Kiel et coll., 1963). L'activation est amorcée par
la trypsine qui scinde la liaison entre les acides amines 15 et 16. La chymotrypsine s’autolyse
ensuite pour exciser deux dipeptides : Serl4-Argl5 et Thel47-Asn148 (figure 14).

La chymotypsine est composée de 241 AA (Figure 15) avec un poids moléculaire de
25230 Da. Elle présente une structure globulaire compacte de trois chaines reliées par deux
ponts disulfures, inter chaines, Cysl1l-Cys122, Cys136-Cys201 et repliées en 2 domaines
(domaine 1et domaine 2), de 120 acides aminés, chacun étant constitué essentiellement d'un

tonneauB, formé de 6 bring anti-paralleles. Il y a une certaine similaritésggjuences entre
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les deux domaine£lle posséde également trois ponts disulfures intra ¢ : Cys42-Cys58,
Cys168-Cys182, Cys19Qys220 (Brown et Hartley, 19 ; Meloun et coll., 1966

Chymotrypsinegéne (zymogéne inactif)

S 5 5

s

5—5

1 1

13 FERT 122 36 146 168 182101200 221 245

Is-sl Ls —sd

Chymotrypsine (protéase active)

5 5 5 5
P2
'E-II a2 58 122 136 '-=E-I | 16E 182 181 201 221 245
T L5 —sJ

K» ;
[] sertaargis \‘

Figure 15 Activation du chymotrypsinogéne

D Thr147-Asn148

11.2.2.3. 2. M&anisme d’actiol

La chymotrypsine comme les protéases a sérine dont elle fait partie, posséde u
catalytique caractéristique comprenant une sérine, une histidine et un acide aspatrti
éléments de la triade sont fixés sur les deux domaiui participent ainsi tous les deux
méme acte catalytique : I'histidine et I'acide aspartique sur le domaine 1, tandis que |
est sur le domaine 2. La chymotrypsine et la trypsine possedent ucture tertiaire trés
semblableLes positions dirésidus clés, telles que celles de la triade, sont iden dans les
deux protéases. Touites, elles présentent une similitude de structure primaire de 50
elles different dans la spécificité du substrat (Walsh et Neurath, 1964). La trypsirur des
résidus de lysine et d'arginine, alors que la chymotrypsine agit sur de grands

hydrophobes tels que le tryptophane, la tyrosine et la phénylal

Le site actif de la chymotrypsine consiste en une région ressemblant & une «
bordéed'acides aminés hydrophobiques, accueille la chaine latérale volumineuse de
d'acide aminés comme Phe, Trp, Tyr et Met. La chymotrypsine attaque en priori-

terminal des acides aminés aromatic; Phe, Trp et Tyr puis Leu Met et His. EI’ attaque
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moins frequemment & Asn, Gin, Arg, Thr, Lys, Cys, Ala, lle, Ser. La chymotrypsine est
inactive en présence de la Pro, Asp, Glu et Gly en position P1 (Keil, 1987).

I
2 3 4 8 ? 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
CyS-G—ly -Val-Pro- Ala Ile Gln Pro-Val-Leu-Ser-Gly-Leu-Ser-Arg-Ile-Val-Asn-Gly-Glu-Glu-Ala-Val-Pro-Gly-Ser-
e mmmmmmme—e- JAleeeeecccccnnd

Ix
27 28 =29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 30 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 B1L 52
Trp-Pro-Trp-GIn-Val-Ser-Leu-Gln-Asp-Lys-Thr-Gly-Phe-His-Phe-CyS-Gly-Gly-Ser-Leu-Ile-Asn-Glu-Asn-Trp-Val

< 1Bl1-: -

IIL
58 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 €67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78
Val-Thr-Ala-Ala-His-CyS-Gly-Val-Thr-Thr-Ser- Asp-Val-Val-Val-Ala-Gly-Glu-Phe-Asp-GIn-Gly-Ser-Ser-Ser-Glu-

B 1B2 ------mememmmomo oo >

79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 21 92 23 94 95 96 97 98 99 100 101 102 103 104
Lys-Ile-Gln-Lys-Leu-Lys-Ile-Ala-Lys-Val-Phe-Lys- Asn-Ser-Lys-Tyr-Asn-Ser-Leu-Thr-Ile-Asn- Asn-Asn-Ile-Thr-

Iv
105 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120 121 122 123 124 125 126 127 128 129 130
Leu-Leu-Lys-Leu-Ser-Thr-Ala-Ala-Ser-Phe-Ser-Gln-Thr-Val-Ser-Ala-Val-CyS-Leu-Pro-Ser-Ala-Ser-Asp-Asp-Phe-

v
181 182 133 134 135 136 137 138 180 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150 151 -152 153 154 155
Ala-Ala-Gly-Thr-Thr-CySVal-Thr-Thr-Gly-Trp-Gly-Leu-Thr-Arg-Tyr-Thr-Asn-Ala-Asn-Thr-Pro-Asp- Arg-Leu-

- ————————— e B0 D >
G mmmmmmme 1C4? —— ———

- VI
156 157 158 1590 160 161 162 163 164 165 166 167 168 169 170 171 172 178 174 175 176 177 178 179 180
GIn-Gln-Ala-Ser-Leu-Pro-Leu-Leu-Ser-Asn-Thr-Asn-CyS-Lys-Lys-Tyr- Trp-Gly-Thr-Lys-Ile-Lys-Asp-Ala-Met-
e o el e . " 1D2

-VIL VIII . IX.
181 182 183 184 185 186 187 188 189 190 191 192 193 194 195 196 197 198 199 200 201 202 203 204 205
Ile-CyS-Ala-Gly-Ala-Ser-Gly-Val-Ser-Ser-CyS-Met-Gly-Asp-Ser-Gly-Gly- Pro-Leu-Val-CyS-Lys-Lys-Asn-Gly-

1D2======= Prmmmnn—- e e A(rmmmmeeees e smmseEem s s - sssssscms=—e——— ———— 1Cl1
VIII

B S 1D3--==-===-===—=== ->

<m=emmans 1D 4-mmmmmm >

===l D5

2068 207 208 =209 210 211 212 213 214 215 216 217 218 219 220 221 222 223 224 225 226 227 228 220 230
Ala-Trp-Thr-Leu-Val-Gly-Ile-Val-Ser-Trp-Gly-Ser-Ser-Thr-CyS-Ser-Thr- Ser-Thr-Pro-Gly-Val-Tyr-Ala-Arg-

1CL --->—-=-> e LO2 --- - mmmmm e

231 232 233 234 235 236 237 238 239 240 241 242 243 244 245
Val-Thr-Ala-Leu-Val-Asn-Trp-Val-Gln-Gln-Thr-Leu-Ala-Ala- Asn-

Figure 16. Structure de la chymotrypsine bovine avec localisation des ponds disulfures selon
Brown et Hartley (1966).

[1.2.3. Peptides antimicrobiens issus de I'hydrolyse des caséines

Lahov et coll., (1971) étaient les premiers a identifier des polypeptides de haut poids
moléculaires et de caractére basique només casécidins apres traitement du lait acidifié par la
présure. En 1974, Hill et coll. ont identifié I'lsracidin ; peptide antimicrobien correspondant au
fragment N-terminal f(1-23) de la caséins,. Ce peptide est obtenu par action de la

chymosine sur la caséine bovine.
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A partir de la caséines, Zucht et coll., (1995) ont isolé la casocidineak; (165-
203). Sous l'action de la pepsine, Recio et Visser (1999) ont pu séparer plusieurs peptides
actifs de cette fraction caséinique (Tableau 4). Et ils ont pu purifier et caractériser deux
peptidesos,(164-179) etos2(183-207). Mc Cann et coll., (2005), ont pu séparer par l'action
de la chymosine d'autres peptides issus de la méme région de la cggdide-207, 180-207,
175-207,172-207, 164-207). En 2006, cette équipe, a pu séparer, par hydrolyse pepsique de la
caséine entiere, le fragment,(183-207) déja identifié et un fragment de la caséineos;
(99-109).

La fermentation des caséinates de sodium Lzatobacillus acidophilusDPC6026
génere trois fragments montrant une activité antimicrobienne cBntexobacter sakazakii
ATCC 12868,E.coli JM 109 etE.coli DPC5063. Ces peptides correspondent aux séquences
(21-29, 30-37, 195-208) de la caséing (Hayes et coll.,, 2006). Sous laction de la
chymotrypsine, Srinivas et Prakash, (2009) ont pu séparer deux fragments actifs (79-88) et
(148-161) de la caséing.n

Deux peptides antimicrobiens ont été obtenus a partir de la caséle premier,
nommé kappacine a été obtenu par action de la chymosine et I'endoprotéinase Glu-C. Ce
peptide, correspondant au fragment (138-158), a montré une action contre les bactéries
cariogénes (Malkoski et coll., 2001).

Plusieurs peptides actifs ont été identifiés dans I'hydrolysat pepsique de la gaséine
Trois d’entre eux ont montré des activités trés intéressantes vis-a-vis des germes pathogénes
(L. innocua, Sal. Carnosust E. coli). Ces peptides correspondent aux fragments (18-24),
(30-32) et (139-146) (Lopez-Exposito et Recio, 2006). L’hydrolyse pepsique de la gaséine
du lait humain a permet de libérer le peptide (63—-117) caractérisé par sa richesse en résidus

proline (Liepke et coll., 2001).

L’hydrolyse trypsique de la caséirfe de lait de lapin a donné plusieurs peptides
antimicrobiens (Baranyi et coll., 2003). Parmi les peptides identifiés, le fragment (64—77) était
le peptide le plus actif mais uniquement sur les bactéries a Gram positif. L’hydrolyse du lait
humain par la protéase dlactobacillus helveticuPR4 a libéré un peptide correspondant au
fragment (184—210) de la caséin@inervini et coll., 2003).
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Tableau 4. Principaux peptides antimicrobiens issus de caséines

Protéine Position  Séquence Conditions reférence
précurseur  du d’hydrolyse
peptides
caséinaus, Bovine
150-188 KTKLTEEEKNRLNFLKKISQRYQKFALP  Chauffage et Zucht et coll.,
QYLKTVYQHQK acidification du 1995
lait
164-179 LKKISQRYQKFALPQY Pepsine a pH Recio et Visser,
181-207 KTVYQHQKAMKPWIQPKTKVIPYVRYL 3,0 1999
183-198 VYQHQKAMKPWIQPKT
183-203 YQHQKAMKPWIQPKTKVIPY
183-206 VYQHQKAMKPWIQPKTKVIPYVRY
183-207 VYQHQKAMKPWIQPKTKVIPYVRYL
164-207 LKKISQRYQKFALPQYLKTVYQHQKAM Chymosine pH Mc Cann et
KPWIQPKTKVIPYVRYL 3,0 coll.,2005
172-207 QKFALPQYLKTVYQHQKAMKPWIQPKT
KVIPYVRYL
175-207 ALPQYLKTVYQHQKAMKPWIQPKTKVI
PYVRYL
180-207 LKTVYQHQKAMKPWIQPKTKVIPYVRY
L
181-207 KTVYQHQKAMKPWIQPKTKVIPYVRYL
Ovine pepsine Lopez-Exposito
165-181 LKKISQYYYQKFAWPQYL et coll., 2006
184-208 VDQHQKAMKPWTQPKTNAIPYVRYL
203-208 PYVRYL
caséinaug; Bovine
1-23 RPKHPIKHQGLPEQVLNENLLRF Chymosine pH Lahov et
6,4 Regelson, 1995
99-109 LRLKKYKVPQL Pepsine a pH Mc Cann et
2,5 coll.,2006
21-29, IKHQGLPQE Lactobacillus Hayes et coll.,
30-37, VLNENLLR acidophilus 2006
195-208 SDIPNPIGSENSEK DPC6026
Lapine trypsine Baranyi et coll.,
19-25 FHLGHLK 2003
Caseéinek Humaine
63-117 YQRRPAIAINNPYVPRTYYANPAVVRPH pepsine Liepke et coll.,
AQIP 2001
Bovine
138-158 AVESTVATLEDSPEVIESPPE pepsine Malkoski et
coll., 2001
17-21 FFSDK trypsine Matin et coll.,
2000
18-24 FSDKIAK pepsine Lopez-Exposito
30-32 YVL et Recio, 2006
139-146 VESTVATL
Caseéinep Lapine
50-56 HVEQLLR trypsine Baranyi et coll.,
6477 ILPFIQSLFPFAER 2003
Humaine Proteinase PR4
184-210 QELLLNPTHQYPVTQPLAPVHNPISV (Lactobacillus  (Minervini et

helveticus )

al., 2003)
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MATERIELS ET METHODES
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|. Matériel biologique

[.1. Caséine bovine

La caséine bovine employée est une caséine commerciale a I'état de poudre (C8654,
SIGMA), préparée sous forme de caséinates de sodium avec un taux d’azote de 13,5-16% et
un taux de sodium (Naj 3%. Cette poudre est soluble dans I'eau distilé®e solution a

50mg/ml dans I'eau distillée présente un pH de 6,8.
|.2. Caséine cameline

La caséine cameline utilisée dans ce travail a été préparée a partir d’'un échantillon de
lait cru de chamelle de la raceSahraoui », (Ghardaia, Algérie). Le lait préalablement

chauffé, pendant 30 min, a 35°C et écrémé par centrifugation a 4500xg pendant 15min a 4°C.

Les caséines entieres sont séparées des autres constituants du lait par précipitation a pH
4,3, par I'ajout de HCI 1N. Apres un chauffage de 10 min entre 30 a 35°C, les caseéines sont
récupérées par centrifugation a 6370xg pendant 30min (4°C) (Alim et coll., 2005 ; Siboukeur,
2006). Le précipité ainsi obtenu est lavé a I'eau distillée et centrifugé de nouveau. Cette
opération de lavage est répétée trois fois afin d’épuiser les protéines solubles du lactosérum
ainsi que les constituants non protéiques tels que le lactose et les minéraux (Tomita et coll.,
2002 et Wakabayashi et coll., 2006). Les caséines obtenues sont resolubilisées a pH 7,0 par
ajout de NaOH 1N et une deuxieme précipitation est effectuée comme indiquée ci-dessus (a
pH 4,3). Les caséines sont finalement resuspendues dans une quantité d'eau distillée et
resolubilisées a pH 7,0 (NaOH 1N). La pureté des case€ines préparées est vérifiée par
électrophorese sur SDS-PAGE. Pour une meilleure conservation, les caséines camelines
préparées sont lyophilisées et stockées a -20°C jusqu'a utilisation.

|.3. Protéases

Les enzymes employées sont fournis sous forme de poudre lyophilisée et dont les

caractéristiques principales indiquées par le fabricant sont comme suit :

- Pepsine de la muqueuse gastrique de porc, 3,640 U/mg de solide et 4220 U/mg de protéine,
(P6887, SIGMA).
- Trypsine bovine pancréatique, type |, 10,000 U/mg de protéine, (T8003, SIGMA)
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- o-Chymotrypsine bovine pancréatique, type 43-U/mg de protéine (C3142, SIGMA).

Il. Conditions de protéolyse des caséines

Dans le but dobtenir des peptides a activité antimicrobienne par hydrolyse
enzymatique des caséines, bovine ou cameline, ces protéines ont été soumises, chacune,

I'action de la pepsine, de la trypsine ou de la chymotrypsine.

Pour chaque enzyme étudiée, des cinétiques d’hydrolyse ont été réalisées pour une
solution de caséine a 5% (5g de poudre de caséine dans 100ml d’eau distillée) incubée a 37°C
Des préléevements de protéolysat ont été effectués a intervalles de temps suivants : 2,5, 5, 10,
15, 30 et 45min, puis, 1, 2, 3, 4, 5, 6 et 24H sur une durée totale de 24 heures. Ces échantillons

sont congelés a - 20°C jusqu'a analyse et caractérisation.

L'activité antimicrobienne est recherchée dans les différents prélévements réalisés

comme indiqué ci-dessous.

Lhydrolyse pepsique est réalisée a pH aJérs quecelles de la trypsine et de la
chymotrytpsine sont effectuées a pH 7.8 (tampon phosphate, 50mM). L'arrét de I'’hydrolyse se
fait par chauffage a 80 °C pendant 15 minutes.

Le rapport enzyme/substrat (E/S) a appliquer pour chaque protéase a été préalablement
déterminé en effectuant des hydrolyses durant 24H a différentes valeurs : E/S variant de
1/1000, 1/750, 1/250, 1/100, 1/50, 1/20 a 1/10 ( p/p : poids de I'enzyme en gramme de solide
par poids de la caséine en gramme).

Dans les conditions d’hydrolyse précitées, les protéolysats obtenus au bout de 24H
d’hydrolyse sont analysés par chromatographie liquide a haute performance en phase inverse
(RP-HPLC). Le rapport E/S a maintenir correspond a la plus faible quantité en enzyme pour la

quelle il y a disparition totale du substrat aprés 24H d'hydrolyse.
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lll. Détermination du degré d'hydrolyse par la méthode O-
PhthaldiAldehyde (OPA)

Le degré d’hydrolyse (DH) correspond aux nombre de liaisons peptidiques coupées sur
le nombre total de liaisons. La méthode OPA est préconisée pour suivre la cinétique
d’hydrolyse des protéines du lait ; elle est basée sur la réaction de I'orthophtaldialdehyde
(OPA), en présence dp-mercaptoéthanol, avec les groupements aminés édacns de
I'hydrolyse des protéines (figurel). Le complexe donne un composé détectable a 340 nm
(Church et coll.; 1983; Nielsen et coll., 2001).

Figure 1. Réaction du orthophtaldialdehyde (OPA) avec les groupements amines.

Le réactif OPA est préparé extemporanément en mélangeant 25ml de tetraborate
disodique (NgB4O7, 10H0) a 0.1M (pH 9,3), 5 ml de sodium dodécyl sulfate a 10% (p/v) et
100u! du B-mercaptoéthanol avec 80 mg d'OPA dissous dans 1ml de méthanol pur. Le
mélange est complété a 100 ml avec de I'eau distillée.

A 1ml du réactif ainsi préparé est ajouté un volume de 50ul de I'échantillon a doser,
contenant 5-100ug de peptides. Aprés 2 min d'incubation, I'absorbance est lue a 340nm contre
un blanc constitué comme indiqué ci-dessus en remplacant I'échantillon a analyser par 50ul
d'eau distillée ou bien par du tampon employé pour préparer I'échantillon a tester.

Une courbe d'étalonnage a la leucine est établie chaque fois qu'une nouvelle solution

de réactif OPA est prépareée (figure 2).
Expression du DH ;
(Taux de groupements MK+ (Taux de groupements NHo

DH = %100
(Taux de groupements WK - (Taux de groupements NHo
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Ou;

- (Taux de groupements N} ; dans chaque hydrolysat exprimé en mg/ml de leucine

- (Taux de groupements N ; du mélange réactionnel a T= 0 min d’hydrolyse, exprimé en
mg/ml de leucine.

- (Taux de groupements N} ; exprimé en mg/ml de leucine, déterminée sur un hydrolysat
obtenu par digestion totale a HCI (6M) a 120°C au bout de 24H. Les profils HPLC des

hydrolysats acides obtenus pour la caséine bovine et cameline sont donnés dans I'annexe 1.

1,4 -

y =0,917x

Absorbance a 340 nm

0 T T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4

concentration en leucine en mg/ml

Figure 2. Courbe d’étalonnage a la leucine (mg/ml ) selon la méthode OPA.

V. Séparation des peptides actifs par précipitation sous l'effet de la

force ionique et du pH

La séparation des peptides actifs par précipitation est étudiée en fonction du pH et la
force ionique. Ainsi, I'hydrolysat de caséine bovine, montrant une activité antimicrobienne, a
été additionné d'une quantité de NaCl solide pour avoir une solution a différentes molarité en
sel (0,5, 1,0, 1,5, 2M). Apres 30 min d'agitation, I'nydrolysat est centrifugé a 10000*g pendant
10 min a 4°C. Le précipité formé est récupéré. Le culot est lavé par centrifugation avec du
tampon phosphate (5mM) ajusté au pH étudié pour éliminer les peptides solubles. Le culot
obtenu est repris dans un volume d’eau distillée ajustée a pH 1,5 a 2,0. Le mélange est agité
pendant 90 min en maintenant I'échantillon entre 4 a 7°C. Par la suite le mélange est centrifugé

a nouveau a 10000*g pendant 10 min a 4°C et les peptides actifs sont récupérés dans le
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surnageant alors que le culot est éliminé. La concentration en peptides des extraits obtenus a
été déterminée par la méthode OPA (Minervini et coll., 2003) comme indiqué ci-dessus

L'effet du pH est étudié en ajustant I'hydrolysat a différentes valeurs de pH (3,5, 4,5,
5,5, 6,5, 7,0, 7,5) par ajout de l'acide chlorhydrique (1N). Aprés 30 min d'agitation a 35°C,
I'nydrolysat est traité en appliquant les mémes étapes notées ci-dessus. Le surnageant es
récupéré et conservé a -20°C jusqu'a analyse par chromatographie liquide a haute performance
(RP-HPLC).

V. Dosage du taux de protéines et de peptides

Le taux de protéine est dosé selon la méthode Bradford (1976). La méthode est basée
sur le principe de l'utilisation d’'un réactif composé de bleu de Coomassie (réactif Bradford ;
bio-Rad, Richmond, USA) qui se fixe aux protéines. Il se forme ainsi, en milieu acide, un
complexe bleu qui présente un maximum d'adsorption & 595 nm. L'absorbance mesurée est
comparée a une courbe d'étalonnage tracée avec différentes concentration en sérum albumine

bovine.

Le taux de peptides est mesuré en utilisant le réactif O-PhthaldiAldehyde (OPA)
(church et coll.; 1983). Le mélange réactionnel est préparé comme indiqué ci-dessus. Pour le
dosage des peptides, une courbe étalon a la peptone pancréatique de caséines est tracée (figu
3).

O T T T 1
0 0,5 1 1,5 2

absorbance a 340nm

concentration en peptone (mg/ml)

Figure 3. Courbe d’étalonnage a la peptone (mg/ml) selon la méthode OPA.
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VI. Méthode d'analyse des peptides

Lanalyse de protéolysats est réalisée par électrophorése sur SDS-PAGE et par
chromatographie liquide haute performance en phase inverse (RP-HPLC). L'analyse de
peptides est effectuée par spectrométrie de masse.

VI.1. Analyse électrophorétique sur gel de polyacrylamide en présence de
Sodium Dodicyl Sulfate (SDS-PAGE)

Les hydrolysats de caseéines prépares pour les trois enzymes employées ont été analysés
par électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence de SDS (SDS-PAGE) suivant la
méthode de Laemmli (1970). Cette technique est basée sur la séparation des protéines en
fonction de leur poids moléculaire. En effet, le SDS de nature fortement anionique confére aux
protéines une méme charge globale négative ainsi leur migration, dans un champ électrique, va

dépendra que du poids moléculaire.

L’échantillon a analyser est préalablement dénaturé par chauffage a 95°C pendant 5 min
en présence d’une solution contenant du SDS et un agent rédytimercaptoéthanol pour

assurer la rupture des ponts disulfures.

L’électrophorese a été réalisée dans une cuve verticale BIO-RAD (Mini Protean Tetra

system) selon les conditions opératoires suivantes :

- Gel de concentration : a 4 % d’acrylamide (37/1, C = 2.63%) en tampon Tris, pH 6,8.
- Gel de séparation (8,000,075 cm) : a 15 % d’acrylamide en tampon Tris, pH 8,8.

- Migration sous un voltage de 100 V, pendant 20 min (dans le gel de concentration) ensuite a

200V pendant 45 min (dans le gel de séparation).

Les masses des protéines et des peptides de I'échantillon analysé sont déterminés en
comparant leur mobilité avec celle des protéines standards (SM0661, Fermentas).
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VI.2. Analyse par Chromatographie Liquide Haute Performance en Phase
Inverse (RP-HPLC)

La chromatographie liquide haute performance en phase inverse (RP-HELC,
I'anglais Reversed Phase-High Performance Liquid Chromatography) est une technique qui
permet la séparation des molécules en fonction de leur différence d'affinité pour une phase
stationnaire apolaire et une phase mobile plus au moins polaire. La phase stationnaire
comprend un support de particules de silice de 5 a 10um de diamétre trés poreux et un
revétement greffé de chaines aliphatiques de 4 (C4), 8 (C8) ou 18 (C18) atomes de carbone qui
déterminent I'hydrophobie de la phase. Pour I'analyse de peptides de plus de 20 a 30 acides
aminés, il est recommandé d'utiliser une colonne de type C4, pour des peptides plus courts,
c'est des colonnes en C18 qui sont plutét utilisées. Le choix de la phase mobile, cependant, est
fonction des molécules a analyser. La phase stationnaire utilisé dans notre travail est une
colonne xbridge C18 (5um, 4,6 x 250 mm) réglée a un débit de 1ml/min. La phase mobile est
constitué d'un solvant A composé d'eau ultra pure (milliQ, Millipore, résistivité : 1Q,2rv
a25°C) a 0,1% de TFA et d'un solvant B composé de l'acétonitrile a 0,1% de TFA. Les deux
solvants sont utilisés selon un gradient d'élution de 0-40% de solvant B pendant 80 min, de 40-
100 % B pendant 5min et a 100% de B pendant 5min, la phase est rééquilibrée par I'envoi du

solvant A pendant 15min.

L'analyse en RP-HPLC est réalisée grace a un systeme automatique constitué d'un
contrdleur de gradient a barrette de pompe waters TM 600E, un injecteur automatique Waters
717 et un détecteur Waters 996 a barrette de diode et un dégazeur en ligne Waters. Le
détecteur permet la mesure de l'absorbance aux longueurs d'ondes allant de 400-900 nm,
cependant la lecture de l'absorbance a 215nm permet la visualisation des liaisons peptidiques
au sein des protéines ou bien d'un peptide. L'élution est réalisée a température ambiante. Avant
injection, les échantillons sont filirés a travers un filtre d'acétate de cellulose 0,2 um. Le
logiciel Millennium a été utilisé pour tracer, d'acquérir et d'analyser des données

chromatographiques.
VI.3. Analyse des peptides par Spectrométrie de masse

Les spectres de masse ont été réalisés dans le laboratoire d'application de Spectrométrie
de Masse du service Commun de Physicochimie de Lille 1l (France), et dans celui du Centre

Commun de mesure de Spectrométrie de masse de Lille I.
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L'analyse par spectrométrie de masse d'un échantillon est constituée d'une série
d'opérations successives : les molécules a analyser sont vaporisées puis ionisées dans la sourc
de l'appareil. Ces ions formés sont filtrés selon leur rapport masse/charge par un analyseur, et
terminent leur course sur un détecteur. Le spectre de masse est obtenu par le traitement du

signal émis par le détecteur.
Un spectromeétre de masse est toujours composé de cing parties :

Une chambre d'introduction dans laquelle lintroduction de I'échantillon peut se faire
directement avec une seringue et un pousse-seringue ou par couplage a la chromatographie

liquide haute-performance lorsque la technique utilisée le permet.

Une source appelée également chambre d'ionisation et de volatilisation, au niveau du quelle
I'échantillon a analyser passe a I'état gazeux (vaporisation/sublimation/désorption), suivie par
une ionisation des molécules et la décomposition des ions. Plusieurs méthodes d'ionisation
existent, le choix de celle-ci est directement lié a la nature de I'échantillon et au type d'analyses
souhaitées.

Les molécules ionisées sont entrainées Versalyseur (appelé également chambre de
séparation) ou niveau du quel les ions sont séparés en fonction du rapport masse/charge (m/z)

sous l'effet d'un champ magnétique et/ou électrique.

Les ions ainsi triés, arrivent au niveau diétecteuy constitué d'un collecteur d'ions et d'un
ensemble électronique de mesure et d'amplificateur des signaux associés aux ions de
différentes masses. Les ions viennent heurter un multiplicateur et I'énergie amplifiee est

transcrite en un signal électrique, l'intensité du signal étant proportionnelle au nombre d'ions.

La derniere partie de l'appareil correspond aearegistreur permettant I'acquisition des
données, qui est faite par un microprocesseur nécessitant une interface. Le rble de celui-ci est
de transcrire sous forme digitale les signaux analogiques. Les données issues de cette

conversion sont stockées dans la mémoire de I'ordinateur pour le traitement.

Les sources, analyseurs et détecteurs existants peuvent étre associés de maniere
différente et ainsi créer une grande variété d'appareil. Le choix d'un type de source ou d'un
type d'analyseur dépend de la nature de I'échantillon a analyser et du type de données
souhaitées.
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Pour l'analyse des peptides issus de I'hydrolyse des caséines, deux types d'ionisation
ont été utilisés : la désorption/ionisation laser assistée par matrice (MALDI-TOF) et

I'Electrospray.

VI.3.1. Analyse des peptides par couplage de la chromatographie liquide a la

spectrométrie de masse (LC/MS)

L'analyse a étééalisée sur une chaine UHPLC de type Accela ((Thermo Fisher
Scientific, Bremen, Germany), constitué d'un injecteur automatique, un contrdleur, de pompes
et d'un dégazeur. Le systéme est piloté par un ordinateur muni d'un logiciel : Xcalibur. La
chaine UHPLC est couplée a un spectrométre de masse Orbitrap (Thermo Fisher Scientific,
Bremen, Germany) équipé d'une source d'ion électrospray (ESI). Les analyses sur HPLC ont
étaient effectuées sur une colonne C18 xbridge (5um, 4,6 x 250 mm), employée lors de
I'analyse des peptides par HPLC, en appliquant un gradient identique. Un diviseur de débit
appelé "splitter" est utilisé pour réduire le débit a 300ul/min a I'entrée du spectrometre.

Les conditions d'entrée d' ESI sont les suivantes : I'azote a été utilisé a la fois comme
une gaine et auxiliaire & des débits arbitraires de 20 & 10 pt*nfantempérature capillaire a
été fixée a 275° C, dans le mode positif , la tension capillaire a été réglée a 93,4 V , la tension
de source a 3,3 kV et le courant de la source entre 0-8 JA ; les spectres ont été enregistrés su

une gamme de masse / charge de 400-2000 m / z.

|4 3 ﬁ-“'§ w -
= .Am.-.‘ -

Figure 4. Photo de la chaine UHPLC de type Accela ((Thermo Fisher Scientific, Bremen,
Germany) couplée a un spectrométre de masse Orbitrap (Thermo Fisher Scientific, Bremen,
Germany) équipé d’'une source d’ion électrospray (ESI).
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VI.3.2. Analyse des peptides par la technique de la désorption laser assistée par
matrice (MALDI-TOF)

La technique de désorption laser assistée par matrice (MALDI-TOF) permet de
travailler sur une grande gamme de masses (moins de 1kDa a plusieurs centaines de kDa) avec
une bonne précision de mesure de masse et une mise en ceuvre relativement simple ainsi

gu’une grande rapidité d'analyse.

La technigue MALDI utilise en général un faisceau laser pulsé émettant dans
l'ultraviolet (U.V.) ou linfrarouge (I.R) pour désorber et ioniser un mélange matrice
/échantillon co-cristallisé sur une surface métallique (appelée cible). L'énergie est restituée en
partie et transférée a I'échantillon qui sera alors volatilisé et ionisé par transfert de protons, soit
avant désorption dans la phase solide, soit par collision apres désorption avec la matrice
excitée ou avec d'autres molécules du plasma pour former des ions mono ou dichargés de type
[M+nH]™. Les ions formés sont ensuite accélérés par application d'un champ électrique
intense entre la cible et la premiere lentille électrostatique du spectrometre appelée lentille

d'extraction.

L'analyse en MALDI nécessite une premiére étape de co-cristallisation d'une faible
guantité de I'échantillon avec une grande quantité de matrice, sur une surface métallique
appelée cible généralement en métal inoxydable conducteur et traité en surface de maniére a

étre chimiquement inerte par rapport a I'échantillon.

La matrice va permettre d'isoler les molécules de I'échantillon les unes des autres pour
éviter la formation de complexes de taille trop importante, minimiser la dégradation de
I'échantillon par absorption de I'énergie du faisceau laser incident et améliorer le rendement
d'ionisation. L'énergie transmise par le laser est absorbée par la matrice ce qui provoque son

expansion en phase gazeuse en entrainant les molécules d'échantillon.

La source MALDI utilisée, est couplée a un analyseur en temps de vol (TOF pour "
Time Of Flight") en mode réflecteur, bien adapté a l'ionisation pulsée par désorption laser.
L'analyseur en temps de vol sépaeions en fonction de leur vitesse lorsqu'ils se déplacent
dans un tube de vol. Le mode d'ionisation MALDI génére essentiellement des ions
monochargés pour lesquels l'analyseur TOF offre une gamme de masses théoriquement

illimitée.

44



Matériels et méthodes

L'analyse a été réalisée sur un spectrometre de type UltraFlex Il MALDI-TOF/TOF
(Bruker Daltonics, Bremen, Germany), en mode réflecteur, équipé par une source laser
(Smartbeam ™). L'analyse est effectuée sur une marge de masse allant de 500 m/z a 6000 oL
bien de 3000 a 20000. Un total de 1000 spectres est acquis a chaque spot a une fréequence d
laser de 100Hz. Un logiciel : Flexlmaging ™ 2.1 est utilisé pour I'acquisition des données. Les
standards pour les calibrations spectrales employés sont constitués d'un mélange de peptides
de masse allant de 900 a 3500 Da ou bien d'un mélange de protéines de masse allant 3000:
9000 Da (exprimé en masse sur chargéz). Deux matrices sont employées (absorbant le
rayonnement U.V.), la premiere est une solution a 10 mg/ml d'acide cyano-4-
hydroxycinamique (ACHC) préparé dans un mélange a 30/70 (v/v) d'eau et d'acetonitrile a
0,1% de TFA. La deuxiéme correspond a une solution a 10 mg/ml d'acide sinapinique (AS)
préparée dans un mélange 25/75 (v/v) d'eau et d'acetonitrile & 0,1% de TFA. 1 ul de la matrice
et 1 pl de chaque fraction sont déposés sur la cible. Les échantillons sont séchés avant d'étre
analysés. 1000 tirs au laser sur chaque cible sont généralement accumulés pour produire le
spectre de mass final. Un logiciel de traitement de spectre a permis d'intégrer chaque pic
détecté et de déterminer ainsi les masses correspondantes en mode positif. La précision sur le

masse est de 0,01%.

Figure 5. Photo du spectrometre de masse de type UltraFlex Il MALDI-TOF/TOF (Bruker
Daltonics, Bremen, Germany).
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VII. Tests antimicrobiens
VIl.1. Mise en évidence de l'activité antimicrobienne

La détection de la présence de peptides actifs dans les hydrolysats enzymatiques de
caséines est réalisée selon la méthode de diffusion sur milieu gébosést de l'activité
antimicrobienne sur milieu solide repose sur la diffusion de I'agent antimicrobien au sein de ce

milieu ensemencé avec une souche cible.

Plusieurs souches bactériennes ont été utilisées : 4 souches a Gram-pasilifis
subtilis ATCC 6633 (Rockville, MD, USA), Listeria innocua LMG 11387, Listeria
monocytogeneATCC 3512 (CM/NCTC, UK), Staphylococcus aure@@P 4.83 et 3 souches
a Gram-négatif :Escherichia coliJM 109, Escherichia colDH5a et Escherichia coliCIP
54127.

Une culture de chaque souche a tester dans du bouillon BHI a 37°C (500ul/ 5ml) est
prélevée en phase exponentielle et une suspension dans du bigillerrHinton (MH) est
réalisée pour avoir approximativement 1%06C/ml. Un milieu solide MH est ensemencé par
inondation en introduisant 2 ml de la suspension et élimination de I'exces. Aprés séchage du
milieu sous la hotte microbiologique pendant 20 minutes, 20 pl de I'hydrolysat & tester sont
déposées en spot a la surface de la gélose et laissés diffuser a 4°C pendant 2 H. Apres
Incubation a 37°C pendant 18 a 24 H, l'activité antimicrobienne se traduit par la présence de

zone d’inhibition autour des spots.

VII.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) des

peptides actifs

Le principe de cette méthode est de mettre en évidence l'activité antimicrobienne d'un
peptide vis-a-vis d'une souche cible en milieu liquide. La croissance ou non de la culture
bactérienne en présence d'un peptide est alors comparé a une culture témoin sans peptide
Ainsi, l'absence de croissance bactérienne apres une durée d'incubation (18-24H) refléte
I'activité antimicrobienne de ce peptide. Cette technique est employée pour déterminer la
concentration minimale inhibitrice (CMI) et qui correspond a la plus faible concentration de
I'agent antimicrobien capable d'inhiber la croissance de la souche. La détermination de la CMI
se fait sur microplaques stériles (Costar 3799, corning incorporated, USA). La concentration
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en peptide de départ est fixée a 2mg/ml dans du mNkd) Eensuite une série de dilutions au

un demi sont préparée. Dans chaque puits contenant 190ul du mikgusbnt ajoutés 50 pl

du peptide et 10ul de la souche a tester préalablement diluée dans duMitijepour avoir

une charge bactérienne finale entre 2-8*415C/ml. L'absence de croissance bactérienne est
révélée par mesure de I'absorbance a 630 nm par un lecteur a microplaque (MRX I, Dynex
Technologies, microcicer company) aprés 24H d'incubation a 37°C. L'absorbance des puits
correspondant a des concentrations décroissantes du peptide est comparé a celle des puits d'u
témoin négatif constitué du milieu Mer-Hinton et d'un témoin de culture. La CMI
correspond a la concentration en peptide du dernier puits présentant une absence de
croissance. Deux témoins positifs sont employés ; la tétracycline (T3383, SIGMA) et la nisine
A, 5,2 x 10 Ul/lg (Danisco, Beaminster Dorset, UK), préparée par solubilisation dans le HCI

a 0,01M.

VII.3. Mise en évidence de l'effet bactéricide ou bien bactériostatique des

peptides actifs

La détermination de la CMI est suivie par une mise en évidence d'un effet bactéricide
ou bien bactériostatique du peptide testé. L'effet bactériostatique correspond a une inhibition
de la croissance microbienne sans mort des cellules alors que I'effet bactéricide correspond a
une mortalité cellulaire. Cet effet est déterminé par dénombrement des cellules bactériennes
dans les puits correspondant a la CMI. A partir de ces derniers 100 pl du milieu est prélevé et
un dénombrement en surface est réalisé sur du milieu LB a 0,5% de glucose. Un
dénombrement des puits correspondant au témoin de culture est également réalisé de la méme
fagcon apres une série de dilution dans des tubes de milieu tryptone-sel a 900uL. Une
comparaison entre le nombre de colonies en UFC/ml déterminé dans les puits correspondant a
la CMI et celui du témoin de culture permet de déterminer le pourcentage de mortalité des

cellules bactériennes d'aprés la formule suivante :

téimoin de culture” P puits CMI

% Mortalité = x 100

P témoin de culture

P t¢moin de cuure= POpPUlation du témoin de culture
apres 24H d'incubation & 37°C
P ouits comi = population des puits correspondant a la CMI
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RESULTATS ET DISCUSSIONS
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|. Obtention et caractérisation de peptides antimicrobiens issus de la

protéolyse de caseéine bovine

Il est de plus en plus montré que I'hydrolyse enzymatique des caséines (essentiellement
par des enzymes digestives ou microbiennes) génere des peptides a activité biologique (Clare
et Swaisgood, 2000Korhonen et Pihlanto, 2003; Yamamoto, Ejiri et Mizuno, 2003).

A c6té des différents peptides antimicrobiens issus de I'hydrolyse enzymatique des
caseéines, plusieurs peptides a activité anti-hypertensive ont été identifiés, ces derniers sont
libérés, principalement, de la caséinled¥ine et humaine et des caséinges@es peptides sont
libérés sous l'action combinée des protéases digestives (Maruyama and Suzuki, 1985 ;
Yamamoto et coll., 2003 ; Haque et Chand, 2008).

L’hydrolyse enzymatique des caséines libére également des peptides opiacés, tels que,
les fragments (60-66) de la caséfhédovine @-casomorphines), (90-96) de la caséisget
(51-57) pour la caséingg humaine (Severin et WenshuR005; Meisel, 2005). Les
phosphopeptides, caractérisés par un haut pouvoir de séquestration des minéraux et doués
d'activité de transfert d'oligoéléments, sont générés, essentiellement, par hydrolyse trypsique
des caséiness (la séquence 43-79 de la caseisg et (recouvrant la séquence 1-25) (Clare
and Swaisgood, 2000

Des peptides localisés dans le segment N-terminal du caseinoglyco-macropeptide
(extrémité C-terminale 106-169 de la casétjieont montré une activité anti-thrombotique.
Parmi ces peptides, ceux libérés sous l'action de la trypsine (Jolles et coll., 1986). Les caséines
sont également source de peptides a activité immuno-modulatrice, telles que les séquences
issues de la caséifichumaine (séquence 54-59) et bovine (séquence @3-681-193) et de

la caséineis; bovine (Coste et Tomé, 1991).

L'objectif de cette partie de I'étude est la recherche de peptides a activité
antimicrobienne par hydrolyse aux protéases digestives des caséines bovines, I'étude de la
possibilité de séparation de peptides actifs afin d’obtenir des solutions enrichies en peptides
d’intérét et en outre, I'étude du mécanisme d’action des protéases digestives sur la caséine

bovine.
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|.1.Comportement a la protéolyse de la caséine bovine

[.1.1. Hydrolyse pepsique

Afin de déterminer les meilleures conditions permettant I'obtention des peptides
antimicrobiens par hydrolyse pepsique de caséine, I'hydrolyse a été menée sur une solution de
caséine bovine a 5% (p/v), ajustée a pH 2,5 et maintenue a 37°C. Des prélevements d’'une
partie aliquote d’hydrolysat sont effectués a des temps réguliers et I'activité antimicrobienne

est recherchée.

Le rapport enzyme sur substrat (E/S) appliqué pour la cinétique d'hydrolyse pepsique
est choisi suite a 'examen des profils HPLC des hydrolysats obtenus en appliquant différents
rapports E/S. Le rapport a maintenir correspond a la plus faible quantité en enzyme pour
laquelle il y a disparition totale du substrat au bout de 24 H d'hydrolyse (figure 1). Ainsi, le
rapport maintenu était de E/S = 1/100. Bien que, a des quantités en enzyme plus faibles il y a
eégalement une hydrolyse assez poussée du substrat. Toutefois, la vitesse d'’hydrolyse pour des

intervalles d'hydrolyse plus cours peut étre plus faible.

En outre, afin de suivre I'évolution de I'hydrolyse et étudier le mécanisme d’action de
la pepsine sur la caséine bovine, les échantillons d’hydrolysats prélevés sont analysés en RP-
HPLC selon les conditions décrites précédemment. La figure 2 montre les chromatogrammes
de I'hydrolyse pepsique de la caséine bovine en fonction du temps d’hydrolyse obtenu pour un
rapport E/S de 1/100.

L’examen des profils obtenus indique I'apparition dés le début de I'hydrolyse (2,5min)
de plusieurs fragments de grande taille, avec des temps d’élution proches de ceux du substrat
initial. Au fur et & mesure de I'évolution de I'hydrolyse, le taux de ces fragments diminue en
faveurs de celui des peptides de faible taille, qui apparaissent en faible quantité au début des
chromatogrammes et continuent d’augmenter de concentration au cours de I'hydrolyse. Cette
évolution se produit tandis qu’une partie du substrat demeure intacte. Cela suggere que la
pepsine agit sur la caséine selon un mécanisme dit «one by one» et qui caractérise les réaction:
enzymatique ou la protéine est dégradée immédiatement en peptides de petites tailles, aucune
guantité appréciable de peptides intermédiaire n’est présente et le mélange réactionnel est
constitué essentiellement de substrat intact et de produit finaux de petite taille. Cela signifie

que la protéase dégrade une molécule de protéine a la fois. Ce mécanisme a été propose pou
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la premiére fois par Linderstrom-lang, en 1952, pour décrire l'action de la pepsine sur
I’'hnémoglobine a son état globulaire native. Par contre, lorsque la structure globulaire de
I’'hémoglobine est préalablement dénaturée, I'action de la pepsine suit un mécanisme appelé
« zipper » par Linderstrom-lang. Ce mécanisme suppose une conversion rapide de la protéine
en produits de dégradation intermédiaires suivie par un clivage progressif (par étapes) des
intermédiaires formés en peptides de plus petite taille (Vaintraub et Lapteva, 1994).

Cependant, dans le cas de 'action de la pepsine sur la caséine, la disparition progressive
du substrat et I'apparition €également de peptides intermédiaires des le début de I'hydrolyse,
caractéristique du mécanisme zipper, indigue que l'action de la pepsine sur la caséine suit
plutdt un mécanisme intermédiaire entre les deux décris (Choisnard et coll., 2002 ; Srividhya
et Schnell, 2006). En outre, I'apparition de peptides intermédiaires au début de I'hydrolyse, en
parallele a la dégradation progressive du substrat, est montrée sur le gel d’électrophorese en
SDS-PAGE (a 15% de polyacrylamide) (figure 3). Ce mécanisme d’action intermédiaire, peut
étre expliqué, pour la caséine, par sa structure native non globulaire et ouverte due
principalement a la présence de plusieurs résidus prolines qui interrompent la structure
secondaire et entraine ainsi la formation d’'une structure tertiaire ouverte avec une flexibilité
conformationnelle plus grande que celle des protéines globulaires (Guo et coll., 1995). Cela
offre une abondance des liaisons accessibles a I'enzyme qui favorise une action plus rapide de

la pepsine.

Toutefois, la présence de certaines zones hydrophobes dans les chaines peptidiques
induit des interactions entre ces dernieres qui sont a I'origine d’obstacle stérique a I'action de
la protéase et I'inaccessibilité de certains sites d’action. Cet effet est connu par le masquage
des sites d’action et qui représente un facteur limitant de la protéolyse. En effet, certains
auteurs ont étudié la possibilité de la présence d’'une étape de démasquage de ces sites, qu
précede I'étape d’hydrolyse et qui est initiée par la scission de certaines chaines peptidiques
principales dont la conformation compact est initialement stabilisée par des interactions entre

les régions hydrophobes des chaines peptidiques (Vorobev et coll., 2009 ; 2011).

En outre, selon Qi et coll. (2007) la caséine en solution se présente dans un état
d’équilibre entre monomeres et agrégats avec un ratio de 2,5: 2,0. Et lors de I'hydrolyse
pepsique a pH 2,0, notamment au début de I'hydrolyse (les premiéres 30 minutes), ces auteurs

ont remarqué une diminution de la concentration de ces agrégats mais une augmentation de
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leur taille et une réduction dans la répulsion intermoléculaire. Ce qui suggeére la formation de

nouvelles interactions hydrophobes suite a une hydrolyse limitée.

Comme indiqué ci-dessus, le mécanisme réactionnel, pour le méme couple enzyme-
substrat, peut passer du mécanisme « one by one » au mécanisme « zipper » en modifiant la
structure native de la protéine par I'emploi d’agents dissociants et dont le choix dépend de la
nature des interactions intervenants dans la structure tertiaire de la protéine (I'urée pour les
liaisons hydrogenes, SDS pour les interactions hydrophobes...). Cela permet d'orienter
I'hydrolyse dans un sens favorable pour I'obtention de peptides d’intérét qui peuvent étre des
peptides intermédiaires ou bien des produits finaux. Le mécanisme zipper est favorable pour
'obtention de peptides intermédiaires alors que le mécanisme «one by one » donne
directement des peptides finaux. En outre la production d’'un peptide donné peut étre plus
importante par un mécanisme par rapport a I'autre (Choisnard et coll., 2002 ; Daoud et coll.,
2005).

Par ailleurs, I'évolution de I'hydrolyse pepsique de la caséine a été suivie par mesure
du degré d’hydrolyse (DH) par la méthode OPA et qui exprime le taux de liaisons peptidiques
rompues par rapport au nombre total des liaisons. La figure 4 montre I'évolution du DH au
bout de 6H d’hydrolyse.

Le suivie de I'évolution du DH renseigne sur la vitesse avec laquelle 'enzyme dégrade
le substrat. En effet, le DH passe de 1,64 % a 2,5 min d’hydrolyse a 5,79 % a 6H d’hydrolyse.
Toutefois nous avons noté une vitesse moyenne d’hydrolyse (exprimée par la variation du DH
en fonction du temps) de 0,15 % par minute durant la premiere heure d’hydrolyse. A partir de
ce point, la vitesse d’hydrolyse tend & s’annuler et le DH atteint un taux maximal qui tend vers
une valeur constante. En effet, jusqu’a 6 H d’hydrolyse, la mesure du DH donne des valeurs
tres rapprochées avec des différences non significatives (valeurs comprises dans le méme

intervalle d’écart type).
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Figure 1. Profils HPLC (a et b) des hydrolysats de 24 H de la caséine bovine obtenus a différentes rapports (E/S) par la pepsin
pH 2,5 et a 37°C, (L'intervalle de temps de I'élution du substrat est délimité par une accolade).
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kDa MT TO 1 3 3 4 5 6 q 8
Figure 3. Profil électrophorétique sur SDS-PAGE a 15% de la cinétique d'hydrolyse pepsique

de la caséine bovine (E/S =1/100) (MT : marqueur de taille, TO: 0 min, 1:2,5min, 2 : 5 min,
3:10min, 4:15min,5:30 min, 6 : 45 min, 7 :1 H, 8 :2 H).
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Figure 4. Evolution, en fonction du temps, du degré d'hydrolyse (DH) de la caséine bovine
sous l'action de la pepsine (E/S=1/100).
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[.1.2. Hydrolyse trypsique

L’hydrolyse trypsique de la caséine bovine a été effectuée a pH 7,8 (tampon phosphate,
50 mM), a 37°C et a 1/100 de rapport E/S. Ce dernier est choisi par examen des profils RP-
HPLC des hydrolysats de 24H obtenus pour différents rapports E/S (figure 5).

Une cinétigue d’hydrolyse trypsique est réalisée en effectuant des prélevements a des
temps réguliers. Les hydrolysats obtenus sont analysés en RP-HPLC. La figure 6 montre les
chromatogrammes de I'hydrolyse trypsique de la caséine bovine en fonction du temps

d'hydrolyse.

Contrairement a ce qui a été observé pour I'hydrolyse pepsique de la caséine bovine,
I'action de la trypsine se caractérise par I'apparition de peptides finaux (temps d’élution entre
10 et 40 min) dés les premiers temps d’hydrolyse (2,5 min). Ces peptides sont reconnus
comme des produits finaux du fait que leurs fractions d’élution ne disparaissent pas durant
I'hydrolyse mais, plutét, les airs correspondant augmentent. Ces peptides apparaissent en

présence également de peptides intermédiaires et d’une quantité résiduelle du substrat.

Cependant, il semble qu’une fraction caséinique persiste a I'action de la trypsine (de 75
min de temps d’élution). Cette fraction est observée, également apres 24 H d’hydrolyse pour
des rapports E/S plus grands (1/250, 1/750 1/1000) (figure 5). Cette fraction est, également,

observée sur le profil électrophorétique sur SDS-PAGE de la cinétique d’hydrolyse (figure 7).

Sous I'action de la trypsine, le DH passe de 2,06 % a 2,5 min d’hydrolyse a 8,27 % a 6
H d’hydrolyse (figure 8) avec une vitesse moyenne (exprimée par la variation du DH en
fonction du temps) de 0,22 % par minute durant les 30 premiéres minutes d’hydrolyse. Par la
suite la vitesse moyenne diminue pour atteindre une valeur de 0,022 %/min entre 30 min et 2
H d’hydrolyse. A partir de ce point, la vitesse d’hydrolyse tend a s’annuler (les valeurs du DH

notées jusqu’a 6 H sont dans le méme intervalle d’écart type).
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Figure 7. Profil électrophorétigue sur SDS-PAGE (a 15%) de la cinétique d'hydrolyse

trypsique de la caséine bovine (E/S=1/100), (MT : marqueur de taille, TO : O min, 1:2,5min,
2:5min,3:10min, 4 :15min,5:30min,6:45min,7:1H,8:2H,9:3H,10:4H,11:5
H, 12 : 6H,13 : 24 H).
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Figure 8. Evolution, en fonction du temps, du degré d'hydrolyse (DH) de la caséine bovine
sous I'action de la trypsine (E/S = 1/100).
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[.1.3. Hydrolyse chymotrypsique

L'hydrolyse chymotrypsique de la caséine bovine est réalisée dans les mémes
conditions indiquées pour la trypsine. L'’examen des profils HPLC des hydrolysats de 24
heures, obtenus a différents rapports (E/S) indique I'absence de quantité résiduelle du substrat
pour les différents rapports E/S testés (figure 9). Ainsi, le rapport maintenu était de E/S =

1/250 pour I'étude de la cinétique d’hydrolyse.

La figure 10 montre les profils HPLC des protéolysats chymotrypsiques de la caséine
bovine obtenus a différents intervalles de temps d'hydrolyse. L'action de la chymotrypsine sur
les caséines bovines se traduit par une dégradation progressive du substrat en peptides
intermédiaires qui donnent a leur tour des peptides finaux (temps d’élution entre 20 min et
45min). Cependant, ces peptides apparaissent en faible quantité durant les premiers temps
d’hydrolyse (de 2,5 min a 30 min d’hydrolyse), contrairement a ce qui a été observé pour la
trypsine. Mais leurs concentrations augmentent au fur et a mesure de I'évolution de
I'hydrolyse. La dégradation progressive de la caséine bovine par la chymotrypsine est
observée, également, sur les profils électrophorétiques sur SDS-PAGE obtenus pour la méme

cinétique (figure 11).

Le DH de la caséine bovine sous l'action de la chymotrypsine passe de 1,19 % a 2,5
min d’hydrolyse a 7,03 % a 6 H d’hydrolyse (figure 12). L’hydrolyse se produit a une vitesse
moyenne de 0,18% par minute durant les 30 premieres minutes d’hydrolyse. Par la suite la
vitesse diminue pour atteindre une valeur de 0,021%/ min entre 30 min d’hydrolyse et 2 H
d’hydrolyse. A partir de ce point, la différence dans le DH est considérée comme non

significative du fait que les valeurs notées sont dans le méme intervalle d’écart type.

En comparant I'action des trois enzymes étudiées sur les caséines bovines, en fonction
de la vitesse d’apparition des peptides finaux, nous pouvons constater que c’est la pepsine qui
montre la vitesse d’hydrolyse la plus faible (apparition de peptides finaux de temps d’élution
inférieur a 40 min a partir de 3 H d’hydrolyse) suivie par la chymotrypsine (temps d’élution
inférieur a 40 min a partir de 1 H d’hydrolyse). Alors que la trypsine a montré la vitesse la
plus élevée (inférieur a 40 min des peptides finaux, dées les premiers temps d’hydrolyse ; 2,5
min). Toutefois, il semble que I'action de la chymotrypsine et de trypsine sur la caséine bovine
suit également un mécanisme intermédiaire entre le mécanisme « one by one » et zipper,
(Choisnard et coll., 2002 ; Srividhya et Schnell, 2006).
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Figure 11. Profil électrophorétique sur SDS-PAGE (a 15%) de la cinétique d'hydrolyse
chymotrypsique de la caséine bovine (E/S=1/250) (1 : 2,5min, 2 : 5 min, 3 : 10 min, 4 : 15
min, 5:30min, 6:45min, 7:1H, 8:2H).
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Figure 12. Evolution, en fonction du temps, du degré d'hydrolyse (DH) de la caséine bovine
sous l'action de la chymotrypsine (E/S = 1/250).
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I.2. Mise en évidence de peptides a activité antimicrobienne dans les

hydrolysats de caséines bovines

L’activité antimicrobienne est recherchée dans les différents hydrolysats de caséine
bovine préparés sous l'action des trois protéases employées. L'activité est mise en évidence
selon la méthode de diffusion sur milieu gélosé. Les hydrolysats sont testéScaminhes a
Gram-positif ; Bacillus subtilis ATCC 6633, Listeria innocua LMG 11387, Listeria.
monocytogene8TCC 3512, Staphylococcus aure@P 4.83,Bacilluscereuset 3 souches a
Gram-négatif :Escherichia coliJM 109, Escherichia colDH5a et Escherichia. coliCIP
54127.

L’activité antimicrobienne a été observée pour lgdrblysats pepsiques de la caséine
bovine. En effet, En premier lieu, I'activité a été recherchée dans les hydrolysats obtenus a
différentes intervalles de temps d’hydrolyse pour les rapports E/S maintenus pour chaque
enzyme. Cependant, les hydrolysats trypsiques et chymotrypsiques de la caséine bovine n’ont
montré aucune activité sur les différentes souches testées. De ce fait, d’autres cinétiques
d’hydrolyse pour les différents rapports E/S ont été réalisés pour ces deux protéases (E/S de
1/1000, 1/750, 1/250, 1/100, 1/50, 1/20 a 1/10, p/p). Les hydrolysats prélevés a différentes
intervalles de temps sont testés contre les souches cibles. Cependant, aucune activité
antimicrobienne n’a pu étre démontrée. Ainsi, sous les conditions d’hydrolyses imposeées,

seule I'action de la pepsine a pu générer des peptides antimicrobiens.

En effet, plusieurs études indiquent la possibilité de générer des peptides
antimicrobiens par hydrolyse pepsique de caséines bo{Rezso et Visser, 1999 Mc Cann
et coll.,, 2006). Des zones d'inhibition nettes sont observées pour les hydrolysats obtenus a
partir de 15 min d'hydrolyses. Ainsi, afin de pouvoir isoler les peptides actifs et ses
précurseurs, l'analyse a été réalisée sur I'hydrolysat de 30 min qui a montré une activité
antimicrobienne contre cing souches testées (Figure 13). Afin de séparer les peptides actifs,
I'nydrolysat correspondant a 30 min d’hydrolyse a été fractionné sur RP-HPLC en colonne C18
préparative. Les fractions de 1 min d'intervalle ont été collectées et séchées afin de rechercher
I'activité antimicrobienne. Trois fractions ont montré une activité cobhtrénnocua.et

correspondent a des temps d’élution de 61, 66, et 69 min (Figure 14).
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Tableau 1. Activité antibactérienne des hydrolysats peptiques de la caséine bovine, test
d’activité antibactérienne réalisé selon la méthode de diffusion sur milieu solide

Hydrolysats Souches cibles
L. innocua B.subtilis L.monocytogeéne S.aureus E.coli CIP E.coli E.coli
LMG ATCC ATCC CIP4.83 54127 JM109 DH5a
11387 6633 3512
TO — — — — — — —
2.5 min — — — — — — —
5 min — — — — — — _
10 min — - - _ + _ _
15 min + — + — + + _
30 min + + + - + + —
45 min + + + — + + -
1H + + + - + + +
2H + + + - + + +
3H + + + — + + +
4 H + — + - + + +
5H + — + _ + + +
6H + —~ + - + + +
24 H + — + - + + +

Note : + : présence de zone d’'inhibition, — : absence de zone d’inhibition.

Figure 13. Photos montrant les zones d’inhibitmstenues sur la souckecoli IM109 des
hydrolysats pepsiques de la caséine bovine.
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Figure 14. Profil HPLC de I'hydrolysat de caséine bovine obtenu a 30 min d'hydrolyse
pepsique, (les fractions actives sont indiquées en noire).

\

|.3. Séparation des peptides antimicrobiens a partir d'hydrolysat de la
caseéine bovine par précipitation sous l'effet de la force ionique et du pH

L'hydrolysat total renferme a cbte des peptides actifs un grand nombre de peptides sans
activité antimicrobienne. Ainsi, dans le but de séparer les peptides actifs de cet hydrolysat
hétérogéne, ces derniers sont précipités sous l'effet de la force ionique par addition de sel
(NaCl) tout en maintenant le pH de I'hydrolysat traité dans la zone de neutralité. Cependant,
sous ces conditions différents peptides inactifs sont également précipités. De ce fait, une autre
étape de resolubilisation a pH bas était nécessaire pour séparer les peptides actifs. Ces dernier
sont récupérés apres 1H d'agitation a 4°C par centrifugation a 10000xg. L'étude a été realisée
pour des taux en sel allant de 0,5 a 2 M. Les profils HPLC des préparations obtenues sont
donnés par la figure 15. Les profils chromatographiques des solutions obtenues a différents
taux de sel indiquent la présence de pics montrant des temps d'élution qui coincident avec ceux
des fractions actives déja séparés et collectées sur I'hydrolysat total entre 60 et 69 min
d'élution. Ces profils montrent la présence de trois fractions majoritaires avec des temps de

d’élution de 61, 66 et 69 min respectivement. Toutefois, le taux de ces fractions varie en
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fonction de la force ionique appliquée notamment pour les fractions de 66 min et 69 min de
temps d’élution. Afin d'identifier les peptides précipités, les différentes fractions d'un extrait
obtenu a 2M de sel (numérotées de 1 a 18 sur le chromatogramme, figure 16) ont été
collectées par RP-HPLC sur ungg(réparative. L'activité antimicrobienne des fractions
collectées a été déterminée en premier lielLsumnocua.Par la suite d'autres souches ont été
testées sur les fractions qui ont montré des zones d'inhibition clairds surocua. Les
résultats obtenus sont présentés dans le tableau 2. Toutes les fractions collectées ont été par |

suite analysées par spectrométrie de masse.

La précipitation des peptides présents dans ces fractions est influencée également par le
pH. En comparant les profils chromatographiques obtenus a différents pH (5, 3,5, 4,5, 5,5, 6,5,
7,5) de précipitation pour un taux de sel maintenu a 2 M, nous pouvons remarquer l'apparition

progressive de ces derniers au fur et & mesure de l'augmentation du pH (Figure 17).

L'activité antimicrobienne des solutions obtenus est déterminée sur deux sauches ;
innocua etkE.coli IM109. L'activité n'a pas été observée pour les solutions obtenues a pH 3,5
et 4,5. Alors gu'elle semble apparaitre progressivement a partir du pH 5,5 a pH 7,5 (Figure 18).
Cela indique que la précipitation des peptides actifs se produit sous l'effet de la force ionique
et a pH neutre alors qu'a des pH plus bas se sont d'autres peptides non actifs qui précipitent.

En outre, la récupération des peptides actifs aprés précipitation, selon la méthode
appliguée, se fait par abaissement du pH a des valeurs inférieures a 2,0. Cela confirme que ces
derniers sont plus solubles a pH bas gqu'a des pH proches de la neutralité. Notamment, pour la
fraction de 61 min et de 66 min d’élution pour lesquelles nous observons une apparition
progressive des fractions correspondantes, sur les profils HPLC, au fur et a mesure de
l'augmentation du pH de précipitation. Cette apparition est accompagnée par une détection de
I'activité antimicrobienne qui se traduit par des zones d'inhibition plus nette pour ces
préparations (figure 18). Par ailleurs, que la solubilité de ces peptides antimicrobiens a des
valeurs de pH bas est évoquée par Mc Cann et coll. (2005). Ces derniers indiquent que la
centrifugation de I'hydrolysat brut de caséines a pH 3,0 permet d’obtenir une solution plus

claire tout en maintenant I'activité antimicrobienne.
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Figure 15. Profil HPLC des peptides antimicrobiens précipités a différentes forces ioniques
exprimé en molarité de NaCl ajouté a I'nydrolysat, pH maintenu a 7,5.
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Figure 16. Profil HPLC de l'extrait peptidique issu de I'hydrolysat pepsique a 30min de la
caséine bovine par précipitation a 2M de NaCl et a pH 7,5.

Tableau 2. Activité antibactérienne des fractions peptidiques collectées sur HPLC a partir de
I'extrait peptidique

Fraction® Diametre d’inhibition (mm)

L. innocua E.coliJM109  S.aureu<lIP B.subtilis

LMG1138 4,83 ATCC6633
Fraction 4 5 — — —
Fraction 10 5 5 — —
Fraction 13 8 8 — 7
Fraction 14 10 8 — 7
Fraction 15 11 11 8 11
Fraction 17 11 11 8 11

Note :? fait référence aux fractions du profil HPLC dans la Figure—7,absence de zone
d'inhibition.
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Figure 17. Profil HPLC des peptides antimicrobiens précipités a différents pH de I'hydrolysat

pepsique de la caséine bovine.
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(a) (b)

Figure 18. Photos montrant les zones d'inhibition observéesEstoli JIM109 (@) et L.
innocua b) des solutions obtenues par précipitation a différents pH de I'hydrolysat pepsique
de la caséine bovine.

l.4. Identification et caractérisation des peptides actifs issus de la caséine

bovine par spectrométrie de masse

Les fractions peptidiques collectées sur I'extrait peptidique obtenu par précipitation ont
été analysées en LC/MS et en MALDI-TOF. Les résultats obtenus, indiquent la présence de
plusieurs peptides dans chaque fraction, excepté la fraction 15 qui contenait un seul peptide.
Ainsi, ces fractions ont subi une purification supplémentaire sur RP-HPLC. Les sous fractions
obtenues sont testées a nouveau afin d'identifier celles responsables de [l'activité

antimicrobienne et analysées en LC/MS et en MALDI-TOF.

Lidentification des peptides est réalisée en comparant les masses obtenues en
spectrométrie de masse a celles des peptides théoriquement générés sous I'action de la pepsin
sur les différentes fractions de la caséine bovine. Cela est effectué en traitant les données sur le
serveur EXPASy (de l'anglais Expert Protein Analysis System) de [Institut suisse de
bioinformatique §IB) (www.expasy.org).Ce serveur donne accés a des bases de données
scientifiques et des logiciels dans les différents domaines des sciences de la vie.
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La recherche a été réalisée sur les différentes fractions de la caséine bovine en
précisant les conditions de I'hydrolyse (pH > 2,5), le type de protéase utilisée (pepsine A) et
que les masses traitées sont des mono-isotopiques. Les résultats obtenus sont donnés dans |

tableau 3.

L'ensemble des peptides actifs identifiés correspondent principalement a des fragments
générés de I'hydrolyse de la caséigeet de la caséines;. L'analyse de masse en LC/MS
indique que la fraction 15 est pure et renferme un seul peptide de masse moléculaire égale a
5254 Da (figure 19). La pureté de cette fraction est confirmée par I'analyse en MALDI-TOF
(Figure 20 E). Ce peptide est identifié comme étant le fragmg(itcd-207).

La fraction 4 renferme deux fragments majoritaires de masse moléculaire égale a 2012
et 2348 Da (Figure 20 A). Le premier correspond au peptid@64-179) reporté par Recio et
Visser (1999). Le second correspond au résig{148-166). L'activité antimicrobienne de la
fraction 10-1 est due a la présence de deux peptides de masse égale a 3459 et 3115 Da.
correspondant, respectivement, aux résidus (180-207) et (183-207) de la aasbméne
(figure 20 B). La fraction 13-1 inclue quatre fragments majoritaires de masses ; 5430, 4921,
4463,5 et 4080,8 Da., correspondant, respectivement, aux peptides (131-174), (153-196), (99-
137) de la caséines; et au peptide (20-55) de la caséimg (Figure 20 C). L'activité
antimicrobienne de ces peptides n'est pas reportée dans la littérature, & notre connaissance
Trois fragments majoritaires sont présents dans la fraction 14-1, celles avec les masses égale &
5470 et 3793 correspond aux peptide$l41-147) etns1(161-195) alors que celui possédant
une masse moléculaire de 3957 Da correspond au fragg@mez207) (Figure 20 D).

La fraction 17-1 est caractérisée par la présence de peptides présentant des poids
moléculaires élevés. Ces fragments de masse égale a 7562, 7415, 7185, 5714 Da sont
identifiés comme étant des peptides (99-163/100-164), (114-176) (115-174), (126-184), (28-
90) et (138-184) de la caseing (figure 20 F). Le peptidde masse égale a 6714 correspond
aux fragments (9-68/70-126) de la casémg Ces fractions ont montré une activité

antimicrobienne vis-a-vis de bactéries a Gram-positive et Gram-négative (Tableau 2).

Les peptides contenus dans les différentes fractions de I'extrait peptidiques sont
données dans le tableau 3. La figure 21 montre une représentation de ces peptides sur la
séquence de la caseéins, et celle de la caséine, Les spectres de masse des fractions

inactives sont donnés en Annexes 2.
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Figure 19. Spectre de masse du peptigdl64-207) analysé en LC/MS, (ESI/Q).
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Figure 20. Spectres de masse des fractions 4, 10, 13, 14, 15 et 17 collectées sur HPLC a partir
de I'extrait peptidique et analysées par MALDI-TOF.
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Tableau 3. Masse moléculaire et séquence en acides amines des peptides contenus dans
I'extrait peptidique de I'hydrolysat pepsique de la casé€ine bovine

Fraction® masse (Da) Position de Séquence
la séquencd
Fraction 1 1878.043 a; 1-16 RPKHPIKHQGLPQEVL
0sp 149-163 KKTKLTEEEKNRLNF
1219,59 // //
2348,88 Qg 27-47 PFPEVFGKEKVNELSKDIGSE

05,82-99  LNEINQFYQKFPQYLQYL
B172-193  FPPQSVLSLSQSKVLPVPQKAV
Kk 47-67 PVALINNQFLPYPYYAKPAAV

Fractrion 2 1198,02 a,; 60-70 MEAESISSSEE
0g212-21 ESIISQETYK
0s;166-174  KISQRYQKF
B 93-103 TQTPVVVPPFL
K 67-76 VRSPAQILQW

2124,24 ag;21-38 LRFFVAPFPEVFGKEKVN
0 91-107  YLGYLEQLLRLKKYKVP
0s2164-180  LKKISQRYQKFALPQYL
B 32-49 SSSEESITRINKKIEKFQ,

Fraction 3 1386.48 ogp 137-148 KTVDMESTEVFT
Fraction 4 2012.20 o, 164-179 LNFLKKISQRYQKFALPQY
2348.58 o, 148-166 TKKTKLTEEEKNRLNFLKK
Fraction 5 8264 as; 123-194 MKEGIHAQQKEPMIGVNQELAYFYPELFRQFYQLDAYPSGAWYYVPLGTQY

TDAPSFSDIPNPIGSENSEKT

as; 17-89 NENLLRFFVAPFPEVFGKEKVNELSKDIGSESTEDQAMEDIKQMEAESISSSEE
IVPNSVEQKHIQKEDVPSE

as; 119-187 ITPTLNREQLSTSEENSKKTVDMESTEVFTKKTKLTEEEKNRLNFLKKISQRYQK

FALPQYLKTVYQHQ
1177.39 asp 123-132 LNREQLSTSE
3004,8 as;91-115  YLGYLEQLLRLKKYKVPQLEIVPNS
0s; 162-185 NFLKKISQRYQKFALPQYLKTVYQ
Fraction 6 2354.88 as; 99-118  LRLKKYKVPQLEIVPNSAEE
os; 145-163 EVFTKKTKLTEEEKNRLNF
1499.74 as; 135-147 SEENSKKTVDMESTEVF
Fraction 7 1499.997 as; 135-147 SEENSKKTVDMESTEVF
Fraction 8 3131,71 as; 5-31 PIKHQGLPQEVLNENLLRFFVAPFPEV

05;115-142 NAVPITPTLNREQLSTSEENSKKTVDME

B 89-117  |pPLTQTPVVVPPFLQPEVMGVSKVKEAM

Kk 58-85 YPYYAKPAAVRSPAQILQWQVLSNTVPA
3024,97 05,36-62  KVNELSKDIGSESTEDQAMEDIKQMEA

05,180-204 LKTVYQHQKAMKPWIQPKTKVIPYV

05,158-181  KNRLNFLKKISQRYQKFALPQYLK

B 179-205  SLSQSKVLPVPQKAVPYPQRDMPIQAF

K 16-40 RFFSDKIAKYIPIQYVLSRYPSYGL
6221,59 // //
Fraction 9 3345 as; 101-129 LKKYKVPQLEIVPNSAEERLHSMKEGIHA
2124.32 as, 164-180 LKKISQRYQKFALPQYL
3115 as, 183-207 VYQHQKAMKPWIQPKTKVIPYVRYL
3074.56 as; 90-114  NQELAYFYPELFRQFYQLDAYPSGAW
3130 ag, 139-164 VDMESTEVFTKKTKLTEEEKNRLNFL
Fraction 10-1 3458.86 o, 180-207 LKTVYQHQKAMKPWIQPKTKVIPYVRYL
3115.44 o, 183-207 VYQHQKAMKPWIQPKTKVIPYVRYL
Fraction 11 3622,992 // //
3230,608 // //
Fraction 12 3848,72 ag, 53-87 SIGSSSESAEVATEEVKITVDDKH

0s;114-146  NSAEERLHSMKEGIHAQQKEPMIGVNQELAYFY
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4220,81 as; 115-150 SAEERLHSMKEGIHAQQKEPMIGVNQELAYFYPELF
Fraction 13-1 5340.01 o, 131-174 SEENSKKTVDMESTEVFTKKTKLTEEEKNRLNFLKKISQRYQKF
4921.11 a,;153-196 FYQLDAYPSGAWYYVPLGTQYTDAPSFSDIPNPIGSENSEKTTM
4463.52 o, 99-137  LYQGPIVLNPWDQVKRNAVPITPTLNREQLSTSEENSKK
4086.87 o, 62-95  AEVATEEVKITVDDKHYQKALNEINQFYQKFPQYL
a,; 20-55 LLRFFVAPFPEVFGKEKVNELSKDIGSESTEDQAME
Fraction 13-2 2763 // //
2575 A 121-143  HSMKEGIHAQQKEPMIGVNQELA
a,,18-39 ETYKQEKNMAINPSKENLCSTF
1881 a,;88-102  SERYLGYLEQLLRLK
2734 0 100-122  LKKYKVPQLEIVPNSAEERLHS
1725 / /
2154 ag; 54-72 MEDIKQMEAESISSSEEIV
A, 159-175  NRLNFLKKISQRYQKFA
2521 / /
2265,33 ag; 128-146  HAQQKEPMIGVNQELAYFY
a, 17-35 QETYKQEKNMAINPSKENL
1530,9 ag 95-106  LEQLLRLKKYKV
ag, 78-89  YQKALNEINQFY
Fraction 14-1 5470.38 o,;141-187 LRFFVAPFPEVFGKEKVNELSKDIGSESTEDQAMESFSDIPNPIG
3957.73 o, 176-207 LPQYLKTVYQHQKAMKPWIQPKTKVIPYVRYL
3792.79 a,;161-195 SKDIGSESTEDQAMESFSDIPNPIGSENSEKTT
Fraction 14-2 568,27 0, 178-182  SFSDI
ag; 22-25 RFFV
A, 51-55 EYSIG
B 87-91 QNIPP
B 187-191  PVPQK
k 103-107  LSFMA
1060,29 // //
524,28 // //
Fraction 15 5452.92 o, 164-207 LKKISQRYQKFALPQYLKTVYQHQKAMKPWIQPKTKVIPYVRYL
Fraction 16 656 as, 171-175 YQKFA
1919 as; 168-185 PLGTQYTDAPSFSDIPNP
4770 as, 77-114 HYQKALNEINQFYQKFPQYLQYLYQGPIVLNPWDQVKR
4757.74 as; 88-127  SERYLGYLEQLLRLKKYKVPQLEIVPNSAEERLHSMKEGI
5086.0 as;119-160 RLHSMKEGIHAQQKEPMIGVNQELAYFYPELFRQFYQLDAYP
5604,0 as; 90-136  RYLGYLEQLLRLKKYKVPQLEIVPNSAEERLHSMKEGIHAQQKEPMI
Fraction 17-1 7561.84 0,,99-163  LYQGPIVLNPWDQVKRNAVPITPTLNREQLSTSEENSKKTVDMESTEVFTK
KKLTEEEKNRLNF
7414.99 0,,114-176 RNAVPITPTLNREQLSTSEENSKKTVDMESTEVFTKKTKLTEEEKNRLNFLKKI
SQRYQKFAL
7184.81 a,, 28-90  INPSKENLCSTFCKEVVRNANEEEYSIGSSSEESAEVATEEVKITVDDKHYQK
ALNEINQFY
o, 9-72 QGLPQEVLNENLLRFFVAPFPEVFGKEKVNELSKDIGSESTEDQAMEDIKQ
MEAESISSSEEIV
6714.15 a,;9-68 SSEESIISQETYKQEKNMAINPSKENLCSTFCKEVVRNANEEEYSIGSSSEESA
EVATEE
0,;70-126  EIVPNSVEQKHIQKEDVPSERYLGYLEQLLRLKKYKVPQL
5714.10 o, 138-184 TVDMESTEVFTKKTKLTEEEKNRLNFLKKISQRYQKFALPQYLKTVY
a,;26-77 MAINPSKENLCSTFCKEVVRNANEEEYSIGSSSEESAEVATEEVKITVDDKH
Fraction 17-2 10511,86 a;35-125  EKVNELSKDIGSESTEDQAMEDIKQMEAESISSSEEIVPNSVEQKHIQKEDVPS
ERYLGY LEQLLRLKKYKVPQLEIVPNSAEERLHSMKE
a,70-157  EIVPNSVEQKHIQKEDVPSERYLGYLEQLLRLKKYKVPQLEIVPNSAEERLHSM
KEGIHAQQKEPMIGVNQELAYFYPELFRQFYQLD
B 106-198  EVMGVSKVKEAMAPKHKEMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQS
WMHQPHQP LPPTVMFPPQSVLSLSQSKVLPVPQKAVPYPQR
7579,07 ag;21-87 LRFFVAPFPEVFGKEKVNELSKDIGSESTEDQAMEDIKQMEAESISSSEEIVPN
SVEQKHIQKEDV
0, 46-110  SESTEDQAMEDIKQMEAESISSSEEIVPNSVEQKHIQKEDVPSERYLGYLEQLL

RLKKYKVPQLE
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,,60-124  MEAESISSSEEIVPNSVEQKHIQKEDVPSERYLGYLEQLLRLKKYKVPQLEIVPN
SAEERLHSMK
B119-184  PKHKEMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTV
MFPPQSVLSLSQSK
7431,39 /] /]
7202,41 a,;114-174  NSAEERLHSMKEGIHAQQKEPMIGVNQELAYFYPELFRQFYQLDAYPSGAW
YYVPLGTQYT
0, 98-157  LLRLKKYKVPQLEIVPNSAEERLHSMKEGIHAQQKEPMIGVNQELAYFYPELFR
QFYQLD
a,86-146  NQFYQKFPQYLQYLYQGPIVLNPWDQVKRNAVPITPTLNREQLSTSEENSKK
TVDMESTEV
a,,126-185 EQLSTSEENSKKTVDMESTEVFTKKTKLTEEEKNRLNFLKKISQRYQKFALPQYL
KTVYQ
4196,04 B123-158  EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLOSW
4435,28 /] /]
Fraction 18-1 7074,45 a,,100-160 YQGPIVLNPWDQVKRNAVPITPTLNREQLSTSEENSKKTVDMESTEVFTKKTK
LTEEEKNR
a,,126-184 EQLSTSEENSKKTVDMESTEVFTKKTKLTEEEKNRLNFLKKISQRYQKFALPQYL
KTVYQ
a,,115-174 NAVPITPTLNREQLSTSEENSKKTVDMESTEVFTKKTKLTEEKNRLNFLKKISQR
YQKF
B15-75  ARELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINKKIEKFQSEEQQQTEDELQDKIHPFAQT
QsLVY
K 34-95  RYPSYGLNYYQQKPVALINNQFLPYPYYAKPAAVRSPAQILQWQVLSNTVPA
KSCQAQPTTM
6844,42 a,;,10-70  GLPQEVLNENLLRFFVAPFPEVFGKEKVNELSKDIGSESTEDQAMEDIKQMEA
ESISSSEE
K32-91  LSRYPSYGLNYYQQKPVALINNQFLPYPYYAKPAAVRSPAQILQWQVLSNTVP
AKSCQAQ
7580,04 ay; 56-120  DIKQMEAESISSSEEIVPNSVEQKHIQKEDVPSERYLGYLEQLLRLKKYKVPQLEI
VPNSAEERL
B 154-220 LLQSWMHQPHQPLPPTVMFPPQSVLSLSQSKVLPVPQKAVPYPQRDMPIQ
AFLLYQEPVLGPVRGPF
k53-119  NQFLPYPYYAKPAAVRSPAQILOWQVLSNTVPAKSCQAQPTTMARHPHPHL
SFMAIPPKKNQDKTEI
3065,41 a,; 167-195 VPLGTQYTDAPSFSDIPNPIGSENSEKTT
a,5-31  EHVSSSEESISQETYKQEKNMAINPS
B 198-224 RDMPIQAFLLYQEPVLGPVRGPFPIIV
5185,87 a; 853  HQGLPQEVLNENLLRFFVAPFPEVFGKEKVNELSKDIGSESTEDQA
B 61-107  QDKIHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEV
B 74-121  VYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLOPEVMGVSKVKEAMAPKH
k 48-94  VALINNQFLPYPYYAKPAAVRSPAQILQWQVLSNTVPAKSQAQPTT
7979,33 a,; 107-174 PQLEIVPNSAEERLHSMKEGIHAQQKEPMIGVNQELAYFYPELFRQFYQLDAY
PSGAWYYVPLGTQYT
g 74-141  NSVEQKHIQKEDVPSERYLGYLEQLLRLKKYKVPQLEIVPNSAEERLHSMKEGI
HAQQKEPMIGVNQE
B 95-164  TPVVVPPFLQPEVMGVSKVKEAMAPKHKEMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVE
NLHLPLPLLQSWMHQPHQ
Fraction 18-2 7058,37 a 15-77  VLNENLLRFFVAPFPEVFGKEKVNELSKDIGSESTEDQAMEDIKQMEAESISSS
EEIVPNSVE
a, 18-79  ETYKQEKNMAINPSKENLCSTFCKEVVRNANEEEYSIGSSSEESAEVATEEVKIT
VDDKHYQ
B 124-185 MPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMFPP
QSVLSLSQSKV
6828,56 Il /]
5600,83 Il /]
7563,89 a,, 85-148  INQFYQKFPQYLQYLYQGPIVLNPWDQVKRNAVPITPTLNREQLSTSEENSKK
TVDMESTEVFT
a,, 132-193 EENSKKTVDMESTEVFTKKTKLTEEEKNRLNFLKKISQRYQKFALPQYLKTVYQ
HQKAMKPW
B 126-192 FPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMFPPQSV

LSLSQSKVLPVPQKA

80



Résultats et discussions

B 156-222 QSWMHQPHQPLPPTVMFPPQSVLSLSQSKVLPVPQKAVPYPQRDMPIQAF

LLYQEPVLGPVRGPFPI

7962,78 B 18-87 LEELNVPGEIVESLSSSEESITRINKKIEKFQSEEQQQTEDELQDKIHPFAQTQSL
VYPF PGPIPNSLPQ

3064,98 o 14-39 EVLNENLLRFFVAPFPEVFGKEKVNE

a5, 9-31 EHVSSSEESIISQETYKQEKNMAINPS
&: fait référence au numéro de la fraction dans la figure 17 ;

P position des peptides dans les différentes fractions de la caséines.

Il - séquence non déterminée.

|.5. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et du

mode d'action des peptides actifs

Le pouvoir antimicrobien d'une molécule est, généralement, exprimé par sa
concentration minimale inhibitrice (CMI). Cette derniere correspond a la plus faible
concentration de I'agent antimicrobien capable d'inhiber la croissance de la souche bactérienne
testée, apres un temps d'incubation de 24 heures a 37°C. La CMI est déterminée en milieu
liquide sur microplagues dans du milieu Muller-Hinton (MH) contenant des concentrations
décroissantes de peptide. L'activité antimicrobienne est détectée par l'absence de croissance
dans des puits contenant la souche bactérienne et le peptide a la concentration testée. Des
dilutions successives au 1/2 du peptide ont été testées vis-a-vis de sept souches cibles. La
concentration initiale des peptides a été évaluée par la méthode OPA en utilisant la peptone
pancréatique de caséine comme étalon. La CMI a été déterminée pour le ef(itidie207)
gue nous avons pu séparer a I'état pur. La concentration de départ de ce peptide est de 0,624 :
0,00192 mg/mL. La CMI est également déterminée pour I'extrait peptidique, obtenu par
précipitation au sel, renfermaf{929 + 0,03684 mg/mL de peptide. La nisine ainsumju
antibiotique ; la tétracycline ont été prises comme témoin positif. Le tableau 4 présente les
valeurs de la CMI obtenues.

Le peptidens, (164-207) ainsi que I'extrait peptidique ont présenté des valeurs de CMI
plus faibles sur les souches a Gram-positif comparées a celles déterminées sur les souches
Gram-négatif testées. Le peptige (164-207) a montré une activité plus élevée que la nisine
vis-a-vis deL. innocuaLMG 1138 avec une CMI égale a 9,754 pg/mL contre 31,25 pug/mL
pour la nisine. Et une CMI de 19,5 pg/mL vis-a-visBdesubtilisATCC 6633 contre 15,625
pg/mL pour la nisine. Mc Cann et coll., (2005) ont déterminé, pour le pemgidé64-207)
une CMI de 0,9 uM vis-a-vis de ces mémes souches.
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Figure 21. Représentation des peptides antimicrobiens sur la chaine de la aagéjret de la caséiness (b) bovine.
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Ce peptide présente ainsi le pouvoir antimicrobien le plus élevé parmi le groupe de peptides
actifs issus des fractions @e la caséine bovine.

Comparé au peptides, (164-207), I'extrait peptidique, a montré des valeurs de CMI
plus élevées sur les différentes souches testées (Tableau 4). Toutefois, cet extrait a montré une
activité comparable a celle de la nisine comtrénnocua etL.. monocytogenéCMI = 30,14
pug/mL et 60,28 pg/ml contre 31,25 pug/mL et 62,5 pg/mL respectivement). La faible activité
de I'extrait peptidigue comparé au peptide pur peut étre due a la présence de peptides inactifs
dans le mélange. Mc Cann et coll. (2005) ont également noté des valeurs élevées de CMI pour
une fraction peptidique séparée de I'hydrolysat brut de caséine par chromatographie
échangeuse de cation (CMI de 312 a 625 pug/mL et de 625 a 5000 ug/mL pour des souches a
Gram positif et a Gram négatif, respectivement). Bien que cette derniere renferme plusieurs
peptides actifs tels que les peptidss(164-207, 175-207 et 181-207), la présence de peptides

inactifs semble affecter I'activité antimicrobienne.

Aux concentrations testées, la CMI n'a pas pu étre déterminée sur la souShe de
aureus, CIP 4.83, pour le peptide,164-207) et I'extrait peptidique, la (MIC > 624,8/mL
pour le peptidens, (164-207) et MIC >192%g/mL pour I'extrait peptidique). Bien gu’une
activité sur milieu solide a été préalablement observée sur cette souche mais en présence de
guelques colonies sur les zones d’inhibition (Figure 22). Ainsi, des concentrations en peptides

plus élevées doivent étre testées pour déterminer la CMI sur la souche en question.

L'effet bactéricide ou bactériostatique des peptides est déterminé a partir des puits de la
CMI en dénombrant les cellules restant. Un dénombrement est en paralléle réalisé sur les puits
contenant la culture bactérienne sans ajout de peptides (témoin de croissance) afin de définir
un pourcentage de mortalité cellulaire. Apres incubation a 37°C pendant 24 H, un
dénombrement est effectué afin de déterminer le nombre d'UFC par mL. Les résultats obtenus
pour les peptides testés sont données dans le tableau 5. Un agent antimicrobien est considére
comme bactéricide lorsqu’ il ne laisse qu'une bactérie viable sur 10000 ce qui correspond a un
taux de mortalité de 99,99 %, a la concentration de la CMI ou bien a une valeur proche. A des

taux de mortalité plus faibles, I'effet est dit bactériostatique.

Le mode d’action du peptides-CN f(164-207) et de I'extrait peptidique est étudié
sur deux souches a Gram-positif.:innocuaLMG1138 et B. subtilisATCC 6633 et deux
souches a Gram-négatifE. coli IM109 et E. coli DH5a. Selon les résultats obtenus, les
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peptides testés présentent un effet bactériostatique sur les bactéries a Gram-positif et un effet
bactéricide sur les souches a Gram-négatif, lorsqu’ils sont employés a une concentration égale
a la CMI (Tableau 5).

Parmi les peptides identifiés, certains ont été reportés par d’autres travaux et pour
lesquels I'activité antimicrobienne a été mise en évidence. C’est le cas des peptides (164-179,
180-207, 183-207et 164-207) issus de la région C-terminale de la casggimwine. Ces
peptides posseédent un point isoélectrique compris entre 10,00 et 10,40, (Recio et Visser,
1999 ; Mc Cann et coll.,, 2005). Présentant, ainsi, des propriétés communes au groupe de
peptides antimicrobiens caractérisés par la présence dans leur structure d’'une région chargée
positivement et capables d’adopter une conformation dipolaire permettant leur présence au
niveau des interfaces hydrophiles/hydrophobes. Ce caractére bipolaire est a l'origine des
perturbations de la membrane microbienne, chargée négativement, conduisant a la mort

cellulaire (Bradshaw et coll., 2003).

Une étude réalisée sur le mécanisme d’action du peptid@83-207) indique que le

site initial de liaison de ce peptide était l'acide lipotéichoique chez les bactéries a Gram positif
et les lipopolysaccharides chez les bactéries a Gram négatif. Le peptide était capable de
perméabiliser les membranes externe et interne et de générer des pores dans la membran:
externe des bactéries a Gram-positif et dans la paroi cellulaire des bactéries a Gram-négatif.
Provoquant ainsi, une fuite du contenu cytoplasmique chez les bactéries a Gram-positif et
condensation du cytoplasme chez les bactéries a Gram-négatif. Le peptide montre, ainsi, un
mécanisme d’action comparable a celui de la lactoferrecine prise comme témoin (Lopez-
Expdsito et coll., 2008). Cependant, la relation entre le mécanisme d’action de ces peptides et
leurs structures reste a déterminer. En effet, plusieurs de ces peptides sont des précurseurs d
peptide (181-207) avec différentes longueurs de la chaine peptidique. Ces derniers montrent
un pouvoir antimicrobien différent. Le peptide (175-207) possédant 6 résidus en plus du coté
N-terminal que le peptide (181-207), montre une CMI 2,3 fois plus faible que ce dernier contre
des bactéries a Gram positif. De méme, le peptide (164-207) possédant 17 résidus
supplémentaires montre une CMI 7 fois plus faible que celle du peptide (181-207) (Mc Cann
et coll., 2005). Bien que, ce segment supplémentaire, correspondant au peptide (164-179),
montre une CMI 3,1 fois plus élevée que le peptide (181-207) et 50 fois plus élevée que le
peptide (164-207) sur le méme groupe de bactéries (Resio et Visser, 1999 ; Mc Cann et coll.,
2005).
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Une étude réalisée sur I'obtention de peptides antimicrobiens par hydrolyse pepsique
de la caséines; ovine montre que le peptide (184-208) d'origine ovine présente une activité
antimicrobienne plus faible que son homologue bovin (fragment 183-207), alors que la
structure des deux fragments se différencie par 4 résidus seulement. Il s’agit du remplacement
des résidus valine, tyrosine, isoleucine, et lysine dans le peptide d’origine bovine par I'alanine,

un acide aspartique, thréonine et asparagine, respectivement, dans son homologue ovin.

Tableau 4.Concentration minimale inhibitrices (CMI) du peptidg (164-207) et de I'extrait
peptidiqgue en comparaison a la tétracycline et la nisine

Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

Extrait 0s(164-207) Tetracycline Nisine
peptidique

pg/ml pM - pg/mi UM pg/ml UM pg/ml UM

Bactéries
Gram-positif
L. innocua 30,14 NA 9,754 1,788 0,25 0,000520 31,25 8,928
LMG 1138
B. subtilis

60,28 NA 19,50 3,577 0,50 0,001040 15,625 4,462
ATCC6633

L.monocytogene
ATCC 3512
S. aureus >1929 NA >624,2 >114,49 0,488 0,001015 15,625 4,464
CiP4.83
Bactéries
Gram-négatif

60,28 NA — 0,25  0,000520 62,5 17,857

E. coli

241,12 NA 78,02 14,311 15,62 0,032481 —
JM109
E. coli

96450 NA 312,10 57,245 3,90 0,008110 —
DH5a
E. coli

482,25 NA — — —
CIP 54127

NA : non attribuable
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Tableau 5. Taux de mortalité cellulaire engendré par le pepligg164-207) et de I'extrait
peptidique lorsqu’ils sont employés a une concentration égale a leurs CMI

Taux de mortalité (%)

Extrait de peptide as-CN f(164-207)
Bactéries Gram-positif
L, innocuaLMG 1138 99,87 99,97
B.subtilisATCC 6633 99,97 99,98
Bactéries Gram-négatif
E. coliJM109 99,99 99,99
E. coliDH5a 99,99 99,99
E. coliCIP 54127 99,99 —

En outre, des études plus récentes ont montré I'importance de certaines séquences en
acides aminés dans l'activité antimicrobienne de peptides. En effet, Catiau et coll., (2011a et
2011b) ont pu déterminer une séquence minimale responsable de I'activité antimicrobienne du
peptidea (133-141) et celle du peptidg114-145) issus de I'hydrolyse de I'hnémoglobine
bovine. En prenant des segments de plus en plus courts de ces peptides, ils ont pu démontrel
que les tripeptides KYR et RYH seraient les séquences antimicrobiennes minimales des
peptidesn (133-141) eff (114-145) respectivement. Ces tripeptides montteatCMI 10 a 40
fois plus faibles que celles de leurs précurseurs sur les souches testées. En outre, le dipeptide
de séquence YR est dépourvu d’activité antimicrobienne (Catiau et coll., 2011b). Cela indique
gue la présence de la tyrosine (Y), arginine (R) et d’'un acide aminé basique tel que la lysine

(K) ou I'histidine (H) est requise pour I'activité antimicrobienne de ces peptides.

Lopes et coll. (2005), en étudiant I'effet analgésique de la néokyotorphir8¥ {141 :
TSKYR) ont montré que l'interaction de ce peptide avec la membrane des bactéries est due a
la présence de la lysine et de l'arginine qui apportent les charges positives nécessaires a ce
effet. Cette interaction induit un changement de conformation du groupement phénolique de la
tyrosine, permettant au peptide de se fixer sur un récepteur membranaire provoquant un effet
analgésique. La présence de cette séquence particuliere doit étre prise en considération dans
I'étude du mécanisme d’action des peptides issus de protéolyse. Du fait que nous avons
observé la présence dans plusieurs peptides identifiés dans ce présent travail. C'est le cas de
groupe de peptide issus de la région C-terminal de la casgnéovine et plus

particulierement le segment (164-207)
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(LKKISQRYQKFALPQYLKTVYQHQKAMKPWIQPKTKVIPYVRYL). Ou bien dans la région (70-126) de

la caséineus; (EIVPNSVEQKHIQKEDVPSERYLGYLEQLLRLKKYKVPQL).

h

Figure 22. Photos montrant les zones d’inhibition des échantillons testés sur les souches
cibles ; a: B. cereysb : S. aureusCIP 4.83, c: B. subtilis ATCC 6633, d: L .monocytogéne
ATCC 3512,e: L. innocua LMG 11387, f: E. coliJM109, g: E. coliCIP 54127,h : E.

coli DH5a. (les annotations faites sur chaque boite correspondants aux échantillons; 1 :
caséines natives, 2 : hydrolysat total, 3 : extrait de peptique, 4 : pegtdé4-207), 5:
témoin positif ; tétracycline, 6 : témoin négatif ; tampon phosphate).
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lI. Obtention et caractérisation de peptides antimicrobiens issus de la

protéolyse de la caséine cameline

Contrairement aux laits des autres espéces, le lait de dromadaire connait des
applications médicinales et thérapeutiques, notamment dans les pays producteurs. Il est utilisé,
en particulier, dans le traitement de la tuberculose, de la gastro-entérite et des ulcéeres
gastrigues dans plusieurs pays d’Afrique et d’Asie (Konuspayeva et coll., 2004). Ces
utilisations ont incité les chercheurs a étudier sa composition afin d’élucider ces applications
particulieres.Les facteurs santé attribués au lait de chamelldlesmétre liés a certains de
ses composants : lactoferrine, immunoglobuline, lysozyme, lactoperoxydase et vitamine C.
Ces composants généralement présents dans les laits d'autres especes, auraient la particularit
chez la chamelle d'étre thermorésistants et pour certains, comme c'est le cas pour la
lactoferrine ou la vitamine C de s'y trouver en quantité plus impor(&hi@gamy et coll.,

1992 ; Al Haj et Al Kanhal, 2010).

En outre, durant ces derniéres années certaines équipes de recherche commencent ¢
s'intéresser a I'étude de la possibilité d'obtention de peptides bioactifs par hydrolyse
enzymatique des protéines du lait camelin. C’est ainsi que Salami et coll., (2010) ont pu
démontrer une activité antimicrobienne et antioxydante dans les hydrolysats des protéines du
lactosérum camelin. Les peptides ne sont pas encore identifiés. L’hydrolyse a été réalisée par
différentes protéases (protéinase K, thermolysine, chymotrypsine et trypsine). Cependant c’est
I'action de la protéinase K qui a libéré plus de peptides actifs. En outre, L’hydrolyse de la
caséinep cameline par la chymotrypsine libere des peptidesxydants (Salami et coll.,

2011).

Les caséines camelines se sont avérées intéressantes comme étant une source el
peptides antihypertensifs. En effet, I'action de la pepsine seule sur les caséines camelines, ou
combinée a celle de la chymotrypsine et trypsine, permet de générer des peptides inhibant in
vitro I'enzyme de conversion de I'angiotensine, intervenant dans la régulation physiologique de
la tension artérielle (Salami et coll., 2011). En outre, d’autres travaux montrent que la
consommation de lait camelin fermenté contribue a l'abaissement de la tension artérielle.
Indiquant la possibilité de libération de peptides sous I'action de bactéries lactiques (al haj, et
Al kanhal, (2010).
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Il.1.Caractéristiques de la caséine cameline préparée a partir du lait cru

La caséine cameline utilisée dans ce travail a été préparée a partir d’'un échantillon de
lait cru de chamelle de la race sahraoui, d'un lot de 11 chamelles (Ghardaia, Algérie). Les

caractéristiques physico-chimiques du lait écrémé sont données dans le tableau 6.

Tableau 6 : Caractéristiqgues physico-chimiques du lait de chamelle écrémé

Paramétres physico-chimiques Moyenne * Ecart-type

pH (& 20°C) 6,383 + 0,005
Acidité Dornic (°D) 18,78 +1,511
Densité 1,0265 + 0,0005
Extrait sec total (g/l) 109,85 + 1,851
Protéines totales (g/l) 48,53 + 1,021

Les caséines camelines sont préparées par précipitation au pH isoélectrique. Le pH a été
diminué jusqu'a pH 4,3 au lieu de 4,6 afin d’obtenir une meilleure précipitation des caséines
(wangoh et coll., 1998 ; Siboukeur, 2006). En effet, la précipitation des caséines a été suivie
durant I'abaissement du pH du lait jusqu’a pH 4,3 pour les valeurs de pH suivantes (4,6, 4,5,
4,4, 4,3). Le lactosérum obtenu pour chaque valeur a été analysé par électrophorése sur SDS-
PAGE (figure 23).

Comme indiqué dans la figure 23, les quantités résiduelles des caséines dans le
lactosérum diminuent progressivement suite a I'abaissement du pH. Toutefois, nous avons
obtenu une meilleure précipitation a pH 4,3 suivie par un chauffage de 10 min entre 30 & 35°C

avant centrifugation.

Le profil de caséines camelines en comparaison a celui des caséines bovines (figure
24), présente, 3 bandes protéiques (A, B, C): La bande (A), dont la vitesse de migration est la
plus lente, présente un niveau de migration légérement inférieur a celui de la eglséinee
avec un poids moléculaire compris entre 30000 et 40000 Da. Les bandes (B) et (C) présentent

des poids moléculaires compris entre 30000 et 2 000 Da.

Alim et coll. (2005) en analysant les caséines camelines (particulierement de la race
Larbaa et Targui), par LC-MS, ont identifié trois fractions, de PM égale a 24760 Da, 22033 Da
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et 24970 Da. Ces masses ont été attribuées a la casgira caséiness; et la caséing,

respectivement.
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Figure 23. profil électrophorétique sur SDS-PAGE ( a 15 % d’acrylamide) du lactosérum
camelin obtenu a différents valeurs de pH de précipitation des caséines (MT : marqueur de
taille, CC : caséine cameline, de 1 a 5 : échantillons de lactosérum a pH 4,6, 4,5, 4,4, 4,3, et

4,3 a 30-35°C respectivement).

kDa MT LV LC Ccv cC

Figure 24. Profil électrophorétique sur SDS-PAGE (a 15%) d'échantillons de lait bovin et
camelin et de caséines bovines et camelines. (MT : marqueur de taille, LV : lait de vache, LC :
lait de chamelle, CB : caséine bovine, CC : caséine cameline).

90



Résultats et discussions

Siboukeur (2006) a donné, également, une estimation des PM des fractions
caséiniques, analysées par électrophorese sur SDS-PAGE. Selon cet auteur lasgastéine
as; présentent un PM de 37400 et 28700 Da., respectivement. Alors que la Gasegre
sous forme d’un doublet de poids moléculaire égale a 30700 et 31700 Da., correspondant aux
deux variants génétiques de cette fraction. Les trois bandes de caséines, observées dans I
présente étude, présentent des PM s’approchant a ceux obtenu par ce dernier auteur. En outre
le spectre de masse de la caséine cameline entiere, obtenu par MALDI-TOF, indique la
présence de fractions de masse égales a 38076,6 Da., 27898,25 Da., 30847,93 Da., et 23061,6
Da. (figure 25). En comparant ces masses au profil électrophorétique obtenu, ces dernieres

peuvent étre attribuées aux fractioss as;, p etk, respectivement.

Figure 25. Spectre de masse de la caséine cameline obtenue par MALDI-TOF.

Selon le profil électrophorétique obtenu des protéines sériques, six bandes protéiques
bien distinctes, sont observées dont deux bandes majeures (figure 23). Par comparaison avec
les protéines de références. Ces derniéres pourraient correspondracalbumine (14000
Da) et a I'Albumine sérique bovine (67000 Da). Les quatre autres bandes ont des PM de
I'ordre de 18000, 20000, 40000 Da et 70000 Da.
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L’'analyse des protéines du lait de dromadaire Algérien (de la race Sahraoui), par
électrophorése sur SDS-PAGE, révele la présence, dans le lactosérum, de 5 bandes; deux
bandes protéiques majeures; pourraient étre identiquesLactalbumine (14000 Da) et a
I’Albumine sérique bovine (67000 Da) et trois autres bandes de PM évalué a 20000, 24000 et
43000 Da (Siboukeur, 2006).

[1.2. Comportement a la protéolyse de la caséine cameline

[1.2.1. Hydrolyse pepsique

L’hydrolyse pepsique de la caséine cameline est réalisée dans les mémes conditions
indiquées pour la caséine bovine. Le rapport (E/S) appliqué est de 1/100, choisi suite a
I'examen des profils HLPC des hydrolysats obtenus a 24 H d’hydrolyse pour les différents
rapports (E/S) testés (figure 26).

Afin de suivre I'hydrolyse pepsique de la caséine cameline, les hydrolysats préleves a
différents intervalles d’hydrolyse ont été analysés sur RP-HPLC comme indiqué
précédemment. La figure 27 montre les chromatogrammes obtenus en comparaison a ceux
obtenus pour la caséine bovine. Le profil électrophorétique sur SDS-PAGE de la méme
cinétique est donné par la figure 28. L'’examen des profils HPLC indique une dégradation
progressive de la caséine cameline, sous I'action de la pepsine, en peptides intermédiaires qui

se dégradent a leur tour pour donner des produits finaux.

Sous ces conditions d’hydrolyse, le DH passe de 0,71% a 2,5 min d’hydrolyse a 5,08%
aprés 6 H d’hydrolyse, avec une vitesse moyenne d’hydrolyse (exprimée par la variation du
DH en fonction du temps) de 0,095% par minute durant la premiére heure d’hydrolyse.
L’hydrolyse se poursuit mais avec une vitesse plus réduite de I'ordre de 0,010%/min entre 2H
et 6H. Cependant, dans les mémes conditions d’hydrolyse, I'action de la pepsine sur la caséine
cameline se traduit par des taux de DH plus faibles comparés a ceux notés pour la caséine
bovine durant toute la cinétique d’hydrolyse (figure 29) ainsi que pour le DH final mesuré a 24
H d’hydrolyse (5,41+0,057% contre 8,21+0,761% pour la caséine cameline et bovine
respectivement). En outre, le profil électrophorétique de la cinétique d’hydrolyse de la caséine
cameline indique la présence de plusieurs fragments de PM compris entre 15 et 10 kDa apres
24 H d'hydrolyse alors que la caséine bovine est complétement hydrolysée en peptides de
masses inférieures a 10kDa a partir de 2 H d'hydrolyse (Figure 28).
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Figure 26. Profils HPLC & et b des hydrolysats de 24 H de la caséine cameline obtenus a différentes rapports (E/S) par la pepsine
pH 2,5 et a 37°C (L'intervalle de temps de I'élution du substrat est délimité par une accolade).
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Figure 27. Profil HPLC a 215 nma( b, ¢ et d de la cinétique d'hydrolyse pepsique de la caséine cameline a pH 2,5 et a 37°C, E/S
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Figure 28. Profil électrophorétique sur SDS-PAGE a 15% de la cinétique d'hydrolyse pepsique de la caséine apereldoenparaison a
celui de la caséine bovinb)( (MT : marqueur de taille, TO : 0 min, 1 : 2,5min, 2 : 5 min, 3 : 10 min, 4 : 15 min, 5 : 30 min, 6 : 45 min, 7 :
H,8:2H,9:3H,10:4H,11:5H, 12 :6H, 13: 24 H).
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Figure 29. Evolution, en fonction du temps, du degré d'hydrolyse (DH) de la caséine cameline
sous l'action de la pepsine en comparaison a la caséine bovine (E/S =1/100). (cas. cam. :
caséine cameline, cas. bov. : caséine bovine).

[1.2.2. Hydrolyse trypsique

L’hydrolyse trypsique de la caséine cameline est réalisée dans les mémes conditions
décrites pour la caséine bovine. Pour le rapport (E/S) appliqué, I'examen des profils HPLC des
hydrolysats de 24 heures, indique la disparition totale du substrat pour un rapport E/S de 1/10
(figure 30). Pour des quantités en enzyme plus faible, nous observons la présence de fraction
dans le temps d’élution du substrat (entre 75min et 88min, figure 30). Cependant, du fait que
la vitesse d’hydrolyse pour un rapport E/S de 1/10 peut étre élevée, nous avons suivie
I’hydrolyse pour les rapports E/S de 1/10 et 1/100 (figure 31 et 32).

La dégradation de la caséine cameline par la trypsine semble étre rapide. En effet, il ya
apparition de produits finaux (temps d’élution inférieur a 50 min) dés le début de I'hydrolyse
(2,5 min). Toutefois, nous observons, la persistance d’'une fraction présentant le méme temps
d’élution que le substrat pour un rapport E/S de 1/100. Cette fraction est observée, également,
sur les profils électrophorétiques sur SDS-PAGE de la méme cinétique (figure 33). Cependant,
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en présence d’'une quantité d’enzyme plus importante (E/S = 1/10), ce fragment est dégradé
apres 6 H d’hydrolyse (figure 32).

Salami et coll., (2008) ont étudié la cinétique d’hydrolyse des caséines bovines et
camelines par les protéases pancréatiques. Ces derniers indiquent qu’une portion de la caséine
B demeure intacte aprés 15 min d'action de la trgpgiour la caséine bovine et cameline.

Alors qu’elle est dégradée sous I'action de la chymotrypsine. Par contre, ces auteurs indiquent
la présence de fragments encore détectables sur SDS-PAGE (de l'ordre de 15kDa) sous
I'action de la chymotrypsine alors qu’ils disparaissent dans le cas de la trypsine, indiquant
I'action assez poussée de cette derniere sur les autres fractions de la caséine. Ces auteur
supposent que cette action limitée sur la casépeup étre expliquée par le fait que la trypsine
possede un nombre de cite d’action plus faible sur la cagésmmparé a la caséiness.

Toutefois, I'accessibilité de ces sites est un autre facteur a prendre en considération.

Il faut noter également que cette portion de la cageparait plus résistante a I'action
de la trypsine dans le cas du lait camelin comparé a celle du lait bovin. En effet, & 1/100 du
rapport (E/S) et dans les mémes conditions d’hydrolyse, ce fragment est dégradé aprés 24 H
d’hydrolyse pour la caséine bovine alors qu’il persiste dans le cas de la caséine cameline
(figure 31).

Sous l'action de la trypsine, Le DH de la caséine cameline passe de 1,33 % a 2,5 min
d’hydrolyse a 7,55 % aprés 6 H d’hydrolyse (figure 34), a une vitesse moyenne de 0,18% /min
durant les 30 premiéres minutes d’hydrolyse. Par la suite la vitesse moyenne diminue pour
atteindre une valeur de 0,019% /min entre 30 min et 2 H d’hydrolyse. A partir de ce point, la
vitesse d’hydrolyse tend a s’annuler (les valeurs du DH notées sont dans le méme intervalle
d’écart type).

Les valeurs du DH notées durant 6 H I'hydrolyse ainsi que le DH final mesuré a 24 H
d’hydrolyse indiquent une action mois poussée de la trypsine sur la caséine cameline comparé
a la caséine bovine (8,94+0,106 % contre 9,91+0,409 % pour la caséine cameline et bovine

respectivement).
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Figure 34. Evolution, en fonction du temps, du degré d'hydrolyse (DH) de la caséine cameline
sous l'action de la trypsine en comparaison a la caséine bovine (E/S =1/100). (cas. cam. :
caséine cameline, cas. bov. : caséine bovine).

[1.2.3. Hydrolyse chymotrypsique

L'hydrolyse de la caséine cameline par la chymotrypsine est réalisée dans les mémes
conditions indiquées pour I'hydrolyse de la caséine bovine. Le rapport (E/S) appliqué est de
1/250 pour lequel nous avons observé une disparition totale du substrat (figure 35). Pour des
guantités en enzyme plus faibles, nous observons la présence, d’une fraction résiduelle dans le

temps d’élution du substrat.

Les profils HPLC de la cinétiqgue d’hydrolyse (a E/S = 1/250) sont donnés dans la
figure 36. L’action de la chymotrypsine sur la caséine cameline se caractérise par une
dégradation progressive du substrat en peptides intermédiaires qui sont hydrolysés a leur tour
en peptides finaux (temps inférieur a 40 min). La concentration de ces peptides augmente au
fur et a mesure de I'évolution de I'hydrolyse, qui se traduit par 'augmentation du I'air des
fractions correspondantes. La dégradation progressive de la caséine cameline par la
chymotrypsine est observée également sur le profil électrophorétique sur SDS-PAGE (figure
37). Il semble que l'action de la chymotrypsine et de la trypsine sur la caséine cameline, suit
également un mécanisme intermédiaire entre le mécanisme « one by one » et zipper,
(Choisnard et coll., 2002 ; Srividhya et Schnell, 2006).
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Sous l'action de la chymotrypsine, le DH de la caséine cameline passe de 1,37% a 2,5
min d’hydrolyse a 7,74% apres 6H d’hydrolyse (figure 38). Toutefois nous avons noté une
vitesse moyenne de 0,19% par minute durant les 30 premieres minutes d’hydrolyse. Par la
suite la vitesse moyenne diminue pour atteindre une valeur de 0,037% /min entre 30 min et 2
H d’hydrolyse. Jusqu’a 6 H, I'hydrolyse se poursuit & une vitesse qui tend a s’annuler vue que
les valeurs du DH notées sont trés rapprochées avec des différences non significatives

(comprises dans le méme intervalle d’écart type).

La chymotrypsine montre une action sur la caséine cameline comparable a celle notée
sur la caséine bovine. En effet, les valeurs du DH obtenues pour les deux cinétiques sont
comparables (figure 39) pour les deux types de protéines ainsi que pour le DH final noté a 24
H d’hydrolyse (8,80+0,205 % contre 8,70+£0,413 % pour la caséine cameline et bovine,

respectivement).
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Figure 38. Evolution, en fonction du temps, du degré d'hydrolyse (DH) de la caséine
cameline sous l'action de la chymotrypsine en comparaison a la caséine bovine (E/S =1/250)
(cas. Cam. : caséine cameline, cas. Bov. : caséine bovine).
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11.3. Mise en évidence de peptides a activité antimicrobienne dans les

‘hydrolysats de la caséine cameline

L’activité antimicrobienne est recherchée dans les différents hydrolysats de caséine
cameline préparés sous l'action des trois protéases utilisées. L'activité est mise en évidence
selon la méthode de diffusion sur milieu gélosé comme indiqué précédemment. Les
hydrolysats sont testés contde souches a Gram-positifBacillus subtilis ATCC 6633,

Listeria innocuaLMG 11387, Listeria. monocytogengsT CC 3512, Staphylococcus aureus
CIP 4.83et 3 souches @ram-négatif : Escherichia coliM 109, Escherichia coli DH5¢t E.
coli CIP 54127.

Sous les conditions d’hydrolyses imposées, seutgidia de la pepsine a pu générer
des peptides antimicrobiens (tableau 7). Bien que, l'activité a été recherchée dans les
hydrolysats obtenus a différents intervalles de temps d’hydrolyse et a différents rapports E/S
pour les trois protéases employées. Comme observé pour la caséine bovine I'hydrolyse de la
caséine cameline par la trypsine et/ou la chymotrypsine (dans les conditions d’hydrolyse
appliguées a ces protéases) ne donne pas de peptides antimicrobiens actifs sur les différentes

souches testées.

Quant a l'action de la pepsine sur la caséine cameline, des zones d'inhibition nettes
sont observées sur la souche E. Gk 54127pour les hydrolysats obtenus a partir de 10 min
d'hydrolyse (figure 39). Ainsi, afin de séparer les peptides actifs, I'hydrolysat correspondant a

3 heures d'hydrolyse a été fractionné sur HPLC en phase inverse en colonne C18 préparative.

Contrairement a I'hydrolysat de 30 min de la caséine bovine, celui obtenu pour la
caséine cameline, pour le méme temps d’hydrolyse, présente un taux résiduel en substrat natif
plus grand (figure 27). Ainsi nous avons choisi de travailler sur un hydrolysat d’une durée plus

longue montrant, toutefois, une activité antimicrobienne.

Les fractions de 1 min d'intervalle ont été collectées et séchées afin de rechercher
I'activité antimicrobienne. Diverses fractions ont montré une activité coBtreoli CIP
54127, E. colOM 109 et L. innocua (figure 40) et correspondent a des temps d’élution de 53,
56, 57, 64, 67, 68, 69 min (figure 41). Notamment la fraction de 64 min de temps de I'élution

qui montre une zone d’inhibition nette pour les trois souches testées.
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Tableau 7. Activité antibactérienne des hydrolysats pepsiques de la caséine cameline, test
d’activité antibactérienne réalisé selon la méthode de diffusion sur milieu solide

Hydrolysats Souches cibles
L. B.subtilis L.monocytogéne S.aureus E.coli E.coli E.coli
innocua ATCC ATCC 3512 CIP CIP54127 JM109
LMG 6633 4.83 DH5a
11387

TO - - - - - - -

2.5 min - - - - - - -

5min = — - - - - _

10 min - - - - + - -

15 min + - - - + - -

30 min + - - - + - -

45 min + - - - + - -

1H + - - - + - -

2H + - - - + - -

3H + - - - + - -

4H + - - - + - -

5H + - - - + - -

6H + - - - + - -

24 H + - - - + - -

Note : + : présence de zone d’inhibition, — : absence de zone d’inhibition.
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Figure 39. Photos montrant les zones d’inhibitaistenues sur la souckecoli CIP 54127
des hydrolysats pepsiques de la caséine cameline.

Figure 40. Photos montrant les zones d’inhibition obtenues pour les fractions actives
d’hydrolysat de caséine camelina.dtb : E coli CIP 54127,c : L innocuaLMG 11387 etd :
E.coli IM109).
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Figure 41. Profil HPLC a 215 nm de l'hydrolysat de caséine cameline obtenu a 3 H
d'hydrolyse pepsique, les fractions actives sont indiquées en rouge.

11.4. Identification et caractérisation des peptides actifs issus de la caséine

cameline par spectrométrie de masse

Les fractions peptidiques collectées a partir de I'hydrolysat de 3 heures ont été
analysées par spectrométrie en MALDI-TOF. Les résultats obtenus indiquent la présence de
plusieurs peptides dans chaque fraction. Les séquences peptidiques correspondant aux masse
obtenues ont été déterminées en employant le seEx@ASYy comme indiqué ci-dessus. Les
peptides identifiés correspondent a des fragments issus des différentes fractions des caséine:s
camelinesds;, asy, P etk). Ces peptides n'ont pas étaient reportés danétddss précédentes,
en outre, I'obtention de peptides antimicrobiens a partir de caséine cameline n’'a pas fait
d’objet d’étude, selon la littérature disponible. Cependant, vue I'hétérogénéité des fractions
actives, des étapes de purification supplémentaires sont nécessaires afin de déterminer, parmi
les peptides identifiés, ceux responsables de I'activité antimicrobienne. Les séquences des
peptides contenus dans les différentes fractions sont données dans le tableau 8. Les spectres d
masse correspondant sont donnés en annexe 3. La figure 42 donne le spectre de masse de |
fraction a 64 min de temps d'élution et dont les peptides identifiés correspondent aux
fragments (66-90), (83-98), (109-126) de la ess (106-129), (1-19) et (126-142) de la cas
as2, (22-43), (52-69), (50-67) et (77-95) de la $ag121-141),(116-136), (83-100), (106-

124), (12-27) et (61-79) de la caséine «
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Ces peptides ne correspondent pas a ceux identifiés pour la caséine bovine comme
étant des peptides antimicrobiens, générés dans les mémes conditions d’hydrolyse. Toutefois,
il est nécessaire d’'indiquer que la séquence en acides aminés des fractions des caséines n’es
pas similaire pour les deux espeéeces traitées. En effet, elles présentent un taux de similitude de
39%, 56%, 64% et 56% pour la caséie sy, B etk respectivement (Jardali et Ramet ,1991 ;
Ochirkhuyag et coll.,1997 ; Kappeler et coll., 1998).

En outre, la chaine peptidique de la caséineameline est formée de 178 AA contre

207 pour son homologue bovin. Cela se traduit par I'absence du segment 179-207 dans la
caseéineos; cameline. Selon les résultats obtenus dans notre travail ou bien dans des études
précédentes, ce dernier, est un précurseur de plusieurs peptides actifs ou fait partie de
fragments actifs issus de la caséiggbovine (161-195, 164-207, 165-203,172-207, 175-207,
176-207, 180-207, 181-207, et 183-207) (Zucht et coll., 1995 ; Recio et Visser, 1999 ; Mc
Cann et coll., 2005). En outre, selon les résultats obtenus, les hydrolysats pepsiques de la
caséine cameline ont montré un spectre d’action plus restreint qui peut étre di a I'absence de

ce segment.

Figure 42. Spectre de masse de la fraction de 64 min de temps d’élution sur RP-HPLC, issue
de I'hydrolysat pepsique de la caséine cameline et analysée par MALDI-TOF.
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Tableau 8. Masse moléculaire et séquence en acides amines des peptides, libérés de
I'hydrolyse pepsique de la caséine bovine, contenus dans les fractions actives

Fraction® masse (Da) Position de laSéquence

Séquence
Fraction 53 2308,9297  a414-33 NEPDSIEEVLNKRKILELAV

2330,2583  0gbh3-71 SAEVPTENKISQFYQKWKF
23458736  04;188-210 IAHPSSYDTPEGIASEDGGKTDV
2292,7939  04190-211 HPSSYDTPEGIASEDGGKTDVM

B 142-161 QSLMYQIPQPVPQTPMIPPQ

Kk 22-40 TVKYFPIQFVQSRYPSYGI
2351,7635 04 72-92 SSEEVVSSTTEQKDILKEDMP

051 81-99 TEQKDILKEDMPSQRYLEE

B 128-147 LTDLENLHLPLPLLQSLMYQ

k 14-32 VERLLNEKTVKYFPIQFVQ

k 13-31 KVERLLNEKTVKYFPIQFV

k 45-64 HRLAVPINNQFIPYPNYAKP

2602,3473 04163-184  PFPQFFQLGASPYVAWYYPPQV

05, 81-101 TEQKDILKEDMPSQRYLEELH

x 115-140 NTVATVEPPVIPTAEPAVNT VVIAEA
Fraction 54 2057,8883 P 119-136 PFTESQSLTLTDLENLHL

B 165-182 SLSQFKVLPVPQQMVPYP

B 187-205 PVQAVLPFQEPVPDPVRGL

2074,2782  05,92-107 PSQRYLEE LHRLNKYK
ap12-29 ESINVSQQKFKQVKKVAI
B 164-181 LSLSQFKVLPVPQQMVPY

2018,3616 04 163-179 PFPQFFQLGASPYVAWY
051196-214 TPEGIASEDGGKTDVMPQW
2041,5664  04,113-130 STEVPTEESTEVFTKKTE

B 46-62 QQDKIYTFPQPQSLVYS
K 139-157 EASSEFITTSTPETTTVQI
2352,4243 g 72-92 SSEEVVSSTTEQKDILKEDMP
05,81-99 TEQKDILKEDMPSQRYLEE
B 38-56 EQQQTEDEQQDKIYTFPQP
K 45-64 HRLAVPINNQFIPYPNYAKP

2735,4365 04,100-124 PTVNTEQLSISEESTEVPTEESTEV
05117-139 PTEESTEVFTKKTELTEEEKDHQ

05, 39-62 PTEESTEVFTKKTELTEEEKDHQ

B 5-29 EFKTAGEALESISSSEESITHINKQ

Kk 79-102 LPNIDPPTVERRPRPRPSFIAIPP
988,5457 0s183-90 QKDILKED

05,100-108 PTVNTEQLS
1959,756  04;123-138  VKLSSHPYLEQLYRIN

14;96-110 YLEELHRLNKYKLLQ
Fraction 56 2058,3065 p 120-137 FTESQSLTLTDLENLHLP
B 165-182 SLSQFKVLPVPQQMVPYP
B 187-205 PVQAVLPFQEPVPDPVRGL
2736,9620  04,187-212 YIAHPSSYDTPEGIASEDGGKTDVMP
0ep21-44 FKQVKKVAIHPSKEDICSTFCEEA
05,46-68 RNIKEVESAEVPTENKISQFYQK
B 169-192 FKVLPVPQQMVPYPQRAMPVQAVL
K 40-61 INYYQHRLAVPINNQFIPYPNY
1566,2186 05 112-124 EAIRDQKLIPRVK
05, 78-90 LHQGQIVMNPWDQ
ag; 67-78 QKWKFLQYLQAL
K 52-64 NNQFIPYPNYAKP
2074,2972  05,92-107 PSQRYLEELHRLNKYK
1212-29 ESINVSQQKFKQVKKVAI
B 164-181 LSLSQFKVLPVPQQMVPY
2720,5684  0513-36 QNEPDSIEEVLNKRKILELAVVSP

716,5853  05111-116 LEAIRD
0,173-177 HIKRY
B 193-198 PFQEPV
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K 43-47 YQHRL

Fraction 57 2455,6365 05120-139  IPRVKLSSHPYLEQLYRINE
05123-142  VKLSSHPYLEQLYRINEDNH
0115-135  EVPTEESTEVFTKKTELTEEE
0;130-148  ELTEEEKDHQKFLNKIYQY
B 114-135 QSPVVPFTESQSLTLTDLENLH
B 164-184 LSLSQFKVLPVPQQMVPYPQR

Kk 123-146 PVIPTAEPAVNTVVIAEASSEFIT
2057,3326 I
2815,8699  0449-71 KEVESAEVPTENKISQFYQKWKF
B 51-74 YTFPQPQSLVYSHTEPIPYPILPQ

2670,7783  0s92-112 PSQRYLEELHRLNKYKLLQLE
0s194-114 QRYLEELHRLNKYKLLQLEAI(

2073,2936  0s96-111 YLEELHRLNKYKLLQL

2978,9725 04 145-169 LGEPVKVVTQEQAYFHLEPFPQFFQ
0s1147-171 EPVKVVTQEQAYFHLEPFPQFFQLG

Fraction 64 2699,5756  a4,66-90 KESGSSSSEEVVSSTTEQKDILKED
a5,106-129 QLSISEESTEVPTEESTEVFTKKT
p 22-43 SITHINKQKIEKFKIEEQQQTE
2104,0566 04,126-142 TKKTELTEEEKDHQKFL
p 52-69 TFPQPQSLVYSHTEPIPY

k 121-141 EPPVIPTAEPAVNTVVIAEAS
k 116-136 TVATVEPPVIPTAEPAVNTVV

K 82-99 IDPPTVERRPRPRPSFIA

K 83-100 DPPTVERRPRPRPSFIAI

Kk 90-107 RPRPRPSFIAIPPKKTQD
1993,0378  0;83-98 QKDILKEDMPSQRYLE

k 106-124 QDKTVNPAINTVATVEPPV

K 12-27 EKVERLLNEKTVKYFP
2120,0406  @5,109-126 LQLEAIRDQKLIPRVKL

05,1-19 KHEMDQGSSSEESINVSQQ

B 50-67 IYTEPQPQSLVYSHTEP!I

B 77-95 LPPLQPAVMVPFLQPKVMD

K 61-79 YAKPVAIRLHAQIPQCQAL

1790,1660  as;140-155 DNHPQLGEPVKVVTQE
05 114-128 IRDQKLIPRVKLSSH

1637,9225  0;88-100 KEDMPSQRYLEEL
05,79-92 HQGQIVMNPWDQGK
05,20-33 KFKQVKKVAIHPSK
B 65-78 EPIPYPILPQNFLP

1939,0735  as;131-146 LEQLYRINEDNHPQLG

876,4652 05, 208-214 TDVMPQW
0s;142-149 HPQLGEPV
05;157-163 AYFHLEP

2983,6618 ag176-201 VAWYYPPQVMQYIAHPSSYDTPEGIA
05,100-126 PTVNTEQLSISEESTEVPTEESTEVFT

0s,12-37 ESINVSQQKFKQVKKVAIHPSKEDIC

B 147-173 QIPQPVPQTPMIPPQSLLSLSQFKVLP

K 89-114 RRPRPRPSFIAIPPKKTQDKTVNPAI

Fraction 65 2983,9056 057-83 DHIMEDTERKESGSSSSEEVVSSTTEQ

5p12-37 ESINVSQQKFKQVKKVAIHPSKEDIC

B 147-173 QIPQPVPQTPMIPPQSLLSLSQFKVLP

K 89-114 RRPRPRPSFIAIPPKKTQDKTVNPAI
3794,4856  024-55 NKRKILELAVVSPIQFRQENIDELKDTRNEP1

0s,131-159 LTEEEKDHQKFLNKIYQYYQTFLWPEYLK
B 172-205 LPVPQQMVPYPQRAMPVQAVLPFQEPVPDPVRGL

B 92-124 KVMDVPKTKETIIPKRKEMPLLQSPVVPFTESQ
Kk 40-71 INYYQHRLAVPINNQFIPYPNYAKPVAIRLHA
2943,5784 I
2699,7212  0466-90 KESGSSSSEEVVSSTTEQKDILKED

05177-199 AWYYPPQVMQYIAHPSSYDTPEG
0s,106-129 QLSISEESTEVPTEESTEVFTKKT

B 22-43 SITHINKQKIEKFKIEEQQQTE
2603,6515  0s,59-82 IMEDTERKESGSSSSEEVVSSTTE
k 28-48 IQFVQSRYPSYGINYYQHRLA
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Résultats et discussions

Fraction 67 48965552  0,42-84 ENIDELKDTRNEPTEDHIMEDTERKESGSSSSEEVVSSTTEQK
3056,1944 Il
1328,1530  04;166-177 QFFQLGASPYVA/
B 164-175 LSLSQFKVLPVP
k 108-120 KTVNPAINTVATV
4856,7476  04132-172 EQLYRINEDNHPQLGEPVKVVTQEQAYFHLEPFPQFFQLGA
K 44-86 QHRLAVPINNQFIPYPNYAKPVAIRLHAQIPQCQALPNIDPPT
K 81-124 NIDPPTVERRPRPRPSFIAIPPKKTQDKTVNPAINTVATVEPF
49241788 05, 40-82 RQENIDELKDTRNEPTEDHIMEDTERKESGSSSSEEVVSSTTE
05225-67 KKVAIHPSKEDICSTFCEEAVRNIKEVESAEVPTENKISQFYQ
B 73-115 PQNFLPPLQPAVMVPFLQPKVMDVPKTKETIIPKRKEMPLLQS
K 67-109 IRLHAQIPQCQALPNIDPPTVERRPRPRPSFIAIPPKKTQDKT
3643,3386  0;84-112 KDILKEDMPSQRYLEELHRLNKYKLLQLE
B 48-78 DKIYTFPQPQSLVYSHTEPIPYPILPQNFLP
B 60-91 VYSHTEPIPYPILPQNFLPPLQPAVMVPELQP
Fraction 68 2984,0874 0457-83 DHIMEDTERKESGSSSSEEVSSTTEQ
e 12-37 ESINVSQQKFKQVKKVAIHPSKEDIC
B 147-173 QIPQPVPQTPMIPPQSLLSLSQFKVLP
K 89-114 RRPRPRPSFIAIPPKKTQDKTVNPAI
3012,1632  0,82-105 EQKDILKEDMPSQRYLEELHRLNK
5,41-66 CEEAVRNIKEVESAEVPTENKISQFY
2016,2419 Il
48945760  0,107-147 KLLQLEAIRDQKLIPRVKLSSHPYLEQLYRINEDNHPQLGE
05,108-148 SISEESTEVPTEESTEVFTKKTELTEEEKDHQKFLNKIYQY
B 151-194 PVPQTPMIPPQSLLSLSQFKVLPVPQQMVPYPQRAMPVQAVLPF
K 112-159 PAINTVATVEPPVIPTAEPAVNTVVIAEASSEFITTSTPETTTVQITS
1790,3106  0;140-155  DNHPQLGEPVKVVTQE
05114-128  IRDQKLIPRVKLSSH
Fraction 69 2983,9587 057-83 DHIMEDTERKESGSSSSEEVVSSTTEQ
45p12-37 ESINVSQQKFKQVKKVAIHPSKEDIC
B 147-173 QIPQPVPQTPMIPPQSLLSLSQFKVLP
K 89-114 RRPRPRPSFIAIPPKKTQDKTVNPAI
3012,0514  04,82-105 DHIMEDTERKESGSSSSEEVVSSTTEQ/
0c,41-66 CEEAVRNIKEVESAEVPTENKISQFY
K 82-107 IDPPTVERRPRPRPSFIAIPPKKTQD
2016,0138 Il
1790,2502  04140-155  DNHPQLGEPVKVVTQE
0189-206  AHPSSYDTPEGIASEDGG
05139-154  EDNHPQLGEPVKVVTQ
05114-128  IRDQKLIPRVKLSSH
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Conclusion et perspectives

L'objectif de la présente étude est I'obtention de peptides antimicrobiens a partir de
protéines de lait par hydrolyse enzymatique. Le choix s’est porté sur les caséines bovines et
camelines ; protéines majeures dans le lait des deux espéces. L’hydrolyse est réalisée sous

I'action de trois protéases gastro-intestinales : pepsine, trypsine et chymotrypsine.

Sous les conditions d’hydrolyse envisagées dans cette étude, seule l'action de la

pepsine a pu générer des peptides antimicrobiens a partir des caséines bovines et camelines.

Un extrait peptidique enrichi en peptides antimicrobiens a pu étre obtenu a partir
d’hydrolysat pepsique de caséine bovine par précipitation, sous I'effet de la force ionique et du
pH. L'extrait préparé a été fractionné sur RP-HPLC afin d’identifier les peptides actifs par
analyses en LC/MS et en MALDI-TOF. L'ensemble des peptides actifs identifiés est,
principalement, issu de la caséinget de la caséing,:. Il comprend les fragments (164-179),
(148-166), (180-207) (183-207) et (176-207) de la caséipnbovine dont I'activité est déja
signalée dans des études précédentes (Recio et Visser, 1999 ; Mc Cann et coll., 2005) et de
nouveaux éléments actifs, non reportés dans la littérature, correspondant aux peptides (131-
174), (153-196), (99-137) (99-163/100-164), (114-176) (115-174), (126-184), (28-90), (138-
184) de la caséing,, et (9-68/70-126) de la caséing. L’extrait peptidique renferme un taux
considérable du fragmens, (164-207) qui représente le peptide le plus actif parmi le groupe

de peptides antimicrobiens issus des fractiandenla caséine bovine.

L’extrait peptidique ainsi que le peptids, (164-207) séparé a I'état pur, ont présenté
des valeurs de CMI plus faibles sur les souches a Gram-positif que sur les souches a Gram-
négatif testées. L'extrait peptidique, a montré une activité comparable a celle de la nisine
contreL. innocua eL. monocytogen€CMI = 30,14 pg/ml et 60,28 pg/ml contre 31,25 pg/ml
et 62,5 pg/ml respectivement). Cela nous incite a envisager I'étude de I'emploi de cet extrait

dans le milieu alimentaire.

L’extrait peptidique ainsi que le peptides, (164-207), employés a leurs CMI
respectives, présentent un effet bactériostatique sur les bactéries a Gram-positif et un effet
bactéricide sur les souches a Gram-négatif. L'effet positif observé, de ces peptides, sur les
souches a Gram-négatif constitue un résultat trées encourageant du fait que la majeure partie
des peptides identifiés, de différentes origines, tels que les bactériocines, ne sont actifs que sur

les souches a Gram-positif.
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Conclusion et perspectives

L'action de la pepsine a montré aussi la possibilité de libérer des peptides
antimicrobiens a partir des caséines camellress peptides actifs identifiés correspondent aux
fragments (66-90), (83-98), (109-126) de la casése (106-129), (1-19) et (126-142) de la
casasy ; (22-43), (52-69), (50-67) et (77-95) de la cas@ime (121-141)(116-136), (83-100),
(106-124), (12-27) et (61-79) de la caséndlors que des protéines bovines, les fragments
actifs ne semblent provenir que de la casémeet de la caséines,, dans le cas des protéines
camelines, aussi bien la caséise et caséines; que la caséing et caséing s’averent aptes

alibérer des peptides actifs.

Cependant, les fractions, séparées par RP-HPLC et jugées actives, semblent nécessiter
des étapes de purification supplémentaires afin de permettre l'identification des peptides

responsables de l'activité antimicrobienne et leur confirmation.

Dans les conditions de protéolyse de la présente étude et pour les caséines des deux
especes animales, ni la trypsine, ni la chymotrypsine, n'ont permis la libération de peptides a
activité antimicrobienne. L’étude de I'action de ces protéases dans des conditions d’hydrolyse

différentes (pH, températures, rapport E/S....) serait a envisager.

Toutefois, le suivi des cinétiques d’hydrolyse pour les trois protéases a permis
d’étudier leur mécanisme d’action sur les protéines traitées. L’action des ces protéases sur les
caséines suit un mécanisme intermédiaire entre le mécanisme «one by one » qui donne
directement des peptides finaux et le mécanisme « zipper », favorable a I'obtention de peptides
intermédiaires. D’aprés les résultats obteras peptides antimicrobiens sont des produits
d’hydrolyse intermédiaires. Ainsi, I'application des conditions d’hydrolyse favorisant le
mécanisme « zipper » merite d’étre étudié afin d’optimiser la libération de peptides d’intérét,
notamment le peptidars, (164-207), (effet du pH, température et emploi des agents
dissociants...).

La pepsine et la trypsine mon trent une action plus poussée sur la caséine bovine
comparéee a leur action sur la caséine cameline. Exprimée en degré d’hydrolyse (DH), cette
action a été évaluée au bout de 24 H a 8,21+0,761% contre 5,41+0,057% pour la pepsine et a
9,91+0,409%contre 8,94+0,106% pour la trypsine sur la caséine bovine et cameline
respectivement. Cependant, la chymotrypsine montre un DH final comparable sur les protéines
des deux espéces (8,80+0,205% contre 8,70+0,413% pour la caséine cameline et bovine,

respectivement).
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A partir de ces premiers résultats encourageants, plusieurs oriemagidient d'étre
recommandées en vue d'offrir plus de possibilités de générer des peptides d’intérét et

d’optimiser leur utilisation ; les propositions suivantes en sont des exemples.

Optimiser I'application de techniques de séparation et de fractionnement sur les hydrolysats
actifs obtenus afin de préparer des extraits enrichis en peptides antimicrobiens permettant

leur emploi dans le milieu alimentaire.

Poursuivre la purification des peptides issus des caséines camelines en vue d’une meilleure

identification et caractérisation.

Réorienter et optimiser les conditions de protéolyse visant I'obtention plus diversifice de
peptides actifs.

Diversifier les protéases en fonction des réponses des protéines ciblées afin d’augmenter les

chances d’apparition de peptides d’intérét.

Etudier I'activité antimicrobienne des peptides obtenus sur des germes connus pathogénes

et/ou d’altération des aliments.

Etudier et optimiser la possibilité d’emploi de ces peptides actifs dans la conservation des

aliments selon le milieu alimentaire.

Elargir I'étude a d’autres protéines, comme source de peptides antimicrobiens, telles les

protéines végétales, moins onéreuses et plus disponibles.
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Figure 1 : Profils HPLC de I'hydrolyse total obtenu par digestion a I'acide chlorhydrique (6N)
pendant 24H (A : caséine bovine, B : caséine cameline).
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Annexe 3. Spectres de masses obtenus par MALDI-TOF des fractions séparées de
I'nydrolysat pepsique de 3 H de la caséine cameline.
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Figure 12 : Fraction de 69 min d’élution
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Résumeé

L'objectif de la présente étude est I'obtention de peptides antimicrobiens a partir des caséin
bovines et camelines. Les peptides d’'intérét sont générés par protéolyse de ces protéines, inactiv
'état natif, sous l'action de trois protéases gastro-intestinales: la pepsine, la trypsine et
chymotrypsine.

Le suivi de I'hydrolyse est effectué a l'aide d’'analyses chromatographiques (RP-HPLC
colonne C18) et électrophorétiques (SDS-PAGE a 15%) et le degré de protéolyse est mesuré pa
méthode O-PhthaldiAldehyde (OPA). L’activité antimicrobienne est recherchée sur les hydrolysa
bruts par mise en contact avec une souche cible selon la méthode de diffusion sur milieu gélosé.
peptides actifs sont identifiés par spectrométrie de masse (LC/MS et MALDI-TOF), apre:
fractionnement et purification sur RP-HPLC. lls sont caractérisés par détermination de leul
concentrations minimaledinhibition (CMI) et de la nature, bactériostatiqoe bactéricide, de leur
activite.

Un extrait enrichi en peptides antimicrobiens est préparé a partir d’hydrolysat pepsique ¢
caséine bovine par précipitation a NaCl a 2 M et a pH neutre. Les peptides actifs obteni
correspondent a ceux déja connus de la casep{@64-179 ; 148-166 ; 180-207 ; 183-207 et 176-
207) et a de nouveaux fragments identifiés et dont certains sont des précurseurs de peptides ac
(131-174), (153-196), (99-137) (99-163/100-164), (114-176) (115-174), (126-184), (28-90) et (13¢
184) pour la caséines; et (9-68/70-126) pour la caseéing;. L’extrait enrichi en peptides
antimicrobiens ainsi que le peptids (164-207), séparé a I'état pur, ont présenté des valeurs de CMI
plus faibles sur les souches a Gram-positif comparées a celles déterminées sur les souches a G
négatif. A la CMI, ils présentent un effet bactériostatique sur les bactéries a Gram-positif et un eff
bactéricide sur les souches a Gram-négatif.

L’action de la pepsine sur les caséines camelines libere également des peptides antimicrobie
Les peptides actifs identifiés correspondent aux fragments (66-90), (83-98), (109-126) de la casé
as; ; (106-129), (1-19) et (126-142) de la caséige ; (22-43), (52-69), (50-67) et (77-95) de la
caséine [et (121-141)(116-136), (83-100), (106-124), (12-27) et (61-79) de la caséine «

L’action protéolytique de la pepsine offre donc, la possibilité de générer des peptide
antimicrobiens a partir des caséines bovines et camelags.contre, pour larypsique et la
chymotrypsique, la protéolyse tentée dans les conditions de cette étude sur les caséines des ¢
espéeces animales n’a pas révélé de fragments intéressants

L’action des trois protéases sur les caséines suit un meécanisme intermédiaire entre
mécanisme « one by one » et« zipper ». D’aprés les résultats obtenus les peptides antimicrobiens
des produits d’hydrolyse intermédiaires. Ainsi, I'application des conditions d’hydrolyse favorisant le
mécanisme « zipper » mérite d’étre étudié afin d’optimiser la libération de peptides d’intérét.

La pepsine et la trypsine montrent une action plus poussée sur la casé€ine bovine comparé
leur action sur la caséine cameline. Exprimée en degré d’hydrolyse (DH), cette action a été évaluée
bout de 24 H a 8,21+0,761% contre 5,41+0,057% pour la pepsingit+d,409 ¥contre8,94+0,106
% pour la trypsine sur la caséine bovine et cameline respectivement. Cependant, la chymotryps
montre un DH final comparable sur les protéines des deux especes (8,70+0,413 contre 8,80£0,20¢
% pour la caséine bovine et cameline, respectivement).

Mots clés: peptides antimicrobiens, caséines bovines et camelines, pepsine, trypsine
chymotrypsine, RP-HPLC, MALDI-TOF, CMI.



Abstract

The aim of this study is to obtain antimicrobial peptides from bovine and camel casein. Th
actives peptides are generated by proteolysis of these proteins, inactive in the native state.

The hydrolysis is carried out by the action of three gastrointestinal proteases; pepsin, tryps
and chymotrypsin. The hydrolysis is followed by chromatographic (RP-HPLC, C18 column) anc
electrophoresis (SDS-PAGE, 15 %) analysis. The degree of hydrolysis is measured by the !
PhthaldiAldehyde method (OPA). The antimicrobial activity is sought on raw hydrolysates by a plat
diffusion assayThe active peptides were identified by mass spectrometry (LC/MS and MALDI-TOF),
after split and purification on RP-HPLC. They are characterized by determination of the Minimun
inhibitory concentrationN]IC) and bactericidal or bacteriostatic properties.

A peptide extract enriched antimicrobial peptides is prepared from pepsin hydrolysis of bovin
casein by precipitation at 2 M NaCl and neutral pH. The active peptides are derivegsfroasein
and as;-casein. They correspond to fragments (164-179) (148-166), (180-207) (183-207) and (17¢
207) of theas,-casein. New active peptides were identified; (131-174), (153-196) (99-137) (99-
163/100-164), (114-176) (115-174), (126-184), (28-90), (138-184¥).etasein and (9-68/70-126) of
as;-casein. The peptide extract and a pure pepisd€164-207), showed lower MIC values against
Gram-positive bacteria compared to those determined on Gram-negative strains tested. At
concentration equal to the MIC, the tested peptides have a bacteriostatic effect and a bactericidal ef;
on Gram-positive and on Gram-negative strains, respectively.

The action of pepsin on camel caseins also releases antimicrobial peptides. The peptic
identified correspond to fragments (66-90), (83-98), (109-126¥:afasein; (106-129), (1-19) et (126-
142) ofas, casein; (22-43), (52-69), (50-67) et (77-95pBatasein et (121-141(116-136), (83-100),
(106-124), (12-27) et (61-79) ofacasein.

Under imposed hydrolysis conditions, trypsin and chymotrypsin hydrolysis of casein from the
two species, does not release peptides with antimicrobial actiMigy.study of the action of these
proteases in different hydrolysis conditions should be considered.

The action of the three proteases on casein follows an intermediate mechanism between
mechanism "one by one" and "zipper". According to the results, antimicrobial peptides ar
intermediate hydrolysis products. Thus, the application of hydrolysis conditions favoring the
mechanism "zipper" deserves to be studied in order to optimize the release of peptides of interest.

Bovine caseins were more susceptible to hydrolysis by pepsin and trypsin than camel casei
The extent of hydrolysis measured over 24H is evaluated at 8.21+0.761% against 5.41+0.057% °
pepsin and at 9.91+0.409 % against 8.94+0.106 % for trypsin on bovine and camel casei
respectively. Whereas, when using chymotrypsin, The extent of hydrolysis is similar on both speci
(8.70+0.413 against % 8.80+0.205 % for bovine and camel caseins, respectively).

Key words: antimicrobial peptides, bovine and camel caseins, pepsin, trypsin, chymotrypsin, RF
HPLC, MALDI-TOF, MIC.
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Fig. 1. Reverse-phase HPLC profiles of bovine casein hydrolysates obtained at different times of hydrolysis
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LMG1138 . L monocytogenes ATCC 3512 and B.

these bacteria by a plate diffusion assay. zones of
inhibition were observed, however. with the presence of
some colonies. Thus, rates of peptides higher than those
used on these bacteria must be tested to determine their
MIC. In order to determine whether the MIC correspond
to the Mmimal Bactericidal Concentration (CMB) the
wells corresponding to the MIC were used to determine
if the peptide has bactericidal or bacteriostatic
characteristics properties. For that. each well containing
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also enumerated to determine the percentage of cell

As shown in Table V, cell death measured for these
peptides do not reach 99.99%. so the peptides are not
bactericidal but bacteriostatic when used at a
concentration corresponding to the MIC. Nevertheless it
Is necessary to note that although these peptides show a
high MIC toward gram negative bacteria. they exhibit,
against a higher mortality rate compared with that
observed on Gram-positive bacteria.




Faiza Adoui et al.

2348 50 3116.44
, A
250001 2, 5
F 10
0000
20090
16090
. 60000
£ &
£ E
= =
10000
2012.26 20000
=00 345686
000 1800 2000 2600 3000 3600 4000 4500 5000 EO0  BOOD 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000
Mass {miz) Mass (m(2)
i samae
it 14
40000 20000
35000
30000{ 448257
B 60000
25000 &
& H
g 2000 k]
3 3957.73
15000
00004
10000
4085 47
a1 1
5000
e . L :
3000 8000 E 12000 15000 13000 3000 4100 5000 6000 7000 6000 2000 10000
Mass (wlz) Mass (m/z)
545302 25000 756184
E F
FIs anpon | F17
20000 1 gy3(164-207)
35000
15000 30000 T104.01
25000
3
0000 £ 20000
] = 67141
15000
71410
5000 10084
4)4ea
5000
i My \‘LL ol LJ-\...A e
W00 iS00 2000 2500 3000 300 4000 4800 5000 &E0D  O0Q 008 £000 2000 12000 <5000 .
Mass (miz) Mass (m/z)
TADT T TYI
ug/ml v ug/ml uM ng/ml uM ug/ml uM
Gram-positive bacteria
E. coli IM109 24112 NA 78.02 14311 1562 0.032481 —
E. coli DH5a 96450 NA 312.10 57.245 390 0.008110 —
E. coli CIP 54127 48225 NA — — —

— 1ndicates not tested.




Faiza Adoui et al.

containing several active antimicrobial peptides some of

McCann <t al. [14] reported that centrifugation at pH separated and purified to be characterized.

the insoluble protein and peptide material without affect-
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