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Introduction

Introduction

L’Homme a utilisé les ceufs aviaires comme nourriture depuis I'époque prehistorique (Hirose,
2003). Cette réserve de protéines, lipides, minéraux et vitamines est remarquable par la
grande diversité des nutriments qu'elle contient et leur haute valeur nutritionnelle, due a un
parfait équilibre de ses congtituants. L’ceuf est donc reconnu depuis toujours comme un
aliment de haute qualité nutritionnelle pour I’'Homme (Nys et Sauveur, 2004).

Au-dela de leur intérét nutritionnel, leur fonction premiére, a savoir la formation d’ un nouvel
individu, incite & penser qu'’ils contiennent de nombreux composés essentiels a lavie, et que
par conséquent ils constituent une source potentielle majeure de molécules a activités
biologiques susceptibles d’intéresser les industries pharmaceutiques, cosmétiques et
agroalimentaires (Nau et al., 2003).

L’industrie agroalimentaire utilise actuellement largement |’ ceuf (notamment le blanc d’ ceuf)
comme ingrédient et ce malgré la concurrence de plus en plus forte des produits laitiers. A
I’origine de cet intérét, les nombreuses propriétés fonctionnelles que présente ce dernier

(propriétés moussantes et gélifiantes en particulier) (Nau et al., 1995).

Les proténes du blanc d’ceuf sont riches en acides aminés indispensables, et possedent une
excellente valeur nutritionnelle, de ce fait elles ont longtemps été considérées comme
protéines de référence (Cheftel et al., 1985).

Néanmoins, le blanc d’'ceuf issu du cassage des ceufs est sensible aux contaminations du

milieu ambiant (Van der Plancken et al., 2005).

Afin de lutter contre ces contaminations et de protéger le consommateur, le traitement
thermique des produits alimentaires a base d ceufs est souvent exigé pour assurer la sireté
microbienne ou pour obtenir des attributs organol eptiques souhaitables (Thapon et Bourgeois,
1994).



Introduction

Leblanc d’ ceuf étant un milieu hydraté, visqueux, riche en protéines ; un traitement thermique
engendrerait une dénaturation de ses composants, |e brunissement non-enzymatique et la
coagul ation des protéines (Sanchez et Frémont, 2003).

En effet I’augmentation de la température d’une solution protéique, augmente I’ énergie de
vibration et de rotation des molécules. Au dela d’une certaine amplitude, ces mouvements
changent profondément les équilibres entre les interactions faibles qui donnent la stabilité ala
conformation globulaire de la protéine. Les chaines polypeptidiques se déplient et peuvent
former un gel voire des agrégats par |’association des molécules entre elles (Appavou,
2005).Cette agrégation entraine des changements considérables dans les propriétés physico-

chimiques et fonctionnelles des protéines de I’ ceuf (Van Der Plancken et al ., 2006).

Il est donc tres important que lesindustriels de lafiliere ovoproduits fournissent un produit

alliant fonctionnalité et sécurité sanitaire (Lechevalier, 2005).

Pour limiter les effets dommageables du traitement thermique, certains hauteurs proposent
I’gjout d’ additifs afin d’ augmenter |a stabilité des protéines alachaleur. Les extraits riches en
polyphénols, comme |’ acide caféique, contribue a augmenter la stabilité thermique des
protéines laitieres vis-a vis de la chaeur (Filion ,2006). Les composés phénoliques sont
présents dans les aliments et |es matieres premieres d’ origine végétale. La structure chimique
de ces substances leur confere une capacité trés développée a se fixer sur toutes sortes de

molécules, essentiellement les protéines (Cowan, 1999).

Le but de cette étude était d’ acquérir des connaissances sur I’ effet du traitement thermique sur
certaines propriétés del’abumen. Ces nouvelles connaissances seront utiles al’ améioration
des procédés de pasteurisation et de stérilisation pour en diminuer I'impact négatif des
traitements thermiques sur les propriétés technologiques du blanc d’ ceuf.

Au cours du présent travail, nous nous sommes intéresses dans un premier temps a une étude
bibliographique, relative a la composition et structure de I’ ceuf, aux protéines du blanc d’ ceuf
et leurs propriétés biologiques, ains que I’ effet de la chaleur sur ces derniéres et enfin nous
avons donné un apercu général sur lesinteractions protéines-polyphénols.



Introduction

La deuxieme partie est consacrée a |’ étude expérimentale, qui porte sur |I’estimation de la
dénaturation thermique des protéines du blanc d'ceuf (par mesure de turbidité, de solubilité,
densité et viscosité) aprés avoir réaisé le dosage des protéines. Aussi de suivre I’évolution
microstructurale, moléculaire de ces protéines lors des étapes successives de la gélification
thermique par la technique d’ électrophorese sur gel de polyacrylamide en conditions natives
(Native-PAGE) et dénaturantes (SDS-PAGE) en appliquant différents barémes
(température/temps). Puis une éude interactionnelle protéines-polyphénols sur le
comportement du blanc d’ ceuf vis-a-vis des extraits de Eucalyptus globulus (écorce, fruits et
feuilles) durant le traitement thermique est investie, en analysant la turbidité et la solubilité
des mélanges extrait phénolique —albumen , ainsi que I’ é&ude des profils é ectrophorétiques en
conditions natives apres avoir réalisé le dosage des polyphénols totaux et tannins.
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Chapitrel : Structure et composition du blanc d’ ceuf

1. Description généralede I’ ceuf de poule

L’ ceuf se forme progressivement lors de son trajet dans les voies génitales femelles. La cellule
ceuf située dans |’ ovaire se charge en vitellus (jaune) pendant les 6 a 7 jours qui précédent son
émission : les dépbts de substances fabriquées par les cellules hépatiques se font en couches
concentriques aternativement riches en protéines (déposées la nuit) et riches en lipides
(déposeées le jour) ; la cellule ceuf migre a la surface de la sphere vitelline. La fécondation de
la cellule ceuf a lieu ou non, apres son émission, dans le pavillon accolé a I’ovaire. Dans
I’oviducte, la segmentation de la cellule ceuf donne le blastoderme (futur embryon), mais
surtout |’ceuf et son vitellus se recouvre de protéines (albumen) sous forme relativement
concentrée ; la progression s effectue avec le futur « petit bout » de I’ ceuf vers I’avant et par
rotation ce qui entraine la formation des chalazes ; ce dépbt dure 3 heures et se termine par la
formation de la membrane coquillére double constituée de fibres de kératine. Dans |’ utérus,
I’albumen se charge d'eau (albumen ou blanc définitif), puis la coquille apparait grace au
dépdt de carbonate de calcium dans une trame protéique ; une cuticule externe moins poreuse
assure une bonne protection de I’ensemble ; I'ceuf s§ourne dans |’utérus une vingtaine
d’ heures, avant d’ étre pondu (Siret, 2009).

L’ ceuf de poule apparait sous forme d’ une masse ovoide, d’un poids variant de 55 a 65g selon
larace, I’ &ge de lapoule, lapériode de ponte et I’ alimentation (Thapon et Bourgeois, 1994).

Il présente une structure complexe (figure 1) et ses principales parties sont de I’ intérieur vers
I’ extérieur : le jaune ou vitdlus, le blanc ou albumen, les membranes coquillieres (interne et

externe) et la coquille (Linden et Lorient, 1994).
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Blanc liguide Blastoderme
externe
Membranea
Blanc épais vitellina
Blanc liquide Latebre

interne

Couche

; Jaune !
chalazifére , A Membrane

coquilliera

Ligament intern& i
Chalaze Chambre & air !
Coquille Membrane !
Cuticule — Eﬂ:’eﬁlr:gﬂm

Figure N° 1 : Coupe schématique d’un ceuf de poule (Lafon et Lafon, 2009).

2. Composition générale de I’ eeuf de poule

L’ ceuf de poule est constitué d une coquille (9 a 12% de son poids), de blanc (60%) et de
jaune (30 a 33%) (Mine, 2008).

Les proportions des différentes parties de I’ ceuf de poule sont données dans le tableau | et la
composition de différentes parties comestibles de I’ ceuf (coquille exclue) dans le tableau I1.

Tableau | : Proportions des différentes parties de |’ ceuf de poule (Lafon et Lafon, 2009).

Partiesdel’ ceuf Poids moyen (Q) % du poidstotal del’ ceuf
moyenne Extrémes

Coquille 5,50 91 8,5a10,5

Membranes 0,25 0,4

coquillieres

Blanc 37 61,5 57 a65

Jaune 17,3 29,0 25433

Sous-total :parties 54 90,5 89a92

comestibles

Total 60 100
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Tableau Il : Composition des parties comestibles d’ un ceuf de poule de 60g (coquille exclue)

(Lafon et Lafon, 2009).

.. En g par ceuf En g pour 100 g de chaque partie
Composition Entier Blanc Jaune Entier Blanc Jaune

Total 53,5455 35a37 17a185 100 100 100
Eau 395a415 | 30 a33 |80 a92 |740a755| 87a89 |465a49
M atiér e seche 13 a14,3 38a45 |87 al00 | 245a26,0| 11413 |51 ab535
Protéines 6,4 a7,0 33a4,0 |27 a32 |120a128 |95 al5 |16 al7
Lipides: 6,1a6,9 6a6,8 11,8a12,3 33a34
-saturés 23 az25 21 a24 |43 a4b 11,2a11,7
-insatur és 35 a4 33 a38 |67 a7 18,2a19
-cholestérol 0,24 a0,27 0,2440,27 | 0,47 20,50 1,3141,38
Glucides 0,15a0,20 | 0,12a0,16 | 0,0340,05 | 0,3a0,4 04a0,5 |0,15a0,25
Cendre 045a0,55 |0,16a0,24|0,2 a0,3 |08al 05a0,7 |11 al6
Valeur
énergétique :
-en cal 88 a9% 14418 74 a80 160a180 |40 a55 | 380 a400
-en J 368 a397 |59a75 3094334 | 6694762 | 1674230 | 1588 a1672

C’est un aliment traditionnel au colt peu éleve, il est apprécié pour sa simplicité d’ utilisation

et ses qualités nutritionnelles, en particulier sa richesse en proténes, vitamines, minéraux et

oligo-éléments a haute valeur nutritionnelle. L’ ceuf entier contient en effet de 10 a 12% de

protéines (soit 1/3 de I'extrait sec), d’excellente valeur biologique, particulierement bien

equilibrées en acides aminés essentiels ou non (tableau I11) (Nathier-Dufair, 2005).
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Tableau |11 : Composition d’un ceuf cru de 60 g en acides aminés (en mg) (Lafon et Lafon,
2009).
Acide aminé Blanc Jaune
Acide aspartique 380 250
Acide glutamique 480 340
Alanine 210 150
Arginine 210 200
Cystéine 105 50
Glycine 125 85
Histidine 80 75
Isoleucine 190 155
Leucine 300 250
Lysine 235 220
Méthionine 140 70
Phénylalanine 200 120
Proline 150 120
Sérine 240 240
Thréonine 160 150
Tryptophane 60 45
Tyrosine 150 130
Valine 240 170

Il S'agit d’ une excellente source de protides et une source modérée de glucides. C'est un
véritable aliment bas calories naturel. Le rapport lipides/protéines est de 0,9 comme le beeuf
contre 1,2 pour le mouton et 2,2 pour le porc (Hirose, 2003).

3. Le blancd’ eeuf ou albumen

3.1 Organisation del’albumen del’ eeuf de poule

Le blanc d'ceuf ou |I’albumen est une masse presque sans couleur, transparente, inodore et

liquide. 11 représente environ 60% du poids de I’ ceuf (Thapon et Bourgeois, 1994).

Il n’est pas un milieu homogene mais résulte de la juxtaposition de quatre zones distinctes

(figurel) :
» Blanc liquide externe (23% du blanc liquide total) au contact des membranes
coquillieres ; ¢’ est cette zone qui S étale rapidement lorsgue I’ ceuf est cassé sur une surface
plane ;

» Blanc épais (57%) attaché aux deux extrémités de |’ ceuf et présentant |’ aspect d’un gel ;
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» Blanc liquide interne (17%) renfermé entre le blanc épais et e jaune ;
» Chalazes (3%) sortes de filaments spiralés (Mine, 2008).

Les proportions de chacune de ces différentes couches dépendent de nombreux facteurs :
souche, age et état sanitaire de la pondeuse, durée et mode de conservation de |’ ceuf, taille de

I’ ceuf, taux de ponte, conditions d’ éevage, ...etc (Thapon et Bourgeois, 1994).

Ces différentes fractions n’ ont pas la méme composition. La teneur en eau varie de 84 a 89%
des couches intérieures vers les couches extérieures de I’ ceuf. Le blanc épais contiendrait 4
fois plus d’ovomucine que le blanc liquide. Il a une structure de gel qui lui confére une
viscosité intrinseque 40 fois supérieure a celle du blanc liquide a 20°C (Lechevalier, 2005 ;
Mine, 2008).

Par sa structure particuliere, I’ abumen offre une protection mécanique al’ embryon tandis que
sa composition chimique traduit son réle d’ éément nourricier et de barriére antimicrobienne
(Allemeersch, 1983 ; Mine, 2008).

3.2 Composition de la fraction non protéique del’albumen

L’ albumen, est une solution aqueuse (88,5% d’ eau) de protéines (10,5%), de sucres (0,5%) et
de sels minéraux (0,5%) (Lechevalier ,2005). On y trouve quelques lipides a I’ éat de traces
(Thapon et Bourgeois, 1994), ce qui représente une grande originalité pour un produit
comestible d origine animale (90% de la matiere seche sont des protéines). Il renferme
également du glucose libre (deux fois plus concentré que dans le plasma sanguin) qui
constitue la premiére source d' énergie utilisable par I’embryon (Sauveur, 1988 ; Linden et
Lorient, 1994).

Lafigure 2 donne la composition en pourcentage de la matiére seche (% MS) de I’ albumen.
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Figure N° 2: Composition moyenne de |’ albumen (% MS) (Thapon et Bourgeois, 1994).

L’ hétérogénéité du blanc d’ ceuf dépend alafois des différences de concentration en protéines
et des caractéristiques physicochimiques du milieu. Or, au cours du stockage des ceufs, des
changements de caractéristiques physico-chimiques et fonctionnelles des constituants du
blanc peuvent intervenir. Ces modifications dépendent des conditions de stockage (durée,
température, humidité relative) et consistent essentiellement en une liquéfaction du blanc
épais, une augmentation du pH (de 7,5 au moment de la ponte a 9,5 apres quelques jours) par
départ de CO,, une transformation d’ ovalbumine en S -ovalbumine et une augmentation de la
quantité d’ acides aminés libres et de bases azotées (Nathier-Dufair , 2005).

3.2.1 Lessucresdu blanc d’ eeuf

Dansle blanc d' ceuf, les glucides se trouvent sous 2 formes :

» Une forme libre qui représente 0,5% du poids de I’albumen (glucose a
98%).

» Uneforme liée aux proténes sous la forme d’ oligosaccharides représentant
également 0,5% du poids de I’abumen (essentiellement glucosamine et

mannose mais aussi galactose, acides sialiques et gal actosamine).

Dans les glycoprotéines animales, seules I'asparagine, la sérine et la thréonine peuvent
intervenir dans la liaison protéine-sucre. Ces liaisons peuvent étre classées en 2 catégories :
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les liaisons N-acylglucosamine et les liaisons séryl et thréonyl O-substituées présentes au sein
des protéines du blanc d’ ceuf (Lechevalier, 2005 ; Mine, 2008).

3.2.2 Lafraction inorganique

Le blanc d ceuf renferme de nombreux minéraux (tableau 1V). De par sa composition
minérale, I'abumen est plus proche d'un liquide intracellulaire que dun liquide
extracellulaire (Lechevalier, 2005).

Tableau IV: Teneursdel’ ceuf en minéraux (Lafon et Lafon, 2009).

Minéral Contenu total moyen (mg/eeuf de | Valeursrelatives extrémes

60Q) (mg/100g de poidsfrais)

(Euf entier | Blanc | Jaune Euf Blanc Jaune

sans coquille entier sans

coquille

Sodium 72 62 10 135 1402200 |40 a70
Potassium | 73 53 20 135 130a170 |90 a130
Chlore 93 62 31 170 150a180 | 150a180
Calcium 29 3 26 55 7 al5 |100a190
Magnésium | 6 4 2 11 10 ai12 10 ai12
Phosphore | 120 5 115 220 10 al5 550 a650
Fer 1,1 - 1.1 2-3 - 5 alo
Soufre 90 60 30 170 1602200 | 160a180

La concentration en ions monovalents (Na*, K™ et Cl) ne varie pratiquement pas d’ une zone
de I’ albumen &1’ autre. En revanche, la répartition des cations divalents (Ca** et Mg*), dont
une partie liée aux protéines, n'est pas homogene. En effet, on retrouve 30% de ces cations
dans le blanc épais contre 15% dans le blanc liquide (Thapon et Bourgois, 1994). Ces cations
pourraient donc jouer un rdle dans I’ acquisition des propriétés visqueuses de |’ albumen épais,
en particulier par leur fixation sur I’ovomucine -B, riches en acides siaiques chargés
négativement (Lechevalier, 2005).

Le blanc d’ ceuf contient également du gaz carbonique, en équilibre avec le bicarbonate (96%
du CO, total), qui joue un rdéle fondamental en controlant le pH. Comme le CO, diffuse
rapidement au travers de la coquille, il est difficile de donner avec précision lateneur du blanc

d’ ceuf en gaz carbonique au moment de la ponte (Nathier-Dufair , 2005).

10
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Des la ponte, le CO, diffuse au travers des pores de la coquille a une vitesse qui dépend des
conditions de stockage des ceufs, déplacant ainsi I’équilibre chimique et provoquant
I”augmentation du pH. Voisin de 7,5 au moment de la ponte, il s éleve aux environs de 9,3 en
3 a 6 jours puis évolue peu. Les propriétés physiques de la couche externe de la membrane
vitelline sont alors |égérement modifiées, augmentant sa perméabilité. 1l en résulte, entre
autre, des transferts d’ eau et d’'ions vers le jaune. La composition minérale de I’ albumen varie
également en fonction de larace des poules et de leur alimentation. Les variations ne sont pas

identiques entre les différentes zones de |’ albumen (Lechevalier, 2005).

3.2.3 Lesvitamines

Les vitamines sont, pour la plupart d’ entre elles, beaucoup plus abondantes dans le jaune que
dans le blanc (Sauveur, 1988). Le blanc est dépourvu de vitamines liposolubles (A, D, E, K)
et de vitamine C, il ne contient que quelques vitamines hydrosolubles comme |’ acide
panthothénique (vitamine PP) et de riboflavine (vitamine B,) (tableau V) ; responsable de sa
couleur vert-jaune rappelant celle du lactosérum (Thapon et Bourgois, 1994 ; Mine, 2008).

Tableau V : Teneur del’ ceuf en vitamines (Sauveur, 1988 ; Thapon et Bourgois, 1994).

Contenu total Valeur relative
(par eeuf de 60Q) (pour 100g de poidsfrais
Euf entier Blanc Euf entier Blanc
Vitamines liposolubles :
A (U.n 150-400 - 250-700 -
D (U.n 20-80 - 35-150 -
E (mg) 0,6-2 - 1,1-35 -
K (mg) 0,01-0,03 - 0,02-0,06 -
Vitamines hydrosolubles :
Choline (mQ) 225 - 410 -
Thiamine(B1) (ng) 52 15 95 35
Riboflaving(B2)  (ug) 200 120 300-350 300-450
Nicotinamide (Hg) 43 33 60-80 85-95
Pyridoxine (B6)  (lQ) 68 8 150-200 25
Ac. pantothénique (1g) 830 80 1200-1 700 190-250
Biotine (ng) 10 2 15-20 5-7
Acidefolique (¥s)) 15 0,5 15-35 1
B12 (ng) 0,5 - 0,7-1,2 -

11
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Chapitrell : Protéinesdu blanc d’ eeuf

La synthese des proténes du blanc d ceuf a lieu dans I’ oviducte sous contréle hormonal. Le
nombre total des protéines du blanc n’est pas connu précisément, mais serait supérieur a 40,
ce sont des protéines globulaires ayant pour la plupart un point isoéectrique
acide (Croguennec, 2000, Jeantet et al., 2007).

Ce sont toutes, a |’ exception du lysozyme, de la cystatine et de la "thiamin binding protein”,
des glycoprotéines (2 a 58% de contenus glucidiques) riches en acides aminés soufreés.

Un certain nombre d’ entre elles sont reconnues comme étant particuliérement sensibles aux
traitements thermiques (Lechevalier, 2005, Jeantet et al., 2007). La température de
dénaturation a pH 7: ovotransferrine, 63 °C; lysozyme, 75°C; ovomucoide, 77 °C;
ovalbumine, 85°C, et d’ autres sensibles a la dénaturation de surface (globuline, ovalbumine,
ovotransferrine, lysozyme, ovomucoide et ovomucine par ordre d’ importance) (Croguennec,
2000).

Les caractéristiques des principales protéines du blanc sont présentées dans le tableau VI. En
plus de leurs propriétés techno-fonctionnelles remarquables, certaines possedent des
propriétés biologiques.

Les fonctions majeures attribuées aux proténes de blanc d ceuf sont la fourniture en acides
aminés et le transport d’ éléments indispensables pour le développement de I’embryon ainsi
gue sa protection contre les attaques microbiennes (Lechevalier, 2005 ; Huopaahti et al.,
2007).

12
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Tableau VI: Principales caractéristiques des protéines du blanc d’ ceuf (Lechevalier, 2005,

Jeantet et al., 2007).

Proténes Proportion | Masse pHi Glycannes | Propriétés biologiques
(%) Molaire (%)
(Da)
Ovalbumine 54 45 000 | 4,5 31 Phophoglycoprotéine immunogeénique
Ovotransferrine 12 77 700|6,5 2,6 Fixe deux atomes de fer
Ovomucoide 11 28 000|4,1 16,5 a 32,6 |nhibiteur trypsi gue
Lysozyme 34 14 300|10,7 0 Lyse les parois des bactéries Gram +
Ovomucine 3,5 240.].06 4550 13 a 58 Inhibel’ hérnagg| utination virale
Ovoglobuline G2|1 49 000|5,5 56 a 62|72
Ovoglobuline  G3|1 49 000|5,8 ? 9,
Ovoflavoprotéine | 1 29 2004 11 Fixe lariboflavine (vitamine By)
Ovoinhibiteur 01 a 15|49 000(5,1 5 a 96 Inhibiteur de protéas& sériques
Ovoglycoproténe |05 a 1|24 400| 3,9 30,4 !
Ovostatine 0,5 76 a 9.10° 45-47 |5,8 |nh| biteur de protéases Sérlques
Cystatine 0,05 12 700151 0 Inhibiteur de protéases sériques
AV_'d' ne . 9'05 68 3001 10 ! Fixe labiotine (vitamine H)
Thiamin  Binding | 7 38 000 | ? 0 . L - -
. Fixe lathiamine (vitamine B;)
protein
Glycoprotéine ? 52 000|5,7 17,4 "
mineurel 7
Glycoprotéine ? 52 000|5,7 16,4 . ) . R
mineure2 Fixe les acides gras alongue chaine
Ch21 (Ex-FABP)|? 18 000 | 5,2 ?
CALgamma 2 20  800|63 ?
HEP21 ? 10 000 6,7

|. L ovalbumine

| .1 Généralités

L’ ovalbumine est une protéine globulaire, quantitativement la principale protéine du blanc

d’ ceuf (54% de lafraction protéque du blanc d’ ceuf en poids) (Lechevalier, 2005 ; Huopal ahti

et al., 2007). Sa séguence et sa structure tridimensionnelle la classe dans la famille des

serpines (inhibiteur de protéases a sérine) (Réhault et al., 2007) et leurs homologues non-

inhibiteurs dont elle fait partie.

Isolée dés la fin du XIX'™™ siécle par précipitation au sulfate o ammonium, elle est

aujourd’ hui facilement purifiée, par cette technique ou par chromatographie d’ échange d’ions,

ce qui en fait une proténe de choix pour I’ éude physico-chimique des protéines globulaires
(Lechevalier, 2005).

13
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| .2 Structure

La séquence polypeptidique compte 385 acides aminés, ce qui lui confére une masse
d’ environ 45000 Da. La moitié de ces résidus est hydrophobe et un tiers sont des résidus
chargés, en magorités acides, lui conférant un pHi de 4,5. Sa structure est globulaire
(Huopalahti et al., 2007).

C’est une phosphoglycoprotéine, le premier groupement de phosphore se localise au niveau
de la Ser 68 et le second au niveau de la Ser 344 (Huntington et Stein, 2001). Selon le degré
de phosphorylation de | oval bumine on distingue 03 formes :

L’ A;-ovalbumine contient deux groupements phosphoryles, la A,-ovalbumine contient un
seul groupement phosphoryle et I' As-ovalbumine ne contient aucun groupement phosphoryle
(Lechevalier, 2005).Les caractéristiques des trois formes sont résumées dans le tableau VI :

Tableau V11 : Lesdifférentes formes d’ ovalbumine (Huntington et Stein, 2001).

A1 -ovalbumine A, -ovalbumine Asz—ovalbumine
Lafraction (%) 85 12 3
PH 4,75 4,8 4,94

Elle posséde un glycane fixé sur le résidu Asn®?, de taille variable mais comportant au moins
2 N-acétylglucosamines et 4 mannoses, mais pas d acide neuraminique (Alais et Linden,
1997). Ce site serait également expose a la surface de la protéine, permettant au sucre de se
trouver dans un environnement hydrophile.

L’ ovalbumine est également une protéine soufrée : elle possede 6 résidus Cys enfouis au ceeur
de la protéine dont 2 sont impliqués dans un pont disulfure (Cys” et Cys'®®) (Croguennec,
2000). Alors chaque mol écule d’ ovalbumine posséde un pont disulfure et quatre groupements
SH libres, trois de ces groupements sont tres réactifs dans la protéine native, le quatrieme
étant enfoui al’intérieur de la chaine polypeptidique. Au cours de la dénaturation thermique,
ce quatrieme groupement sulfhydrile est démasqué et devient également actif (Thapon et
Bourgois, 1994 ; Croguennec, 2000 ; Lechevalier, 2005 ; Huopalahti et al., 2007 ; Jeantet et
al., 2007).

C’est la seule protéine du blanc d’ ceuf qui possede des groupements SH libres pouvant donner
lieu & des réarrangements selon les conditions de conservation, pH et de dénaturation de
surface (Lechevalier, 2005 ; Jeantet et al., 2007 ; Huopalahti et al., 2007 ).

14
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C'est une protéine qui est influencée par son environnement ionique ; ele peut fixer du Cu**
et du Mg* au niveau des phosphorines, ce qui réduit la fermeté du gel d’ ovalbumine et du
blanc d'ceuf (Croguennec, 2001).

Une part importante de la chaine pol ypeptidique est engagée dans les structures secondaires,
avec 32% des acides aminés impliqués dans des feuillets B, 30% dans des hélices o comme
le montre sa structure tridimensionnelle (figure 3), déterminée par diffraction des rayons X
haute résolution (1,95 A) (Lechevalier, 2005 ; Huopalahti et al., 2007).

Figure N° 3: Structure tridimensionnelle de I’ ovalbumine (Lechevalier, 2005).

| .3 Une conformation plus stable, la S-ovalbumine

Lors de la conservation des ceufs ou de traitements thermiques modérés en milieu alcalin,
I’ovalbumine acquiert une conformation plus thermostable, 1a S-ovalbumine (Lechevalier,
2005). Des études caorimétriques ont montrés que |I’ovalbumine se transforme en S-
ovalbumine dans des conditions acalines in vitro (figure 4). Cette transformation dans le
blanc d’ ceuf de poule est due ala sécrétion de dioxyde de carbone au court de stockage par sa
coquille et cette sécrétion est responsable de I’ augmentation de pH du blanc d’ ceuf (Y amasaki
et al., 2003).
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Figure N° 4 : Lathermostabilité de |’ ovalbumine native et de la S-ovalbumine mesurée par
DSC dans un tampon phosphate a pH 6 (Y amasaki et al., 2003).

a: L’ ovalbumine native des ceufs fraiches ; Tp=77,7°C

b : La S-ovalbumine formée aprés un stockage de I’ ceuf pendant un mois a 30°C ; Tp=85,8°C
¢ : La S-ovalbumine produite par un traitement alcalin; Tp=85,5°C

d: La S-ovabumine pure ; Tp=85,1°C

A pH 9, la température de dénaturation, déterminée par calorimétrie différentielle, de
I”’ovalbumine est de 84,5°C dors qu’ele est de 92,5°C pour la S-ovalbumine (Lechevalier,
2005), avec un intermédiaire dénaturée a 88,5 °C (Huopalahti et al., 2007).

L’ augmentation de la stabilité thermique chez la S-ovalbumine est due a un remaniement
structural de I’ovalbumine. La structure globale de la S-ovalumine, y compris la structure de
la boucle de centre réactive, est presgue identique a celle de I'ovalbumine, excepté le
mouvement significatif de feuillets-p A; loin de feuillets-B A, (125-128), les changements
de la conformation de la chaine latérale autour de Phe-99 et surtout la remarque la plus
saisissante au niveau des trois serines ( Ser-164, Ser-236, et Ser-320 ) qui prennent la
configuration-D ( figure 5). Outre ces interactions des études sur la structure secondaire de
I’ovalbumine et de la S-ovalbumine ont montré une diminution dans le taux d hélice o (de
2,5%) et une augmentation dans le taux des feuillets B (3 &4%) (Y amasaki et al., 2003).
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Figure N°5: Les différences structurales globaes entre I'ovalbumine native et la S-
ovalbumine, la structure de S-ovalbumine (rose) est superposée alastructure d'ovalbumine
native (blanc). Lafleche rouge représente la distance dans laquelle le feuillet B A; et loin du

feuillet B A, (Yamasaki et al., 2003).

| .4 Fonctionsdel’ ovalbumine

L’ ovalbumine possede des propriétés gélifiantes, moussantes et émulsifiantes qui sont utilisés
dans la pratique ; ces propriétés dépendantes de I’ état de la protéine ; elles sont réduites quand
le taux de S-ovalbumine s accroit (Alais et Linden, 1997). En plus des propriétés citées,
I’ ovalbumine joue un réle dans le développement de I'’embryon du poussin (Huntington et
Stein, 2001).

Par traitement thermique, I’ ovalbumine acquiert une activité inhibitrice de protéase suite a un
changement de sa structure secondaire dans la région du site actif. Elle possede donc dans sa
sequence primaire toutes les informations pour la formation du complexe serpine-protéase
(Lechevdlier, 2005).

Deux peptides dérivés de I'ovalbumine présentent des activités anti-hypertensives. Le
premier, appelé ovokinine, qui correspond au fragment 358-365, est produit par I”hydrolyse
pepsique de I’ovalbumine. Le second, correspondant au fragment 359-364 est libéré lors de
I” hydrolyse chymotrypsique de I’ ovalbumine, appelé ovokining(2-7) (Nau et al., 2003) .
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II. L ovotransferrine

1.1 Généralités

L’ ovotransferrine, également appelée conalbumine, représente environ 13% de la fraction
protéique du blanc dceuf (Huopalahti et al., 2007). Elle appartient a la famille des
transferrines avec la possibilité de fixer deux atomes de fer par molécule, comme €elle présente
la particularité de complexer d'autre cations bi et trivalents comme le Cu?* ,Zn** AI**, et le
Fe** (Cheftel et al., 1985 ; Huopalahti et al., 2007).

Cette protéine a été isolée comme |’ ovalbumine par précipitation au sulfate d ammonium ou
de sodium. Elle peut également étre obtenue par chromatographie d échange d’ions
(Lechevdlier, 2005).

[l .2 Structure

L’ ovotransferrine est une simple chaine polypeptidique contenant 686 acides aminés (PM
77700 Da). Il s agit également d’ une proténe globulaire. Son pHi est proche de la neutralité
(6,5) .Elle présente une conformation bilobale (figure 6), (lobe N terminal et le lobe C
terminal) de conformations similaires, reliés entre eux par une courte séquence peptidique
(Ibrahim et al., 1998 ; Huopalahti et al., 2007 ; Jeantet et al., 2007).

La structure bilobale de |’ ovotransferrine est maintenue en place par 15 ponts disulfures ; la
molécule ne possede aucun groupement SH libre (Ibrahim et al., 1998 ; Lechevalier, 2005 ;
Jeantet et al., 2007).

Chaqgue lobe se divise en deux domaines et contient un site de fixation spécifique du fer dans
la cavité formée par la région inter domaine. Chimiquement, ces deux lobes ne sont pas
identiques. Le lobe C est maintenu en place par neuf ponts disulfures tandis que le lobe N en
possede six (Jeantet et al., 2007).

C'est une glycoprotéine: elle ne possede gqu'un seul glycane, composé de trois résidus

A% Lerole

mannoses et six résidus N-acétylglucosamines, localisé au niveau du résidu Asn
du résidu glycane qui n’intervient pas dans la fixation du fer est toujours inexpliqué

(Lechevdlier, 2005).
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Figure N°6: Structure tridimensionnelle de I’ ovotransferrine (Lechevalier, 2005).

La conalbumine est la plus thermosensible de toutes les protéines du blanc d ceuf lors de la
mise en ceuvre des traitements thermiques (Thapon et Bourgeois, 1994). Elle coagule vers
63°C (Alaiset Linden, 1997).

Néanmoins, la fixation du fer au niveau des sites actifs engendre un changement de
conformation de la protéine et sa résistance au chauffage est accrue. De méme,
I"augmentation de la force ionique permet d’améliorer sa stabilité thermique (Huopalahti et
al., 2007).

Il .3 Fonctionsdel’ovotransferrine

L’ ovotransferrine appartient a la méme famille que la serotransferrine et la lactoferrine. Elle
fixe le fer de maniére réversible et joue ainsi un réle dans son transport vers les sites de
stockage ou d'utilisation et la défense contre les infections bactériennes. Ainsi, elle est
capable d'inhiber la croissance de certaines bactéries proliférant dans les aliments telles que
Pseudomonas sp ou Escherichia coli (Huopalahti et al., 2007) . Plus récemment, Ibrahim et al
(1998) ont identifié un domaine sur la molécule présentant une activité antibactérienne
indépendante de I’inhibition par ferriprivation. Ce domaine est inséré dans la séquence 109-
200 sur le lobe N de la protéine; il inhiberait le développement de S. aureus et E. coli
(Lechevdlier, 2005).

Elle possede une certaine action anti-oxydante (Thapon et Bourgeois, 1994) et inhibe les

bactéries Gram négatives en les privant du fer nécessaire aleur croissance (Nau et al., 2003).
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Actuellement, I’ utilisation de I’ ovotransferrine se limite au secteur médico-nutritionnel. Les
rares applications interviennent dans le traitement d’infections intestinales bactériennes chez
les nouveau-nés (Huopalahti et al., 2007).

L’ activité anti-hémagglutinante de cette glycoprotéine a tout d’ abord été mise en évidence
contre le virus influenza du porc, avant d étre confirmée par Tsuge et al. (1996) contre le

rotavirus bovin et le virus de |la maladie de Newcastle des poules (Nau et al., 2003).

[11. Lelysozyme

[l .1 Généralités

Le lysozyme est une protéine globulaire qui représente 3,5% des protéines du blanc d’ ceuf
(Lechevalier, 2005). Découvert au début des années 1920 par Alexander Fleming, fut la
premiere protéine du blanc d’ ceuf dont on démontra I’ activité antibactérienne vis-a-vis des
bactéries Gram-positives (Nau et al ., 2003), par hydrolyse des liaisons (1-4) entre I’ acide N-
acétylmuraminique et le N-acétylglucosamine des mucopolysaccharides de la paroi
bactérienne (Lechevalier, 2005). Depuis, le lysozyme s est avéré efficace contre certaines
infections bactériennes et virales, mais il a également éé montré qu’il possede des activités
anti-inflammatoires et immuno-modulantes (Nau et al., 2003).

Lysozyme est une enzyme omniprésente dans la nature, se produit dans presgue toutes les
secretions fluides du corps, et tissus d'étre humain et organismes animaux. Elle a aussi été
isolée de quelques plantes, bactéries, et bactériophages. Elle est exceptionnellement
abondante dans le blanc d'ceuf de la volaille, et I'albumen de I'ceuf de poule est la source
commerciale maeure de cette enzyme (Ibrahim et al., 1996 ; Huopalahti et al., 2007).

Le lysozyme est classiqguement purifié par précipitation a pH 9,5 en présence de NaCl 5%. Il
peut également étre obtenu par chromatographie d’ échange d’ions, ce qui préserve davantage

les propriétés fonctionnelles et biologiques de la protéine (Lechevalier, 2005).

11 .2 Structure

Il existe plusieurs types de lysozyme, le plus courant et e plus étudié étant le lysozyme c
(celui présent dans |’ ceuf de poule) (Lechevalier, 2005).

Il présente 129 résidus d’ acides aminés, un PM de 14,4 KDa et un pH isoélectrique trés élevé
de 10,7 (Thapon et Bourgeois ,1994). Environ 40 % de ces résidus sont hydrophobes et un
tiers sont chargés, parmi lesquels une proportion importante de résidus basiques, Ceci confére

alaproténe respectivement sa structure globulaire et un pHi particuliérement élevé de 10,7.
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Le lysozyme est |a seule proténe connue du blanc d' ceuf avec I'avidine a posséder un pHi
basique. Il peut de ce fait former des complexes éectrostatiques avec des protéines comme
I’ovomucine, |’ ovotransferrine ou I’ ovalbumine. Le complexe ovomucine-lysozyme est ains
connu pour jouer un réle important dans I’ évolution des propriétés viscod astiques du blanc
d’ ceuf au cours du vieillissement (Huopalahti et al., 2007).

Le lysozyme possede quatre ponts disulfures entre les Cys 6 et 127, 30 et 115, 64 et 80, 76 et
94, qui pourront réagir avec les thiols libres de certaines proténes telle I’ovalbumine, par
échange SH/SS.

En ce qui concerne la structure secondaire, le lysozyme compte 8 hélices o pour un seul
feuillet B.

La structure tertiaire du lysozyme a été largement étudiée par RMN et rayons X (figure 7). La
chaine est repliée sur elle méme de maniere a ce que les quarante acides aminés N-terminaux
forment un domaine globulaire compact avec un corps hydrophobe enfermé entre 2 hélices a.
Un second domaine plus hydrophile (40-85iéme acides aminés) constitue une face de la cavité
du site actif du lysozyme. Le reste de la chaine remplit |’ espace entre les deux domaines et lie
la cavité du site actif aux résidus hydrophobes. Tous les résidus polaires chargés, a une ou
deux exceptions pres, sont exposes a la surface de la protéine, les groupements apolaires ou
hydrophobes sont en grande magjorité enfouis al’ intérieur, les flancs non polaires des hélices
se tassant les uns contre les autres. Le feuillet B, plus exposé au solvant, est entierement

hydrophile (Lechevalier, 2005 ; Huopalahti et al., 2007).

Figure N°7 : Structure tridimensionnelle du lysozyme (Lechevalier, 2005).
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11 .3 Fonctions du lysozyme

Le Lysozyme est une enzyme (CE.3.2.1.17), connu aussi comme une muramidase et N-
acetylmuramique hydrolase (Thapon et Bourgeois, 1994) ; une enzyme qui appartient a la
classe des enzymes qui lyse les parois des cellules bactérienne Gram + (Lechevalier, 2005),
de ce fait elle est potentiellement utilisée comme un agent antimicrobien dans les aliments et
les médicaments (Ibrahim et al., 2002).

Des chercheurs ont également constaté que le lysozyme de blanc d’ ceuf possédait une activité
bactéricide autre que I hydrolyse enzymatique des parois bactériennes. Cette activité contre
les bactéries Gram + et Gram — peut étre obtenue par dénaturation partielle du lysozyme
(Huopal ahti et al., 2007).

Ces propriétés bactéricides assurent a I’embryon une protection contre les invasions
bactériennes et sont exploitées industriellement. Ainsi, le lysozyme a été largement utilise
dans la fabrication de fromages a pate pressee cuite pour prévenir les défauts liés a une
contamination par Clostridium tyrobutyricum (Lechevalier, 2005), et en raison de son
inactivité vis-a-vis des souches de fermentation et des cultures secondaires nécessaires a
I’affinage des fromages. Le lysozyme peut également limiter la croissance de bactéries
pathogeénes dans les aliments réfrigérés : Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum,
Clostridium jguni et Yersinia enterocolitica sont sensibles a I’ activité lytique du lysozyme
(Nau et al., 2003).

Il est également utilisé en tant que conservateur naturel, notamment au Japon, pour prolonger
I’état de fraicheur des légumes et des aliments a base de produits de la mer ou de produits
carneés.

Les propriétés du lysozyme sont également exploitées dans les thérapies contre des infections
virales ou bactériennes notamment au niveau de la cavité buccale (Lysopaine®). Le lysozyme
Sutilise également comme analgésique et comme agent stimulant dans les traitements
antibiotiques (Huopaahti et al., 2007).

V. Ovomucine

L’ovomucine est une glycoprotéine constituée de deux sous-unités o et f (Réhault et al.,
2007). La sous unité a moins glycosilée (10 a 15%), la sous unité B trés fortement glycosilée
(50 &65%) (Davis et Reeves, 2002).Son poids moléculaire est d environ 10” Da. Trés riche en
sucres (33%) se présentant sous forme de fibres ultramicroscopiques flexibles (2000-3000 nm

de longueur) (Thapon et Bourgeois, 1994), ce qui confére un aspect gélatineux au blanc et
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limite de ce fait la dissémination des microorganismes (Réhault et al., 2007), Elle représente
1,5 a 3,5% des protéines du blanc d' ceuf (Davis et Reeves, 2002).

Cette protéine est insoluble dans I’ eau et soluble dans les solvants saline de pH supérieur ou
éga a 7(Linden et Lorient, 1994), elle peut étre précipitée par simple dilution de I’albumen
avec de |'eau distillée (pH 6 a 8) ou en abaissant le pH de I’abumen au voisinage de 4
(Thapon et Bourgeois, 1994).

Elle est assez thermorésistante mais elle est sensible a la dénaturation de surface (Alais et
Linden, 1997); elle contribue a la stabilisation des mousses a froid mais n’ont aucune partie
dans laformation de mousse (Cunningham, 1976 ; Thapon et Bourgeois, 1994).

Cette protéine peut s associée avec plusieurs protéines du blanc dceuf : ovalbumine,
I’ ovotransferrine mais surtout avec le lysozyme (Thapon et Bourgeois, 1994). Ceci explique
la présence du lysozyme dans les quantités de 15 a 20% dans les préparations d’ ovomucine
(Guerin et Brulé, 1992 cité par Davis et Reeves, 2002). La conalbumine et I’ovalbumine
étaient également présentes dans le précipité d’ ovomucine en quantité indéterminée (Ferreira
et al., 1999).

L’ovomucine est un inhibiteur de I’hémagglutination virale (agglutination des hématies)
(Alais et Linden, 1997). Son activité antivirale a été observée vis-a-vis du virus de lamaladie
de Newcastle de poule, du rotavirus bovin et du virus de la grippe humaine in vitro (Réhault
et al., 2007).

23



Synthése bibliographique

Chapitrelll : Effet du traitement thermique sur les protéinesdu blanc d’ eeuf

L es traitements thermiques appliqués au cours des procédés de fabrication entrainent dans une
trés grande majorité des cas des modifications conformationnelles des protéines alimentaires,
le cas des proténes du blanc d’ ceuf pouvant conduire aleur gélification (Sanchez et Frémont,
2003).

Les traitements de stabilisation tels que la pasteurisation ou le séchage doivent agir sur laflore
microbienne sans atérer les propriétés fonctionnelles de I'aiment (Thapon et Bourgeois,
1994).

1. Dénaturation des protéines

La dénaturation des protéines est due soit a des agents physiques (température, haute pression,
actions mécaniques ...etc.) ou a des agents chimiques (urée, détergents, solvants, acides et
bases...etc.) (Campbell et al., 2003 ; Navizet, 2004).

Elle peut ére considérée comme toute modification de la conformation (au niveau des
structures secondaire, tertiaire et quaternaire) qui n'est pas accompagnée par la rupture de
liaisons peptidiques impliquées dans la structure primaire (Cheftel et al., 1985). Elle
comprend 2 étapes (figure 8) : quand la protéine se déplie et perd sa forme spécifique, on dit
gu'elle est déployée, la suppression de |’ agent dénaturant permet sa renaturation. La deuxiéme
étape de la dénaturation consiste en un passage de |'état déployé en un état dénaturé par

établissement de liai sons secondaires non spécifiques (Berrada, 2009).

Etat natif Etat dénaturé

Etat déplové

Figure N°8 : Dénaturation réversible et irréversible d’ une protéine (Berrada, 2009).
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Selon les protéines et les conditions expérimentales, la dénaturation peut étre réversible ou
irreversible. Dans la dénaturation réversible, la formation d'interactions inter ou
intramoléculaires est suivie d'un retour a la conformation native. Quand les ponts disulfures
contribuent ala conformation de la protéine et qu'’ils sont rompus, la dénaturation est souvent
irreversible (Cheftel et al., 1985; Linden et Lorient, 1994). La protéine dénaturée est
généralement plus flexible, moins compact, plus hydratée, plus sensibles aux enzymes
protéolytiques et d' un point de vue thermodynamique plus désordonnée que la protéine native
(Hagolle, 1997 ; Well, 2001).

1.1 Dénaturation thermique desprotéines

Parmi les agents physiques susceptibles de dénaturer les protéines, la chaleur est la plus
connue ; la coagulation du blanc d’ ceuf est un exemple bien familier (Yon, 1969 ; Cheftel et
al., 1985).

La chaeur provogue une dénaturation dont |’ étendue dépend de la température et de la durée

de chauffage (Thapon et Bourgeois, 1994).

Le blanc d’ ceuf est un milieu hydraté, visqueux, riche en protéines, un traitement thermique de
ce type de milieu engendre une dénaturation de ses composants. Les protéines subissent sous
I effet de latempérature un remaniement structural. Ce remaniement & |’ échelle moléculaire a
un effet direct sur les propriétés fonctionnelles des protéines (Sanchez et Frémont, 2003).

L’ augmentation de la température d’ une solution protéque, augmente I’ énergie de vibration
et de rotation des molécules. Au dela d’une certaine amplitude, ces mouvements changent
profondément les équilibres entre les interactions faibles qui donnent la stabilité a la
conformation globulaire de la protéine. Les chaines polypeptidiques se déplient et peuvent
former un gel voire des agrégats par |’ association des molécules entre elles. Enfin, la chaleur
agit sur la capacité calorifique de la protéine sachant que la valeur de celle-ci est plus petite
lorsgue la molécule est repliée dans son état natif (figure 9) (Appavou, 2005).
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'y Etat de
transition

Energie libre

Etat non &@ 1 Stabilité
rephé

Figure N°9 : Schémasimplifié de laréaction de dénaturation-renaturation (Appavou, 2005).

1.2 Effet de la chaleur sur la structure des protéines globulaires

Les modifications de structure des protéines globulaires, résultant d’ un traitement thermique,
peuvent conduire a la formation d’un coagulum ou gel thermo-irréversible. Cette gélification
peut se décomposer en plusieurs étapes successives : dénaturation des protéines, agrégation et

coagulation ou gélification (Lechevalier, 2005).

1.2.1 Dénaturation thermique des protéines globulaires

Le chauffage d'une protéine globulaire provoque sil est dintensité suffisante des
changements conformationnels irréversibles se traduisant par une perte de structure
secondaire et tertiaire (figure 10) , ¢’ est la phase de dénaturation (Campbell et al., 2003).

Perte de structure tertiaire i

Perte de structure secondaire |

| I
Nouvelle interactions, liaison | I
S-S ete. | . ;
Agrégation et réactions 1:1
chimiques sur les chaines . |
|atérales (réaction de Maillard). |

: »

55 70 80 20 100 T (°C)

Figure N°10 : Principales conségquences d’ une augmentation de température T (°C) sur la
structure secondaire. tertiaire d’ une protéine alobulaire (Sanchez et Frémont. 2003).
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Pendant cette étape, 1a molécule protéique se déplie et adopte une conformation différente de
celle al’ é&at natif. Par conséquent, il y’aura exposition des groupements hydrophobes tel que
les groupements sulfhydriles. Cet effet hydrophobe au niveau de la structure secondaire
signifie habituellement qu'il y a une petite diminution de la proportion des hélices a et une
augmentation de celle des feuillets 3 (Campbell et al., 2003).

D’autres changements structuraux peuvent étre induits par un chauffage tel que rupture de
ponts disulfures et réaction de Maillard (figure 10). Il est cependant utile de préciser que le
niveau de dénaturation et d’ agrégation subie par une proténe dépend de sa structure initiale et
de sa concentration, de latempérature, du temps de chauffage et du mode de chauffage utilisé,
des parametres environnementaux (pH et force ionique) et de la présence d’ autres molécules
(Sanchez et Frémont, 2003).

La sensibilité d’ une protéine a la dénaturation est fonction de la vitesse avec laguelle I’ agent
dénaturant va rompre les interactions ou liaisons qui stabilisent les structures secondaire,
tertiaire ou quaternaire. Comme ces structures varient d’une protéine a |’ autre, les effets des
agents dénaturant dépendront de la protéine (Cheftel et al., 1985 ; Linden et Lorient, 1994).

1.2.2 Agrégation

La dénaturation est suivie par une phase d agrégation des protéines dénaturées formant alors

des structures supramoléculaires appel ées agrégats dont le diamétre apparent peut atteindre

des dizaines de micromeétres (Sanchez et Frémont, 2003).

L’ agrégation est due aux interactions protéine-protéine avec formation de complexes de

masse moléculaire élevée. L’ association des molécules résulte d’un équilibre entre forces

attractives et répulsives.

Les agrégats peuvent étre de deux types en fonction de la charge portée par la protéine native :
eDes agrégats linéaires ou filamenteux quand les forces de répulsion sont
importantes (pH extrémes, faible force ionique,...). Dans ce cas, |’ éape
d association est plus lente que celle de déenaturation et les interactions protéines-
solvant restent importantes. Les agrégats formés sont fortement hydratés et peuvent
rester solubles jusqu’ aune taille critique.

e Des agrégats dits "aléatoires’ ou coagulum quand les forces de répulsion sont
faibles (pH voisin du pHi, forte force ionique,...). L’ agrégation intervient aors avant
la dénaturation, les interactions protéine-protéine sont favorisées et les agrégats se

présentent sous |’ aspect de "paquets” de molécules (Lechevalier, 2005).
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1.2.3 Coagulation ou gdlification

L’ augmentation de la connectivité entre les agrégats formés peut conduire alaformation d’ un
gel ou d'un coagulum, selon le type d’ agrégats présents.
Aing, les réseaux formés a partir d’ agrégats linéaires sont fins, transparents et emprisonnent
une grande quantité d eau. On parle de gel. A I'inverse, les réseaux formés a partir d agrégats
"aléatoires’ ont des zones de jonction du réseau tridimensionnel constituées d’ un grand
nombre de protéines. |ls sont plus opaques, se déforment moins a la rupture et sont davantage
sujets a des phénomeénes de synérese. On parle alors de gel particulaire ou coagulum.

Une représentation schématique des deux types de gels est proposee en figure 11
(Lechevalier, 2005).

A faible force ionique

Loin du pHi

Chaleur W
S

Gel transparent

ot

()

Protéine

native @ Prochgel du pHi @ >
> * g

Protéine
dénaturée

A forte force ioniaue Agrégat

Figure N°11 : Représentation schématique de la gélification thermique de protéines
globulaires (Croguennec, 2000 ; Jeantet et al., 2007 ).

1.3 Effet delachaleur sur lespropriétésfonctionnelles desprotéinesd’albumen

En plus de leurs hautes qualités nutritionnelles, les protéines du blanc d ceuf sont bien
connues pour leurs propriétés gélifiantes ou coagulantes et moussantes. La corrélation entre
les propriétés structurales des protéines de I’albumen et leurs propriétés fonctionnelles a fait
I’objet de plusieurs études. Comme le traitement thermique est souvent requis pour assurer
une sécurité hygiénigue ou obtenir des qualités organoleptiques souhaitables des produits
alimentaires contenant du blanc d’ ceuf , une grande attention était portée sur les changements
des propriétés structurales du blanc d ceuf responsables des modifications des propriétés
fonctionnelles (Van der Plancken et al., 2005).
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La pasteurisation est connue comme étant I’un des traitements les plus nuisibles pour les

propriétés moussantes et gélifiantes du blanc d'ceuf (Lechevalier, 2005).

1.3.1 Sur le pouvoir gdifiant

Ce pouvoir est di a une dénaturation irréversible des proténes de I’ albumen, principa ement
de I’ovalbumine sous I'action de divers agents physiques (chaleur, action meécanique)
(Thapon et Bourgeois, 1994). Cette gdlification consiste en une rupture des liaisons
intramoléculaires provoquant un dépliement des molécules protéiques avec formation de
nouvelles liaisons intermol éculaires, par conséquent il y a changement de structure secondaire
avec un passage de laforme o alaforme  plissée (moins soluble) (Linden et Lorient, 1994),
il se forme ainsi un réseau fibrillaire protéique (gel) dans lequel I'eau et les substances
solubles sont emprisonnées (Thapon et Bourgeois, 1994).

Le réseau du gel protéique est généralement formé via des interactions non covalentes telles
gue les interactions hydrophobes, ponts hydrogenes, ou bien avec des interactions
électrostatiques et moins fréguemment par interactions covalentes telles que les ponts
disulfures (Mine,1995).

Le blanc dceuf est utilise comme agent gdifiant et épaississant afin d’améliorer la
consistance des produits alimentaires (Ngarize et al., 2004 ; Ngarize et al., 2005). Cette
propriété est recherchée dans I'industrie de cuisson telle que la pétisserie (les génoises, les
flancs, les crémes anglaise et les gateaux) et la charcuterie (quenelles, surimi, saucisses...)
(Thapon et Bourgeois, 1994 ; Davis et Reeves, 2002).

Le blanc perd safluidité vers 62 C° mais e maximum de fermeté est atteint au-dela de 70C°.
Les protéines du blanc d’ ceuf n’ont pas toutes le méme comportement vis-a-vis de la chaleur
(tableau VI11) (Nathier-Dufair, 2005 ; Jeantet et al., 2007).

En chauffant le blanc a 10°C/min, deux pics principaux de variations enthalpiques
apparaissent entre 60 et 65°C pour le premier et entre 80 et 85C° pour le second,
correspondant respectivement a la dénaturation de I’ ovotransferrine et de I’ovalbumine. Un
pic intermédiaire peut étre visible et correspond a la dénaturation du lysozyme (Lechevalier,
2005).
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Tableau VIII : Température de dénaturation des principales protéines de I’ albumen
déterminées par DSC (Lechevalier, 2005).

Température de dénaturation
Protéines Dansleblanc d eeuf | En solution aqueuse
pH 7 pH 9 pH 7 pH 9

Ovabumine 84,5 84,0 84,0° 84,0°
Ovotransferrine | 65,0 69,5 61,0° 62,0°
Lysozyme 74,0 - 75,0° 72,5°

a:eau
b : tampon tris-HCI

Apres dénaturation par un traitement thermique, les protéines du blanc d’ oeuf préalablement
déplissées par chauffage agissent |’ une sur |’ autre dans des conditions favorables pour former
un gdl. Lafermeté des gels est corrélée avec I’intensité du traitement thermique (Campbell et
al., 2003 ; Lechevalier, 2005).

La formation d'un gel est un processus compliqué et elle est généralement affectée par la
concentration en protéines, quantité et éat de I'eau, force ionique, temps de chauffage,
température, pH et interactions avec d'autres composants (Campbell et al., 2003).

Kitabatake et al., (1989) ont obtenu des gels de blanc d ceuf plus fermes par un chauffage en
deux temps en présence de NaCl que par un simple chauffage du méme produit (Lechevalier,
2005).

Généralement, la formation du gel est favorisée dans les conditions qui réduisent les forces
répulsives éectrostatiques entre les molécules de protéine. En d'autres termes, les valeurs du
pH voisines du point isoélectrique (pHi) et 1a concentration ionique élevée sont des facteurs
qui peuvent favoriser la formation d'un réseau a trois dimensions, a condition que la
concentration en protéine soit suffisasmment élevée pour des conditions données (Campbell et
al., 2003).

L’ gout de chlorure de sodium et de sucres a tendance a freiner la gélification thermique du
blanc d’ceuf : ce sont des agents protecteurs de dénaturation qui sont goutés communément

aux ovoproduits commerciaux (Nathier-Dufair, 2005).
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1.3.2 Sur le pouvoir moussant

Comme la plus part des protéines et de nombreuses autres substances (détergents et
phospholipides), les protéines du blanc d’ ceuf sont de grand agent tensioactif, ce qui confére
au blanc d ceuf un excellant pouvoir moussant (Thapon et Bourgeois, 1994 ; Davis et Reeves,
2002). En relation direct avec ces propriétés tensioactives, ces proténes montrent une
capacité toute particuliére a inclure des bulles d'air au cour du battage : il se forme une

mousse (figure 12) (Thapon et Bourgeois, 1994).

Figure N° 12 : Formation de lamousse (Marotte et al ., 2000).

Les capacités moussantes du blanc d'ceuf sont attribuées a l'interaction entre les diverses
protéines congtitutives essentiellement : les globulines, I’ovomucine et I’ ovalbumine (Nathier-
Dufair, 2005).
Les caractéristiques principales qui définissent un bon agent moussant peuvent étre
récapitul ées comme suit :

e L’ aptitude d’ adsorption rapide dans I’interface air-eau durant le battage pour subir un

changement conformationnel rapide et un réarrangement al’interface (figure 13);

e De former un film viscodlastique ccesif via I’interaction intermoléculaire (Mine,
1995 ; Davis et Reeves, 2002 ; Campbell et al., 2003 ; Jeantet et al., 2007).
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Figure N°13 : Adsorption d’une protéine al’interface eau-air (schématique) ; 1.
Transport vers|’interface ; 2. Réorganisation (dépliement) ; 3.
Interactions protéine-protéine (Gauthier, 2000).

Les propriétés moussantes du blanc d'ceuf sont influencées par de nombreux facteurs :
facteurs liés a I’animale (&ge de la poule, aimentation, état sanitaire), a la conservation de
I’ceuf, aux traitements technologiques de I’'abumen (action du froid et de la chaleur,
traitements mécaniques, additifs...).

La stabilité de la mousse est une propriété technologique importante. Le pouvoir moussant est
recherché dans I'industrie de biscuiterie (biscuits a la cuillére), pétisserie (meringues),
confiseries, plats cuisinés (macarons, mousses de |égumes) (Thapon et Bourgeois, 1994).

Il a été trouve que des traitements thermiques modérés mis en ceuvre avant laformation de la
mousse améliorent certaines propriétés moussantes des protéines du blanc d ceuf. Ces
traitements thermiques entrainent une augmentation du foisonnement mais la stabilité peut
décroitre, cependant des traitements thermiques plus séveres atérent |a capacité moussante
(Cheftel et al., 1985 ; Van Der Plancken et al.,2006).

L e chauffage des mousses provogue une expansion de |’ air, un abaissement de la viscosité, la
rupture des bulles, et I’ effondrement du réseau (Cheftel et al., 1985).

Des études ont démontré que I'oval bumine dénaturée posséde un pouvoir moussant plus élevé
gue I'ovalbumine native, parce que les protéines dénaturées s adsorbent plus facilement sur la
surface des bulles d'air. Si les solutions de |'ovalbumine partiellement déplissée subissent un
chauffage extréme, elles sont instables et la coagulation Sensuit, réduisant de ce fait la

puissance moussante (Campbell et al., 2003).

32



Synthése bibliographique

1.3.3 Sur le pouvoir aromatique

L’ ceuf entier et plus particulierement le jaune possedent une flaveur caractéristique tres
appréciée. Les arébmes sont fixés sur les lipides du jaune qui renferment plus de 100 composés
volatils différents.

L es traitements technol ogiques de pasteurisation, de concentration et de congél ation modifient
peu le pouvoir aromatique de I’ ceuf, le sechage peut provoquer des flaveurs anormales en cas
de surchauffe du produit ou de stockage prolongé. C'est le fait de la dégradation des
protéines, de I’oxydation des lipides pendant le stockage ou la réaction de Maillard. La
stabilisation de I’arébme peut étre obtenue par une acidification a pH 5,5 précédant le séchage
ou par le désucrage qui, en éiminant le glucose, limite les réactions de Maillard (Nathier-
Dufair, 2005).

1.3.4 Sur Lepouvoir liant

Le pouvoir liant caractérise | aptitude d’ une protéine a maintenir la stabilité de I’ ensemble des
composants d'un produit solide, semi liquide, ou liquide. Cette propriété peut s expliquer par
la formation d’un film protecteur autour des particules ou d’'un réseau fibrillaire dont les
mailles emprisonnent ces mémes particules. L’ augmentation de la viscosité peut également
améliorer la stabilité et I’homogénéite de la suspension.

Parmi les protéines de |'ceuf se sont les albumines qui présentent le meilleur pouvoir liant
(Thapon et Bourgeois, 1994). Les propriétés liantes sont recherchées particulierement par la
charcuterie, ce pouvoir liant est di a la capacité des systemes colloidaux que sont le blanc, et
a un moindre degré le jaune de former des gels englobant d autres substances goutées
(Sauveur, 1988).

Tous les additifs provogquant une augmentation de la viscosité du blanc d’ ceuf améliorent son
pouvoir liant. A I'inverse, des traitements dénaturants qui peuvent altérer cette propriété
(Thapon et Bourgeois, 1994).

1.4 Critéresde dénaturation des protéines

La déenaturation peut affecter non seulement les propriétés structurales des proténes, mais
aussi un grand nombre de leurs propriétés physico-chimiques et biologiques. Les protéines
dénaturées se distinguent de celles natives par plusieurs caractéristiques mais les
modifications qui apparaissent ne sont pas genérales ; elles varient d’ une protéine al’ autre et

pour une méme protéine, elles dépendent de I’ agent dénaturant.
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La diminution de la solubilité et 1a perte de I activité biologique constituent les tests les plus
importants qui permettent de déceler 1a dénaturation d’une protéine (Yon, 1969 ; Thapon et
Bourgeois, 1994).

» Pertedel activité biologique des protéines
Cette perte peut certes constituer un critéere de dénaturation, mais elle n'est pas considéerée
comme une preuve décisive, car certains enzymes peuvent subir des modifications dans leurs
propriétés physiques et chimiques sous I’ action d’ agents dénaturants sans perdre leur activité
biologique ; le lysozyme chauffé a 100°C, ne perd pas ses propriétés lysantes, néanmoins il
subit des modifications puisqu’il est plus rapidement hydrolyse par la trypsine apres
chauffage (Y on, 1969).

» Diminution dela solubilité

La solubilité est liee au changement d énergie libre net résultant de I'interaction des résidus
hydrophobes et hydrophiles sur la surface de la protéine avec le solvant environnant. Un
chauffage intense dénature la structure tertiaire des protéines qui provoque une perte
irréversible de solubilité induisant une précipitation ou une coagulation (Campbell et al.,
2003). La dénaturation s accompagne presgue toujours d’ une perte de solubilité de la protéine
(Hattaet al., 1997; Croguennes et al., 2002).

Il est évident que les protéines insolubles sont indésirables pour I'industrie alimentaire, donc
il est important que la dénaturation par la chaleur soit contrblée pour éviter une perte
significative de solubilité (Campbell et al., 2003). La diminution de la solubilité est
accompagnée d'une augmentation de la sensbilité aux attaques enzymatiques
(Berrada ,2009).

» Apparition de groupementsréactifs

Aprés la dénaturation, il peut apparaitre des ponts dissulfures intermoléculaires dont la
formation entraine généralement une agrégation des molécules protéiques et contribue
largement a la diminution de la solubilité. Les groupements -SH et les ponts disulfures sont
titrés plus facilement sur les proténes dénaturées que sur les protéines natives (Lechevalier,
2005).
La dénaturation s'accompagne aussi de la libération de groupements phénoliques masqués

dans la proténe native, et de quelques groupements carboxyliques et amines (Y on, 1969).
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» Augmentation delaturbidité
Chauffé a une température de 55°C pendant 20 minutes, la solubilité des protéines du blanc
d ceuf diminue, engendrant ainsi une augmentation de la turbidité.
Apres traitement thermique a pH 7,6, des solutions plus troubles sont obtenues comparée a pH
8,8.L’ augmentation de la turbidité pourrait étre expliquée par la dénaturation des protéines les

plus thermosensibles suivies par les thermorésistantes (Van Der Plancken et al., 2006).

» Augmentation dela viscosité
La viscosité de I'abumen dépend de nombreux facteurs: Zootechnologiques (age et
alimentation des poules), durée de stockage, fraction de |I’albumen considéré (blanc épais ou
blanc liquide), conditions de mesure (température, concentration en protéines, pH....)
(Thapon et Bourgeois, 1994 ; Lechevalier, 2005).
La viscosité de I'abumen augmente brutalement a partir de 60°C ce qui traduit la
dénaturation des protéines, en deca de cette température la viscosité diminue progressivement

avec |’ augmentation de la température (Lechevalier, 2005).

1.5 Effetsbeénéfiquesdu traitement thermique sur lesprotéines d’albumen

La dénaturation thermique peut étre également bénéfique, lors de la cuisson (Lorient, 2009).
A I’ éat cru, les protéines du blanc d’ ceuf ingérées seules ne sont digestibles gqu’ a 50 % du fait
de la présence de facteurs anti-trypsiques (ovomucoide et ovoinhibiteur) et surtout parce que
I’albumen cru stimule peu les sécrétions de sucs gastrique et pancréatiques. La cuisson en
coagulant les protéines facilite le travail des enzymes digestives et permet d atteindre une
digestibilité de 92% (Nathier-Dufair, 2005).

Un autre effet positive du traitement thermique est en réduisant le risque de contamination
par des Salmonelles enteritidis, responsables de 60% des toxi-infections alimentaires induites

par cette bactérie lors de la consommation d’ ceufs (Nys et Sauveur, 2004).
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ChapitrelV : Interaction protéines - polyphénols

Les polyphénols, particulierement les tanins, constituent une famille distincte de métabolites
secondaires présents dans beaucoup de plantes et sont considérés comme des défenseurs de
cesdernieres contre les herbivores et les attaques microbiennes (Baxter et al., 1997).

Pendant leur consommation, ils réagissent avec les protéines salivaires en formant des
agrégats insolubles qui sont supposés obstruer la lubrification de la bouche et causer la
sensation d'astringence (Carvalho et al., 2004).

Cette propriété d'interagir avec les proténes est valable dans le cas du tannage qui consiste a
la formation d’ une combinaison des tannins avec le collagéne de la peau, combinaison qui
constitue le cuir (Ribéraux-Gayon et al., 1968 ; Bennick , 2002) .

Les polyphénols étant capables d’interagir avec les proténes, peuvent modifier ainsi leurs
propriétés fonctionnelles. Les interactions polyphénols-protéines ont un rdle dans le
traitement de certaines denrées alimentaires. L’agglutination des protéines sur les
proanthocyanidines immobilisés est utilisée pour clarifier certaines boissons (Ferreira et al.,
1999).

En se basant sur leur structure, les tanins sont commodément divisés en deux groupes, les

tannins hydrolysables et tanins condensés (Bennick, 2002).

Les tannins hydrolysables sont constitués par une molécule glucidique sur laguelle est
estérifié de I'acide galligue ou un de ses dérivés (d'ou le nom de tanins galiques ou
pyrogalliques qu’ on leur donne quelquefois), ils sont facilement hydrolysés par voie chimique
ou enzymatique (figure 14 A), alors que les tannins condensés (proanthocyanidines) résultent
de la polymérisation de molécules élémentaires de flavanes (catéchines) ; ils sont désignés
aussi sous le nom de « tannins catéchiques » et résistent al’ hydrolyse (figure 14B) (Ribéraux-
Gayon et al., 1968).
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Figure N°14 : Structures chimiques d’ un tannin hydrolysable (A) et d'un tannin condensé
(B) (Smith et al., 2005).

D’ apres la littérature, il semblerait qu'il n'y a pas de séquence spécifique d’interaction sur la
protéine. Mais le seul fait d'avoir des séquences riches en résidus proline, glycine et
glutamine suffirait a provoquer la complexation avec les tanins (Simon, 2003).

La famille des protéines riches en proline (PRPs) qui comprennent jusqu'a 70% des proténe

de la salive humaine sont connues pour lier fortement les polyphenols (Baxter et al., 1997).

La communauté scientifigue conféere également aux polyphénols des propriétés médicinales a
la suite de leur ingestion par I’homme. En effet, leurs multiples groupements phénolique
auraient des effets antiradicalaires, antioxydant, anticancérigene, antibactérien, vitaminique...
et préviendraient donc de maladies cardiovasculaires, de certains cancers, d'infections
bactériennes... . Les effets néfastes des tanins sur la santé sont souvent oubliés, mais ils
perturberaient |’ absorption minérale, provoquent I’ inhibition de certaines enzymes digestives
et participent au développement de certains cancers (comme celui de I’ cesophage) (Simon,
2003). En effet, plusieurs études ont rapportées que les tannins ont des effets nuisibles sur les
animaux. Lorsgue I’alimentation de ces derniers est riche en tannins, ils ont constaté : une
diminution dans leurs croissance dans les premiers temps, mais une croissance normale est
observé au fil du temps concomitante avec le début de synthése de PRPs sdlivaire (Cal et
Bennick , 2006).
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|.1 Principe de complexation et liaisons intervenantes

L’ association tannins-protéines est principaement un phénomene de surface. Dans les
conditions engendrant la précipitation des protéines, deux situations sont envisageables : en
premier lieu, I’interaction est telle qu’'un ou plusieurs tanins fixe (nt) la protéine formant une
mono couche, diminuant ainsi leur caractére hydrophile. Ensuite, |’augmentation de la
concentration en protéines permettrait aux polyphénols de jouer le rdle d agents pontants
entre les différentes molécules, grace a leur propriété multidentale. La couche superficielle
hydrophobe se reformerait alors et entrainerait la précipitation des protéines.

Cette précipitation pouvant étre réversible par un gjout de protéine, chacune n’étant apte a
fixer qu’un nombre fixe de polyphénols ou bien par gout de polysaccharides avec lesquels les
tanins se complexent ce qui provogue une diminution de la liaison avec les protéines par effet
compétitif (Simon , 2003).

Le mécanisme de I’ interaction protéine - polyphénol est mal connu, il pourrait se produire par
des liaisons: covaentes, ioniques, hydrogénes ou par des interactions hydrophobes
représentées sur lafigure 15. Le complexe ainsi formé précipite lorsgu’il est suffisamment
hydrophobe (Marcheix et al., 2005 ; Sundar et al., 2008).

Quand les polyphénols sont exposes a I’ oxydation cela peut engendrer des ortho-gquinones qui
sont des intermédiaires trés réactifs que potentiellement pourrait résulter des liaisons
covaentes entre les tanins et les protéines, a présent il y a peu d’évidence pour les liaisons

covalentes entre les tanins et |es protéines (Bennick, 2002).

A cejour, la force majeure d’interaction n'a pas pu étre définie et les liaisons hydrogene ou
interactions hydrophobes se battent |a vedette (Simon, 2003).Ces interactions dépendent de
nombreux facteurs tant au niveau du polyphénol, de la proténe et des conditions du milieu
(Papadopoulou et al., 2004).
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Interaction
hydrophobe

Figure N°15 : Interaction des protéines avec les polyphénols (Simon, 2003).

|.2 Parametres influencant I’ interaction proténes-polyphénols

|.2.1 Parametres liés aux protéines

La structure tridimensionnelle des protéines est primordiale dans |'interaction tannins-
protéines. Elles doivent adopter une structure ouverte, plus exposée au solvant, pour
faciliter |” approche des tannins (Ribéraux-Gayon, 1968 ; Simon, 2003 ; Marcheix et al.,
2005 ; Tiziani et al., 2008). Il n’existe pas de sequences specifiques d'interaction, seule
leur particularité a posséder en tandem des résidus hydrophobes ; proline, glycine et
glutamine suffirait a provoquer une forte affinité pour les polyphénols. Ces trois résidus
suffisent a engendrer une conformation ouverte et étendue ala protéine (Zimmer et
Cordesse, 1996 ; Simon, 2003 ; Tiziani €t al., 2008).

Le poids moléculaire de la protéine conditionne les possbilités de liaison et
d’insolubilisation de la protéine. D’une maniere générale, plus le poids moléculaire des
protéines est élevé, plus I affinité des tannins est élevée (Hgermane et butler, 1981). Au-
dela d’un certain poids moléculaire les mol écul es sont trop volumineuses pour interagir
efficacement (Leinmuller et al., 1991).
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|.2.2 Parametres liés aux polyphénols

La talle du polyphénol (soit le degré de polymérisation pour les tanins condensés) est
importante. L’augmentation de leur poids moléculaire favorise la complexation avec les
protéines. Le nombre de groupements hydroxyles sur les cycles A et B ains que les
galloylations sont importants. Plusil y ade OH plus |’ affinité est importante, donc le nombre
d’ unités monomeériques fait accroitre la quantité d’ hydroxyles (Simon, 2003).

D’un autre coté, s la molécule de tannin est trop volumineuse, elle ne peut pas
s approcher suffisamment des sites actifs de la protéine et les combinaisons deviennent
moins énergétiques. Les combinaisons avec les protéines sont plus accentuées pour des

poids moléculaires des tannins compris entre 500 et 3000 Da (Ribéraux-Gayon, 1968).

|.2.3 Parametres liés aux conditions du milieu

1.2.3.1 Effet du pH

En généra la précipitation des protéines par les tannins est plus élevée lorsque le pH du
milieu correspond au pH isoélectrique de la protéine en question (Bennick, 2002). De ce fait,
la gamme de pH pour laquelle les tannins peuvent insolubiliser des protéines est vaste et

couvre les pH biologiques compris en mgjorité entre 3 et 8 (Zimmer et Cordesse, 1996).

1.2.3.2 Temps d’'incubation

La réaction de complexation est trés rapide en présence de tannins et de protéines purifiés :
moins de 15 minutes quelles que soient les protéines pures et quelle que soit la classe du
tannins purifiés, alors que 15 heure de contact sont , par exemple , nécessaires pour obtenir le
poids maximal de complexes precipités de caséines purifiés en présence de tannins non

purifiés extraits de feuilles de chéne (Zimmer et Cordesse, 1996).

1.2.3.3 Présence de polymér es compétitifs
Des composés secondaires peuvent intervenir également sur la fixation des tanins et sur
I’ affinité avec les protéines, tel que les polysaccharides qui peuvent interférer en agissant de

mani ére compétitive avec les protéines et sur lafixation des polyphénols (Simon, 2003).

1.2.3.4 Autresfacteurs du milieu
D’autres facteurs interviennent privilégiant I'un ou I'autre type de liaison. Les liaisons

hydrogene et les interactions hydrophobes suivent une tendance opposée avec le traitement
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thermique ; une augmentation de température cause une diminution des liaisons hydrogene,
mais une augmentation des interactions hydrophobes (Prigent, 2005).

En condition non oxydantes, toutes les liaisons engagées par les tannins sont théoriquement
réversibles. Alors gu’en présence d’ oxygene moléculaire, la transformation des groupements
phénol en quinones est favorisée, permettant la formation de liaisons covalentes irréversibles
(Zimmer et Cordesse, 1996).

A faible pH et a faible concentration en protéine, une augmentation de la force ionique
augmente la complexation car les répulsions électrostatiques entre les protéines sont réduites.
La présence des ions inorganiques tels que K* et Na*, favorise la précipitation du complexe
tanins- protéines.

L’influence du solvant sur la solubilité des polyphénols agit sur |’association avec les
protéines. Une faible solubilité favorise la fixation des polyphénols car les liaisons
hydrogénes faites avec le solvant doivent étre supprimées avant de se lier avec les protéines
(Simon, 2003).
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Le travail est réalisé au sein des laboratoires de technologie alimentaire et de microbiologie
de I'université ABDERRAHMANE MIRA de Bgaa et du laboratoire d écologie de
I’Université Sciences et techniques Houari Boumediene (USTHB) a Alger. Le but est de
suivre |'effet du traitement thermique sur les proténes de blanc d’ ceuf en appliquant
différents baremes ‘température/temps’. A cet effet, des mesures de viscosité, de densité, de
solubilité, de turbidité et éectrophoreses sur gel de polyacrylamide en conditions native
(NATIVE-PAGE) et en conditions dénaturantes (SDS-PAGE) ont été réalises sur du blanc

d’ ceuf ayant subit un traitement thermique.

Une étude interactionnelle protéines-polyphénols a été réalisée. Le comportement du blanc
d’ ceuf vis-a-vis des extraits de Eucalyptus globulus (écorce, feuilles et fruits) durant le
traitement thermique a éé investie, en anaysant la turbidité et la solubilité des mélanges
extrait phénolique-albumen, ains que I'é&ude des profils éectrophorétiques en condition

native apres avoir réalisé le dosage des polyphénols totaux et des tannins.

1. Effet du traitement thermique sur les proténes du blanc d’ ceuf
1.1 Préparation des échantillons
1.1.1 Séparation du blanc d’ ceuf

Apres lavage et nettoyage des ceufs achetés dans le commerce, les ceufs sont cassés avec
précaution et le blanc est ains séparé du jaune; en prenant la précaution d’enlever les
chalazes. Le pH de I’abumen est mesuré immeédiatement a I’aide d’un pH métre (HANNA
instrument, pH211 Microprocessor pHMéeter), il est égale a 9,45.

1.1.2 Préparation dela solution du blanc d’ ceuf

Le volume de blanc d’ceuf est mesuré a I’ aide d’ une éprouvette puis gjusté avec la solution
tampon Tris-HCI 20 mM, pH 8,2 de fagcon & obtenir une solution & une dilution au 1/200°™,
Une douce agitation pendant 10 minutes est effectuée sur I’ échantillon, suivi d’ une filtration

avec une bande a gaze. Des volumes identiques sont transvases dans des tubes a essai.

1.1.3 Traitement thermique de la solution du blanc d’ ceuf

Les différents baremes du traitement thermique réalisés sur les échantillons de blanc d’ ceuf

sont résumés dans le tableau 1 X.
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Tableau | X: Tableau récapitulatif des différents barémes (Temps/Température) utilisés.

Température (C °) Temps (3min) Temps (10 min) Temps (20 min)
56 T1 T1 T1
T2 T2 T2
T3 T3 T3
59 Ts4 Ts4 Ts4
Ts Ts Ts
Te Te Te
62 T, T, T,
Tg Tg Tg
Ty Ty Ty
65 Tio Tio Tio
Tu Tu Tu
T T T
68 Ti3 T13 T13
T T T
Tis Tis Tis
71 Tie Tie Tie
T17 T17 T17
T1s T1s T1s
74 T1g Tig Tig
T2 T2 T2
Tx Tx Tx
77 T2 T2 T2
Tos Tos Tos
T2 T2 T2
80 Tos Tos Tos
T T T
T 27 T 27 T 27
83 Tos Tog Tog
Tog Tog Tog
T a0 T2 T2
86 Ta Ta Ta
Ta Ta Ta
T T T
89 Ty Ty Ty
Tas Tas Tas
T3 T3 T3

Aprés traitement thermique dans un bain marie thermostaté (Memertt) sous agitation
continue, les tubes sont immédiatement plongés dans un bain de glace pendant 1 minute afin

d’ arréter le processus de dénaturation.
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Les analyses citées ci-dessous sont appliquées sur chaque tube. Les mesures de turbidité et de

solubilité sont réalisées immeédiatement apres le traitement et apres 24 heures de conservation

a 4°C, celles de densité et viscosité immédiatement apres traitement thermique. Le schéma

d’ analyse est illustré sur lafigure 16.

Préparation des tubes contenant 6ml de blanc d’ ceuf
dilué a 1/200 avec le tampon Tris-HCI 0,02 M, pH 8,2

A 4

Traitement thermique aux différents barémes

Arrét du processus de dénaturation en plongeant |es tubes

dans un bain de glace

A 4

A 4

A 4

y

Cdcule delaviscosité
par un viscosimeétre

Cdculedeladensité
par un pycnometre

M esures immédiates

Calcule de% de
solubilité

Calcule de
transmittance a 650 nm

Mesures immediates et apres 24 heures de
conservation a4°C

Figure N° 16 : Diagramme récapitulatif du schémad’ analyses réalisées.

1.2 Estimation dela dénaturation ther mique des proténes du blanc d’ ceuf

1.2.1 Mesuredu trouble

Consiste a mesurer la transmittance du blanc d’ ceuf traité par rapport a celle du blanc d’ ceuf

non traité, ce dernier est utilisé afin de ramener la turbidité a O (qui correspond a une

transmittance de 100%). Cette mesure est réalisée a une longueur d onde de 650 nm (Van der

Plancken et al., 2006), immeédiatement apres traitement et apres 24 heures de conservation a

4°C.
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1.2.2 Dosage et solubilité desprotéinesd’ albumen

Les échantillons traités sont centrifugés a 20000 x g pendant 20 min a4°C (Van der Plancken
et al., 2006). Les protéines du surnageant sont dosées par la méthode de Bradford (Annexe
1). La solubilité des proténes est exprimée par rapport a un blanc non traité selon la formule
suivante :

Concentration des proténes du surnageant traité thermiquement

Concentration des proténes du surnageant non traité

Les mesures sont réalisées immeédiatement apres le traitement thermique et aprés 24 heures de
conservation a4°C (Machado et al., 2007).

1.2.3 Mesure deladensité
La densité a été déterminée en utilisant un pycnometre de 10 ml. Ce dernier a été étalonné
avec de |’ eau distillée & température ambiante (Machado et al., 2007). La densité en g/cm®ou

o/ ml est calculée selon |’ équation suivante :

1.2.4 Mesurede la viscosité

La viscosité n traduit le comportement rhéologique des solutions ou des suspensions
protéiques. C'est-a-dire leur propriété d’'écoulement qui correspond a un phénoméne de
déformation sous I’ influence d’ une contrainte (Lorient et Matringe, 1994).

Pour mesurer la viscosité du blanc d ceuf, un viscosimetre d’ Hoeppler, de type FUNGILAB,
SA (Annexe 2) est utilisé. Le temps de chute de la bille dans le liquide visqueux permet de
calculer laviscosité dynamique (n) en tenant compte de ladensité p; et de laconstante K de la
bille utilisée, ainsi que de ladensité (p2) du liquide dont nous voulant déterminer laviscosité

dynamique (mPa. sou mPoiseuille (mPl)).Laviscosité est calculée selon I’ équation suivante.
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n=K(p1—p2).t

AvVec :

K : constante de labille (mPas.cm® g. s)
p1: Densité delabilleen g/ cm®
p2: Densité du liquide qu’ on veut mesurer saviscosité en g/ cm®

t . Letemps de chute de la bille dans |e tube en seconde.

Pour réaliser cette mesure, il faut remplir le tube du viscosimétre avec les échantillons de
blanc d'ceuf traités thermiquement et mesurer le temps de chute de la bille dans le liquide

visgueux en seconde (Scher, 2006).

1.2.5 Electrophorése sur gel de polyacrylamide en conditions natives (NATIVE-PAGE)
L’ équipement utilisé est la mini-électrophoreése verticale sur plaque en gel de polyacrylamide,

décrite par Laemmli (1970).

L’ électrophorése protéique, en condition non dénaturante, permet de séparer des protéines
présentes dans I’albumen sous I'effet  d’un champ électrique. Cette séparation sur gel de
polyacrylamide est réalisée selon le protocole de Walker (2002), (les solutions utilisées sont
données en annexe 3). La vitesse de séparation dépend de la masse et de la charge de chaque

protéine.

A. Préparation du gel de séparation (7,5%)

1,875 ml de la solution stock d’'acrylamide (7,5%), 1,875 ml de tampon Tris-HCI (1,5 M, pH
8,8), 3,712 ml d'eau distillée et 37,5 pl de persulfate d ammonium (10%) ont ét€ mélangés
et dégazés (pendant 30 secondes). Ajouter 3,75 Ul de TEMED et agiter doucement pour bien
meélanger la solution. Couler cette solution entre les plaques de I’ électrophorese. L'addition
de TEMED initie laréaction de lapolymérisation ; le gel est coulé juste aprés son addition.

B. Préparation du gel de concentration (5%)

0,5 ml de lasolution stock d’ acrylamide (7,5%), 1ml de tampon Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8,
2,466 ml d'eau distillée et 33,33 pl de persulfate d ammonium (10%) sont mélangés et
dégazés comme précédemment. 5 pl de TEMED sont gjoutés. La solution est coulée entre

deux plagques de I’ é ectrophorese.
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C. Coulage des gels entrelesplaques de I’appareil d’éectrophoreése

Apres avoir préparé le gel de séparation, le verser entre les deux plaques de I’ électrophorese.
Des gouttes d’ eau distillée sont ajoutées sur sa surface pour avoir une surface plane, lisse et
non déshydratée.

Apres environ 20 min de polymérisation, I'eau distillée sera éliminée puis le gel de
concentration est gjouté et attendre sa polymeérisation (30 min) apres avoir placeé le peigne.
Aprés une polymérisation compléete des gels, enlever avec soin le peigne du gd de
concentration, Oter aussi tout spacer du fond du gel, et assembler les plaques dans le
réservoir de I'éectrophorese. Remplir le réservoir supérieur avec le tampon d'éectrophorese
et s'assurant que le tampon remplit complétement les puits du chargement de I'échantillon
puis en vérifier toutes fuites du réservoir supérieur. Sil n'y a pas de fuites, remplir le

réservoir inférieur avec le tampon d’ é ectrophorese.

D. Préparation des échantillons de poids moléculaire standard

Les protéines utilisées comme marqueurs dans cette étude sont :

= | ’ovalbumine : 45 kDa

= L’ ovotransferrine: 77,7kDa

= Lysozyme : 14 kDa

La solution standard est préparée de telle sorte que la charge protéique soit d environ 20 pug
dans 20 ul de tampon TrisHCI 0,02 M, pH 8,2.

E. Dépbt des échantillons, standards et migration

Les échantillons de blanc d ceuf dilués a 1/200 avec le tampon Tris-HCI 20 mM, pH 8,2
traités a différents baremes (température/temps), ains que les marqueurs délicatement
introduits 20 L dansles puits du gel de concentration.

Un courant d’intensité de 25 mA et une tension de 100 V est appliqué jusgu’'a ce que le
front du bleu de Bromophénol (front de migration) arrive a 0,5 cm du bord du gel, toute en

maintenant e systéme réfrigére.

F. Révéation des bandes protéiques
Apres migration, les gels sont colorés, avec la solution du bleu de coomassie (R-250)
pendant trois heures. Ce colorant, en milieu acide et en présence de méthanol, a une grande

affinité pour les protéines. Sa petite taille lui permet de pénétrer rapidement dans le gel pour
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atteindre les protéines. Il forme des liaisons é ectrostatiques avec les groupements NH3" et des
liaisons non covalentes avec les régions non polaires des protéines.
Puis les gels sont décolorés dans la solution de décoloration sous agitation jusqu'a

I’ apparition de bandes protéiques. Les gels d’ él ectrophorése obtenus seront  scannés.

1.2.6 Electrophor ése sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes (SDS-PAGE)
Cette technique consiste a faire migrer les protéines en fonction de leur taille selon le
protocole de Walker (2002), (les solutions utilisées sont données en annexe 3).

Réalisée en milieu réducteur ou non, €lle permet donc de repérer la formation d’ agrégats par
création de liaisons coval entes de type pont disulfure.

Deux types d’ électrophorese ont été€ réalises : dans un cas les échantillons protéiques sont
chauffés 5 min & 100°C en présence de SDS et de B-mercaptoéthanol, dans I'autre les
échantillons proté ques sont simplement dilués en présence de SDS.

A. Gel de séparation (10%)

4,433 ml de la solution stock d acrylamide (7,5%), 2,666 ml de Tris-HCI (1,875 M,pH 8,8) ,
6,033 ml d’'eau distillée, 0,133 ml de SDS (10%) et 0,066 ml de persulfate d’ammonium
(10%) sont mélangés et dégazés (pendant 30 seconde). Puis juste avant le coulage, 4,666 il de
TEMED sont gjoutés.

B. Gel de concentration (4%)

0,675ml de la solution stock d’acrylamide (7,5%), 0,5 ml Tris-HCI (0,6M, pH 6,8), 0,05 ml
de SDS (10%), 3,75 ml d'eau distillée et 0,025 ml de persulfate dammonium (10%) sont
mélangés et dégazés. Puis juste avant le coulage, 7 pl de TEMED sont gjoutés.

C. Préparation des échantillons

Les solutions des protéines standards et les solutions d échantillons (préparés comme
précédemment pour la native-page) sont diluées dans la solution de traitement de I’ échantillon

avec un rapport 1/1 (v/v) et chauffées a 95-100 °C pendant 5min.
Deux types de traitement ont été réalisés :

e Les échantillons protéiques sont chauffés 5 min a 100°C en présence de SDS et de -

mercaptoéthanol.

e Les échantillons protéiques sont simplement chauffés en présence de SDS.
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D. Migration électrophoréique et révélation de bandes protéiques

La quantité de protéines déposees est de 20 pg/puits et la migration éectrophorétique est
effectuée dans un tampon d’ é ectrophorese ; sous une différence de potentiel de 200 V et un

ampérage de 30 mA.

Apres migration, les protéines sont colorées, pendant deux heures, avec la solution de
coloration abase du bleu de coomassie Brillant (R-250). La décoloration est effectuée dans la

solution de décoloration sous agitation jusqu’ al’ apparition de bandes protéiques.

Il. Analyse del’interaction des extraits de Eucalyptus globulus - blanc d’ ceuf
I1.1 Préparation dela solution d’extrait de Eucalyptus globulus

Les matieres seches extraites des feuilles, d’ écorce et des fruits de Eucalyptus globulus avec
I’ acétone (70%) ont é&té réalisés par SLIMANI (éudiante en Magister 2009). Chague extrait
est recongtitué dans I’ éthanol (75%) afin d avoir une concentration de 1mg/ml pour la

réalisation des dosages.

Il .2 Analyses phytochimiques

Il .2.1 Dosage des polyphénols totaux

Il .2.1.1 Principe

La quantification des composes phénoliques totaux est basée sur la réaction d’ oxydoréduction
suivante : Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange
d'acide phosphotungstique (H3PW1,040) et d'acide phosphomolybdique (HsPM012040). 1l est
réduit, lors de I'oxydation des phénols, en un mélange d'oxydes bleus de tungsténe et de
molybdene. La coloration bleu obtenue dont [|'absorption maximum a 760 nm est

proportionnelle au taux de composes phénoliques (Ribereau-Gayon et al., 1982).

Il .2.1.2 Mode opératoire

La méthode utilisée est celle décrite par Othman et ses collaborateurs (2007) avec |égéres

modifications.

Un volume de 200 pl de chague extrait est additionne a 1,5ml de réactif de Folin Ciocalteu
(/10) puislelaisser al’ obscurité pendant 5 min. 1,5ml de carbonate de sodium (7,5%) sont
gjoutés. Les tubes sont incubés a I’ obscurité a température ambiante pendant une heure et

demie, lalecture est réalisée a 750 nm.
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Une courbe standard est réalisée avec I'acide gallique dans les mémes conditions que le
dosage des échantillons en remplacant I’ extrait par I’ éhanol (75%).

Les polyphénols totaux sont exprimés en mg équivaent d acide galliqgue par gramme de
matiere seche d échantillon (mg EAG/ g MS), trois répétitions sont réalisees pour chague

échantillon.

Il .2.2 Dosage des tannins totaux

II.2.2.1 Principe

Le dosage des tannins totaux en utilisant la BSA, est basé sur |'aptitude des tannins a
précipiter les protéines formant ainsi un complexe insoluble tannins-BSA. Ce précipité, une
fois dissout dans une solution acaline (SDS/TEA), forme un complexe ion ferriques-
polyphénols de couleur bleu-vert-violacée, qui est mesurée au spectrophotométre a 510 nm
(Ribereau — Gayon, 1968).

Il .2.2.2 Mode opératoire

Nous avons utilisé le protocole de précipitation des protéines (BSA), proposé par Hagerman

et Butler (1978), pour estimer |e contenu en tannins totaux.

2 ml delasolution BSA (1mg/ml) sont gjoutés a 1ml de la solution d’ extrait. Aprés 24 heures
d’incubation a 4°C, une centrifugation est réalisée a 5000 tpm /20 min. Le culot récupéré est
dissout dans 4ml de la solution SDS/TEA /15min, puis additionné a 1ml de chlorure de Fer
(FeCl 3). Le TEA (le triéthanolamine) est nécessaire pour le maintient du pH, le SDS est

employé pour dissoudre |e complexe tannins-protéines.

Le mélange réactionnel est agité vigoureusement avant d’étre laissé au repos a |’abri de la

lumiére /15min. Trois répétitions sont réalisees pour chaque échantillon.

Les absorbances des échantillons sont lues a 510 nm contre un blanc contenant le méme

mélange réactionnel al’ exception de I’ extrait.

Les résultats sont rapportés en mg équivalent acide tannique par gramme de matiere seche
(mg EAT /g MS) (Hagerman et Butler, 1978).
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1.3 Mesuredelaturbidité descomplexes polyphénols-proténesd’albumen

La mesure du trouble formé par le complexe polyphénols-albumen sous I’influence de la
température est réalisée selon le protocole de Vander Planken et ses collaborateurs (2006)
modifié.

Un volume de la solution d’ albumen diluée a 1/200 avec le tampon Tris-HCI 20 mM, pH 8,2
est gjouté a un volume de chaque extrait (écorce, fruits et feuilles) de Eucalyptus globulus
ayant une concentration de 1mg/ml (les solutions d’ extrait sont préparées avec le méme
tampon que celui utilisé pour la solution du blanc d’ ceuf).

Les tubes sont incubés a différentes température de 56°C a 89 °C (tableau IX) pendant 20
min, puis mis immeédiatement dans un bain de glace. La lecture de la transmittance est

effectuée a 650 nm par rapport a un blanc non traité sans extrait de plante.
I1.4 Mesuredela solubilité des complexes polyphénols-protéines d’ albumen

La mesure de la solubilité des complexes polyphénols-albumen, formés par des extraits de
Eucalyptus globulus (fruits, écorce et feuilles) et du blanc d' ceuf est réalisée selon le
protocole de Vander Planken et ses collaborateurs (2006) modifié.

Un volume de la solution d’ albumen diluée a 1/200 avec le tampon Tris-HCI 20 mM, pH 8,2
est gjouté a un volume de chague extrait ayant une concentration de 1mg/ml (préparé avec le
méme tampon que celui utilisé pour la solution du blanc d’ ceuf).

Les tubes sont incubés a différentes température de 56°C a 89 °C (tableau IX) pendant 20
min, puis misimmeédiatement dans un bain de glace .Les échantillons sont ensuite centrifugés
a 20000 g pendant 20 min a4°C.

Les protéines du surnageant sont dosées par la méthode de Bradford (Annexe 1). La
solubilité des protéines est exprimée par rapport a un blanc non traité sans extrait de plante
selon I’ éguation suivante (Machado et al., 2007) :

wn
1
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I .5 NATIVE-PAGE des complexes protéines d’albumen-écorce de Eucalyptus globulus
sous |’ effet de la chaleur

Le protocole réalise est celui de Walker (2002), cité précédemment.

Les échantillons injectés dans les puits de gel de concentration sont préparés en méangeant
un volume de la solution dabumen préparée comme précédemment avec un volume
d’extrait d’ écorce de Eucalyptus globulus de 1mg/ml, avant de subir le traitement thermique
(tableau IX) pendant 20 min.

Il .6 NATIVE-PAGE des complexes protéines d’albumen-écorce de Eucalyptus globulus
sanstraitement thermique

Le protocole réalise est celui de Walker (2002), cité précédemment.

Les échantillons injectés dans les puits de gel de concentration sont préparés comme suivant :
1. Un volume de la solution de chague protéine purifiée ovalbumine, ovotransferrine et
lysozyme (préparées avec le tampon Tris-HCI 20 mM, pH 8,2 a1 mg/ml) est mélangé avec
un volume d’ extrait d’ écorce de Eucalyptus globulus de 1 mg/ml (reconstitué dans le tampon
Tris-HCl 20 mM, pH 8,2).

2. Un volume de la solution d’ acide tannique de Img/ml (préparé dans le tampon Tris-HCI 20
mM, pH 8,2) est additionné & un volume de la solution d’ albumen, et avec un volume de la
solution d’ ovalbumine de Img/ml.

3. Unvolume d’albumen avec un volume d' extrait d’ écorce de Eucalyptus globulus .

4. Del’albumen seule et des marqueurs (ovot, lys et oval a0,5 mg/ml).

[11. Analyse statistique

Toutes les expérimentations (turbidité, solubilité, densité, viscosité des protéines d’abumen,
dosage des polyphénols totaux et tannins, turbidité et solubilité des complexes protéines-
polyphénols) réalisées dans le présent travail ont été répétées trois fois, les moyennes et les
écarts types sont ensuite calcul és par les fonctions statistiques d EXCEL de Ms office 97.

L’ analyse statistique des résultats est effectuée avec |’ application « ANOV A » a deux facteurs
(température et temps) et test de Student al’aide d’un logiciel STATISTICA 5.5 et le seuil de
significativité est fixéaP <0,05.
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|. Effet du traitement thermique sur les protéinesdu blanc d’ eeuf

[.1 Turbidité

Laturbidité est inversement proportionnelle a la transmittance .Cette derniére a é&é mesurée
a 650 nm pour des échantillons de blanc d'ceuf dilués a /200 avec du tampon

Tris-HCI 20 mM, pH 8,2 et traités thermiquement a différents baremes.

L es résultats obtenus sont donnés en annexe 4. L’ évolution des moyennes des transmittances
T (%) en fonction de la température et du temps du traitement réalisées immeédiatement
apres traitement thermique est illustrée sur la figure 17 et les mesures réalisées apres 24

heures de conservation a4°C sont illustrées sur lafigure 18.
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FigureN° 17 : Effets du traitement thermique de 3,10 et 20 minutes sur laturbidité
des solutions du blanc d’ ceuf (dilution a 1/200, tampon Tris-HCI 20mM, pH 8,2).

Mesure réalisée immeédiatement apres traitement thermique.
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Figure N° 18 : Effet du traitement thermique de 3,10 et 20 minutes sur laturbidité des
solutions du blanc d’ ceuf (dilution a 1/200, tampon Tris-HCI 20mM, pH 8,2). Mesure réalisée
aprés 24 heures de conservation a4°C.

Les figures 17 et 18, montrent une évolution sigmoidale a pente négative de la dénaturation
des protéines d’abumen aux températures croissantes alant de 56°C jusqu’a 89°C et cela
pour les trois temps appliqués 3, 10 et 20 min, mesurée immédiatement apres traitement
thermique et apres 24 heures de conservation a4°C.

Cette sigmoide a pente négative comporte quatre parties distinctes :

» Phase stationnaire 1: La transmittance est stable en fonction de la température. Cette

phase pourrait étre considérée comme la phase de dénaturation des protéines.

» Phase descendante : Correspond a une évolution négative de la transmittance en fonction
de la température .1l s agit de la phase de transition entre |’ étape de dénaturation et |’ é&ape
d agrégation. La pente de cette partie nous renseigne sur la vitesse de transition entre I’ étape

de dénaturation et celle d’ agrégation.

» Phase stationnaire 2 : Cette phase pourrait correspondre a la phase d agrégation des

protéines.

» Phase ascendante : Toutes les courbes comportent une phase positive a partir de 86°C.

Cette diminution de trouble pourrait étre associée a la sédimentation des agrégats formés ou
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a la formation de la S-Ovalbumine dont le rayon de Stock est plus faible que celui de la

protéine native d’ un facteur de 2, ce qui conduit alaformation d’ agrégats de petite taille.

Ces différentes phases s étaent sur lesintervalles de température indiquées sur le tableau X.

Tableau X: Lesintervalles de température pour chaque phase de gdlification d’ albumen selon

lamesure de transmittance ainsi 1es pentes négatives de la phase descendante.

Phases de gélification
d albumen

Transmittance mesurée

immédiatement

Transmittance mesurée apres
24 heures de conservation a
4°C

Phase stationnaire 1

De 56°Ca68°C/ 3min

De 56 °C a65 °C/ 10 min

De 56 °C a59 °C/ 20 min

De 56°C a68°C /3 min

De 56°C a65°C /10 min

De 56°C a59°C / 20 min

Phase descendante

De68 °C a77 °C/ 3 minet
une pente de (-2,63)

De65°Ca74°C/10 min et

une pente de (-3)

De59°Ca71°C/20 minet
une pente de (-3,33)

De 68°C a 77°C/3 min et une
pente de (-2,77)

De 65°C a 74°C/10 min et une
pente de (-2,97)

De 59°C a 71°C /20 min et une
pente de (-3,20)

Phase stationnaire 2

De 77°Ca83°C/3min

De74°C a83°C/ 10 min

De71°Ca83°C/ 20 min

De 77°C a83°C/3 min

De 74°C a83°C/10 min

De 71°C 483°C/20 min

Phase ascendante

A partir de 86°C

A partir de 86°C

a) Effet du tempsdu traitement ther mique sur la transmittanse

L’ analyse statistique révéle que I’évolution du pourcentage de la transmittance mesurée

immédiatement et apres 24 heures de conservation a 4°C du traitement thermique en

fonction du temps est significative (P < 0,05) et que le trouble est moins important a 3 min
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gu’'a 10 et 20 min respectivement. Alors en prolongeant le traitement thermique, le trouble
apparait rapidement (a plus faible température).

Pour la transmittance mesurée soit immédiatement apres traitement ou aprés 24 heures de
conservation a4°C, le trouble apparait a partir de 59°C a 20 min. Alorsqu’a 3 et 10 min, il
apparait a68°C et a 65°C respectivement.

Ce qui est a constater est aussi |a proportionnalité entre la durée du traitement thermique et
la valeur absolue de la pente négative de la phase descendante (tableau X). Ce qui dénote
une augmentation de la vitesse de transition entre la dénaturation et |’agrégation des

protéines en fonction du temps de traitement thermique.

b) Effet dela conservation de 24 heures a 4°C sur la transmittanse

Le test de Student, indique des différences non significatives entre la transmittance mesurée
immédiatement apres traitement thermique et apres 24 heures de conservation a 4°C des
échantillons traités (courbes de comparai son en annexe 4).

Donc le phénoméne de dénaturation des protéines du blanc d’ ceuf est irréversible et les
interactions qui se produisent entre ses derniéres sont de type ponts disulfures, hydrophobes,
et éectrostatiques.

Selon Lechevalier (2005), les protéines natives monomériques (N) sont dénaturées par la
chaleur, engendrant la dissociation de liaisons hydrogene, le déploiement des chaines
polypeptidiques, |’ exposition de résidus hydrophobes et de groupements réactifs enfouis au
ceeur des protéines al’ état natif. Quand les conditions le permettent, les protéines dénaturées
(D) sassocient en agrégats solubles de hauts poids moléculaires (A) par formation de
feuillets-p. Puis, par formation de ponts disulfures, les protéines dénaturées associées en
agrégats solubles polymérisent et engendrent un réseau tridimensionnel (G) maintenu en

place par des ponts disulfures, des interactions électrostatiques et hydrophobes.

N < *D *A *G

D’aprés Van der Plancken et ses collaborateurs (2006), Quand les propriétés physico-
chimiques, tel que la turbidité et solubilité ont été mesurées en fonction du temps du
stockage a 4 °C, aucuns changements supplémentaires considérable n’ a été observé apres 24

heures de conservation.
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c) Effet delatempérature du traitement sur latransmittanse

L’ analyse statistique révele que I’ évolution de la transmittance en fonction de la température
est significativement différente (P < 0,05).

En fixant le temps du traitement thermique, plus la température augmente plus la turbidité
augmente. Cela pourrait étre expliqué par I'agrégation des protéines d albumen les plus
résistantes a la chaleur telle que I’ovalbumine qui représente 54 % des protéines du blanc
d ceuf.

Lechevalier (2005) rapporte, qu’aux températures comprises entre 55°C et 65°C, la
diminution de la transmittance pourrait étre expliquée par la dénaturation et |’ agrégation des
protéines du blanc d’ ceuf les plus sensibles ala chaleur telle que I’ ovotransferrine (13 % des
proténes d’ abumen) et a des températures plus éevée (>74C°), la chute de la transmittance
pourrait étre due ala dénaturation et agrégation des protéines les plus résistantes a la chaleur
tell que I’ ovalbumine qui représente 54 % des protéines d’ abumen.

d) Typed’ agrégats formés selon les conditions expérimentales

Dans la présente étude la force ionique du milieu est faible (20 mM), le pH de 8,2 est loin
du pH isoélectrique du blanc d ceuf (Pl = 4,5 -5 pour la majorité des protéines d’ albumen).
Alors la mgjorité des proténes du milieu sont chargées négativement, ce qui augmente les
forces répulsives entre elles, ains gu’ une concentration protéigque assez faible (dilution de
1/200). Toutes ces condition appliquées ménent a conclure qu’il ya formation d' agrégats
linéaires ou filamenteux.

L’ agrégation est due aux interactions proténe-protéine avec formation de complexes de
masse moléculaire élevée. L’ association des molécules résulte d’un équilibre entre forces
attractives et répulsives (Croguennec, 2000).

Lechevalier (2005) rapporte, que des agrégats linéaires ou filamenteux sont formés quand
les forces de répulsion sont importantes (pH extrémes, faible force ionique,...). Dans ce cas,
I’ étape d'association est plus lente que celle de dénaturation et les interactions protéines-
solvant restent importantes. Les agrégats formés sont fortement hydratés et peuvent rester

solubles jusqu’ a unetaille critique.
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[.2 Solubilité des protéinesd albumen
La solubilité des protéines est exprimée par rapport a un blanc non traité selon la formule

suivante :

Concentration des proténes du surnageant traité thermiquement

Concentration des proténes du surnageant non traité

D’ apres la courbe d’ éalonnage réalisée par |la méthode de Bradford (annexe 1). Lateneur en
protéines du blanc d’ ceuf non traité€ est de (74 + 0,09) mg/ml ou (7,4 + 0,09 %).

Selon Campbell et ses collaborateurs (2003), le blanc d’ ceuf contient 11 % de protéines, ce

qui correspond a 110 mg /ml, lavaeur obtenue est inférieur a cette derniere.

Cette perte de masse pourrait étre expliquée lors de la séparation du jaune d ceuf du blanc et
surtout lors de |’ étape de la dilution et celle de filtration pour éiminer les fibres d’ ovomucine,
sachant que cette protéine fibreuse se lie a dautres protéines telle que lysozyme,
I’ovalbumine et ovotransferrine. Jeantet et ses collaborateurs (2007) rapportent que,
I’ovomucine s'insolubilise par dilution du blanc d'ceuf, et aprés précipitation, sa
resolubilisation est extrémement difficile. Elle peut s associer, via des liaisons de nature
électrostatique avec d autres protéines de I’albumen (ovalbumine, ovotransferrine et surtout
lysozyme). Au pH du blanc d’ ceuf (compris entre 7,5 et 9,5) , les groupement carboxyliques
des acides sidiques de |I’ovomucine peuvent en effet interagir avec les groupements amines
des résidus lysyls du lysozyme ,formant un complexe lysozyme-ovomucine , insoluble dans

I’eau, et qui serait responsable de la structure gélifiée du blanc d’ ceuf, en particulier du blanc
épais.
L’ évolution des moyennes de la solubilité en fonction du temps et de la température est

illustrée dans les figures 19 et 20. Les résultats de % de solubilité obtenus sont donnés en

annexe 5.
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Figure N° 19 : Effet du traitement thermique de 3,10 et 20 minutes sur la solubilité des
solutions du blanc d’ ceuf (dilution a 1/200, tampon Tris-HCI 20 mM, pH 8,2). Mesure

réalisee immédiatement apres traitement thermique.
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Figure N° 20 : Effet du traitement thermique de 3,10 et 20 minutes sur la solubilité
des solutions du blanc d’ ceuf (dilution a 1/200, tampon Tris-HCI 20mM, pH 8,2).
Mesure réalisée apres 24 heures de conservation a 4°C.
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Il est & constater, selon les figures 19 et 20, que les traitements thermiques appliqués aux
solutions du blanc d'eeuf provoquent une perte de leur solubilité pour les trois temps éudiés

en fonction de latempérature.

a) Effet du tempsdu traitement thermique sur la solubilité

L’ analyse statistique indique que, la perte de solubilité est significative en fonction du temps
du traitement thermique appliqué (P < 0,05) et que cette perte est plus importante a 20 min
gu’'a 10 et 3 min respectivement.

Aprés un traitement de 20 min a 89 C° (figure 18), seulement (23,44 + 0,21)% de protéines
sont restées solubles, alors qu’ apres un traitement de 10 min et 3 min a89 C°, (28,64 = 0,4)%
et (32,43 + 0,27)% respectivement sont restées solubles.

b) Effet dela conservation de 24 heures a 4°C sur la solubilité

Le test de Student montre des différences non significatives entre la solubilité mesurée
immédiatement et aprés 24 heures de conservation a 4C° (courbes de comparaison en
annexe 5). Donc la perte de solubilité des protéines du blanc d’ ceuf sous I’ effet de la chaleur

est irréversible.

La perte de solubilité pourrait étre expliquee par |’ agrégation des protéines du blanc d ceuf
apres leurs dénaturation sous I’ effet de la chaleur pour formes d’ agrégats solubles liés entre
eux par des liaison hydrophobes, électrostatiques et ponts disulfures, puis quand ils atteignent

un poids moléculaire éleve, ils précipitent et deviennent insolubles.
c) Effet delatempérature du traitement sur la solubilité

L’ analyse statistique révele une perte significative (P < 0,05) de la solubilité en fonction de la
température du traitement.

Sur les figures 19 et 20, il est a constater une diminution de la solubilité dés 56°C puis €elle
chute a partir de 74°C.

La baisse forte de solubilité & plus hautes températures (74-89°C) est probablement due a la
dénaturation et agrégation des protéines résistantes a la chaleur telle que I'ovalbumine qui est
la protéine majoritaire d’ abumen (54%). Alors que la perte de celle-ci dans la gamme des

températures inférieures (56-71°C) pourrait ére due a la dénaturation et agrégation des
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protéines du blanc d'eceuf les plus sensibles a la chaleur, telle que I’ ovotransferrine (qui
représente 13 % des protéines du blanc d’ ceuf).

Thapon et Bourgeois (1994) ; Lechevalier (2005) ; Van der Plancken et ses collaborateurs
(2006) rapportent que, I'augmentation de la turbidité sous I'effet de la chaleur est

accompagnée par une perte irréversible de solubilité des protéines d’ albumen agrégées.

|.3 Densité
Les résultats obtenus de la densité du blanc d'ceuf mesurée par la méthode du pycnométre
sont donnés en annexe 6 et I’ évolution de celle-ci en fonction de la température et du temps

du traitement thermique est schématisée dans lafigure ci-apres :
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FigureN° 21 : Evolution de ladensité de la solution du blanc d’ ceuf (dilution & 1/200,
tampon Tris-HCI 20mM, pH 8,2) en fonction de latempérature et du temps de traitement

thermique.

D’apres |’ alure des courbes montrées dans la figure 21, nous pouvons diviser I’ évolution de
la densité d’abumen en fonction de la température et du temps de traitement thermique en
deux parties :

e Une augmentation de ladensité de 56°C jusgu’a 83°C pour lestrois temps étudiés.

e Une diminution de celle-ci de 83°C jusgu’a 89°C toujours pour les trois durées appliquées.
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L’ analyse statistique indique des différences significatives (P < 0,05) de la densité en fonction
du temps du traitement thermique. Cette densité est plus importante a 20 min comparée a celle
obtenue a 10 min et 3 min respectivement. Aussi des différences significatives (P < 0,05) en
fonction de la température du traitement ont été révélées. La densité la plus élevée (0,10281+
0,0002) g/ml aété notée a83C° /20 min.

Il N’ existe pas d’ interaction entre les deux facteurs température et temps (Fo,.=33,007 ; P=0).

La densité augmente de (0,09997 + 0,0002) g/ml a 56C°/3 min jusgu’'a (0,10281+ 0,0002)
g/ml a83C°/20 min, puis elle diminue jusqu’a (0,10172 + 0,0003) g/ml a89C°/3 min.
L'albumen en solution prend une certaine place dans I'eau; c'est cette propriété que nous
appelons sadensité.

L’ augmentation de la densité en prolongeant le temps et en augmentant la température
jusqu’a 83°C, pourrait étre expliquée par |’ agrégation des protéines du blanc d’ ceuf apres leur
dénaturation pour former un gel dense en solution.

A partir de 83°C jusgu’a 89°C pendant 3,10 et 20 min la densité diminue ; ce qui pourrait
correspondre a une précipitation des agrégats. En d'autres termes, |'albumen sort de solution;
en laissant derriére lui une solution moins concentrée en protéines. La solution qui reste
devient donc moins dense au fur et a mesure que I'albumen précipite et sedimente.

C'est ce qui se passe quand on fait du fromage. En gjoutant de la présure, la suspension de lait
devient plus dense, mais quand la caséine précipite pour de bon (quand le fromage se forme),
on a une séparation entre le précipitat (le fromage lui-méme) et ce qui reste de la phase

aqueuse, le petit lait qui flotte au dessus.

D’aprés Donato (2004), les protéines agrégées forment des agrégats denses et sphériques,
dont le diametre varie selon la vitesse de chauffage appliquée au cours du traitement
thermique. De maniere générale, plus cette vitesse est lente et plus la taille des agrégats est

importante.

Selon Lechevalier (2005), I"augmentation de la densité des mousses est |e premier effet connu
du traitement thermique sur le blanc d’ ceuf. Des études ont mis en évidence la formation
d’ agrégats suite a des traitements thermiques, type pasteurisation. Or, laformation d’ agrégats,
en réduisant la proportion de protéines solubles et en augmentant la taille moyenne des
mol écules, peut contribuer a une augmentation de la densité des mousses.
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Toutefois, des différences de comportement entre I’ovalbumine et la S-ovalbumine a
I'interface air-eau ont été mises en évidence. Une diminution d'un facteur 2 du rayon de
Stockes des agrégats formés a partir de la forme S de I’ovalbumine. La taille des particules
étant un facteur de variation de la densité des mousses, la présence de S-ovalbumine peut

donc contribuer a une diminution de cette derniéere.

Neurath et Bull (1936) rapportent que, I’ ovalbumine native a une densité inférieure acelle de
I"état dénaturé, car les acides aminés de grande solubilité ont la plus petite densité. C'est
évident que s la chaine du peptide subit un déroulement puis une agrégation quand la
protéine est dénaturée, sa densité devrait étre plus haute que cela de toute autre structure

possible.

|.4 Viscosité
L es résultats obtenus de la viscosité du blanc d’ ceuf sont donnés en annexe 7 et |’ évolution
de celle-ci en fonction de la température et du temps du traitement thermique est schématisée

danslafigure ci-apres :
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Figure N° 22 : Evolution de la viscosité de solution du blanc d’ ceuf (dilution a /200, tampon
Tris-HCI 20 mM, pH 8,2) en fonction de latempérature et du temps de traitement thermique.

Les résultats obtenus sur la figure 22 montrent une augmentation de la viscosité dans la
gamme de température allant de 56°C jusqu’a 74°C puis €elle diminue jusgu’a 89°C pour les

trois temps étudiés (3,10 et 20 min).
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L’ analyse statistique ne révéle pas de différences significatives (P<0,05) de la viscosité en
fonction du temps de chauffage de 3 et 10 min et saverent significatives a 20 min. En
fonction de la température, I’évolution de la viscosité est significative (P<0,05). De plus, il
existe une interaction trés hautement significative entre la température et le temps (Fops=0,60,
P=0,90).

La viscosité augmente de 7,182 + 0,11 mPI (a 56°C/ 3 min) jusgu'a 9,379 + 0,22 mPI (a
74°C/20 min). Au dela de 74°C, €elle diminue jusgu'a 7,365 + 0,1 mPI (a 89°C/3 min). Il
faut noter que la viscosité est plus importante a 20 min gu’a 10 min et 3min respectivement.
Donc en prolongeant la durée du traitement thermique et en augmentant la température, la
viscosité de I’albumen augmente jusgu’ a une valeur maximale située a 74°C et au dela de
cette température, elle diminue.

L’ augmentation de |a viscosité des protéines globulaires sous I’ effet de la chaleur pourrait étre
expliguée par leurs dénaturations suite a leurs dépliements pour former un réseau fibrillaire
(gel) visgueux et plus étalé, et lorsque la température atteint 74°C, ces protéines dénaturées
ont tendance a s agréger et précipiter ce qui pourrait expliquer la diminution de leur viscosité.
Une fois les protéines precipitées, elles ne contribuent plus a la viscosité de la solution (de

méme que des cailloux au fond d'un ruisseau N’ affectent pas sa fluidité).

Selon Thapon et ces collaborateurs (1994), |I’augmentation de la viscosité de 56°C a 74°C
pourrait étre expliquée par la dénaturation des proténes du blanc d' ceuf suite a leur

dépliement.

D’ apres Nathier-Dufair (2005), nous attribuons la viscosité élevée du blanc d ceuf frais ala
présence d'une proténe fortement glycosylée, I’ovomucine, et au complexe gu’ elle forme
avec le lysozyme .Cette propriété est utiliste comme indicateur de fraicheur de I’ ceuf
puisgu’ au cours de stockage, la viscosité diminue en raison de la dissociation du complexe

provoguée par une éévation de pH ou de latempérature.

Selon Lechevalier (2005), La viscosité du blanc augmente brutalement a partir de 60°C, ce
qui traduit la dénaturation des protéines. En deca de cette température, elle diminue
progressivement avec |’augmentation de la température. Un traitement thermique sévére

diminue de facon beaucoup plus importante la longueur des fibres d’ovomucine, suite a
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I” agrégation et précipitation de cette molécule visqueuse ; le blanc d’ ceuf perd totalement sa
structure de gel. Ceci explique la chute brutale de la viscosité du blanc d'ceuf a hautes

températures.

|.5 Electrophoreése sur gel de polyacrylamide en conditions native (Native — PAGE)

Les figures 23 et 24 montrent les profils éectrophorétiques sur un gel de polyacrylamide
(7,5%) en conditions natives des protéines du blanc d’ ceuf apres traitement thermique pendant

20 minutes aux différentes températures énoncées en résultats et discussion.

Figure N° 23: Profil éectrophorétique native des protéines d’ albumen sous I’ effet du
traitement thermique pendant 20 min. A: témoin ( Oval, Ovot ,Lys) almg/ml , B: Blanc non
traité, C: BT a56°C, D: BT a59°C, E: BT a62°C, F: BT a65°C, G: BT a68°C, H: BT a
71°C.

e BT : Blanc d ceuf traité thermiquement
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Figure N° 24: Profil électrophorétique native des protéines du blanc d’ ceuf sous |’ effet du
traitement thermique pendant 20 min. A: BT a74°C, B: BT a77°C, C: BT a80°C,D: BT a
83°C, E: BT a86°C, F: BT a89°C.

Sur le premier gel, tous les échantillons sont semblables au contréle négatif; appart la bande
d’ovotransferrine dont I'intensité diminue a partir de 65°C, ce qui pourrait étre due a son
gélification suite a sa thermosensibilité .Comme la température la plus élevéeici est de 71°C,
nous pouvant conclure que son effet sur la structure de I'albumen est minimal -ou du moins
guil n'entraine pas de modifications majeures dans sa structure telles qu'nous pourrons
I’ observer sur un gel Blue Native ; la phase de dénaturation des protéines ne peut donc étre

visualisée sur un gel Blue Native.

Dans le deuxieme gel, les températures élevées ont clairement un effet maeur car les
protéines migrent toutes a une position plus éevée, suggérant une agrégation résistant aux

conditions d'éectrophorese.

La comparaison entre les deux gels suggére que dans les conditions choisies, une coagulation

et/ou une précipitation commence a étre observée aux environs de 74°C, car C'est a cette
température que des molécules de poids moléculaire plus éevé qui migrent moins et des
agrégats de haut poids moléculaire sont visibles en haut du gel de séparation.
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L'étalement des proténes vers le haut (figure 24) sur les pistes C, D, E et F indique que
I'agrégation produit plusieurs molécules différentes de poids moléculaire bien déterminé.

La diminution de I'intensité des bandes du bas du gel dans les pistes C et D, ains que la
disparition de celles des pistes E et F en augmentant la température est due a leurs

transformation en forme agrégeées, qui se retrouvent plus haut dans le gel.

La forte bande qui se trouve en bas du gel est I'ovalbumine (45 KDa) car c'est la protéine la
plus abondante du blanc d’ ceuf (54%), la bande plus faible qui se trouve immédiatement en
haut de cette derniere est I’ ovoinhibiteur (49 KDa) et labande d’ ovotransferrine (77,7 KDa)

adisparue comparé au gel delafigure 23.

Des études ont montré que I’ovalbumine en Native-PAGE sur gradient de pH apparait sous
trois formes selon son degré de phosphorylation. La forme diphosphorylée Al (pHi = 4,75,
87%), la forme monophosphorylée A2 (pHi = 4,89, 12%) et |a forme non phosphorylée A3
(pHi = 4,94, 1%) (Desert et al., 2001 ; Lechevalier, 2005).

Desert et ses collaborateurs (2001) ont montré gque, certaines bandes ne migrent pas. Celles-ci
devraient correspondre a des protéines incapables de pénétrer dans le gel d’'acrylamide de
7,5 %. Cela pourrait ére di a leurs poids moléculaire élevé, donc elles s agirait soit de

I’ovomucine, de |’ ovostatine ou bien d' agrégats proté ques.

Sous ces conditions de la NATIVE-PAGE réalisée (pH 8,8) et vu les valeurs du pl de
plusieurs protéines du blanc d’ ceuf connus, seulement l'avidine et le lysozyme dont les pl sont
respectivement 10 et 10,7 sont chargées positivement, donc elles ne devraient pas migrer vers
I’anode et restent au niveau de la limite de séparation entre les deux gels, ce qui justifie

I’ absence de la bande de lysozyme sur le gel de lafigure 23.
Une conclusion peut étre faite sur la migration sur gel natif ; les protéines dénaturées ont

tendance a sagréger entre elles (a environ 74°C /20 min) a cause de I'exposition de résidus

hydrophobes; ces agrégats migrent a des positions différentes.
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|.6 Electrophorése sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturante (SDS - PAGE)

Wang (2005) rapporte que, I'éectrophorése sur gel de polyacrylamide est une méthode
simple et traditionnelle pour la détermination d'agrégation des protéines. Les agrégats
comportant des ponts disulfures peuvent étre démontrés facilement sous des conditions non
réductrices (absence de B-mercaptoéthanol) et réductrices (présence de 3-mercaptoéthanol).

Dans la plupart des cas, cette technique est pratiquée sous des conditions dénaturantes en
présence de SDS qui peut désassocier les agrégats physiques. Dans ce cas, les agrégats
physiques ne peuvent pas étre détectables. Pour surmonter cette limite, la native - PAGE ou

|a 2D native -PAGE sont nécessaires.

a) En présence de B-Mercaptoéthanol

En présence de B-mercaptoéthanol + chaleur + SDS, toutes les sous unités polypeptidiques
des protéines perdent leurs ponts disulfures éventuels, sont séparées, dénaturées et forment
des micelles SDS - sous unité polypeptidique. Toutes ces micelles présentent alors la méme

densité de charge (rapport charge g sur le rayon hydrodynamiquer).

Ce sont les micelles ainsi obtenues qui vont étre séparées par éectrophorese en gel de
polyacrylamide. Comme toutes les micelles ont la méme densité de charge et donc la méme
mobilité potentielle, c'est I'effet de tamisage moléculaire par le support gel qui sera mis en

ceuvre pour exercer |'effet séparatif différentiel.
Lafigure 25 montre la migration des protéines du blanc d’ ceuf aprés traitement thermique aux

températures allant de 56°C a 71°C pendant 20 minutes sur un gel de polyacrylamide (10%)

en condition dénaturante et en présence de -Mercaptoéthanol.
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Figure N° 25: SDS-PAGE des protéines d’ albumen sous I’ effet du traitement thermique en
présence de B-Mercaptoéthanol pendant 20 min. A: Blanc d’ ceuf non traité, B: Ova (1mg/ml)
, C: Lys(Img/ml) , D: Ovot (Img/ml), E: BT a56°C, F: BT a59°C, G: BT a62°C, H: BT a

65°C, I: BT a68°C, J: BT a71°C.

Sur le gel SDS, toutes les protéines sont dénaturées, ce qui permet de juger de leur état en

conditions dénaturantes (particulierement leur nombre).

La piste A est le blanc d'eceuf non-traité, elle indique quelles proténes sont en mesure d'étre
observées dans une coloration au bleu de Coomassie en condition dénaturante. Trois bandes
se distinguent, dont deux majeures en haut et en bas du couloir A. Ces trois bandes devraient
étre, daprés les standards utilises, l'ovotransferrine en haut, I'ovalbumine en bas, et
probablement de I'ovoinhibiteur juste au dessus de cette derniére donnant une bande plus

mince.

La piste B confirme la position de I'ovalbumine (la grosse bande en bas du gel). La piste C
devrait contenir le lysozyme, mais cette protéine est trop petite (14 KDa) pour étre séparée sur
ce gel (10%). La bande de lysozyme est probablement noyée dans le front de migration. La
piste D est I'ovotransferrine.

Les pistes de E a J donnent le méme profil que le blanc d'ceuf non-traité, et pour causes :

d'abord, ces échantillons sont traités a des températures qui, comme dégja constaté sur les gels
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Blue-Native, ne suffisent pas a changer la structure des protéines. En outre, puisqu'il sagit ici
d'un gel de SDS, toutes les protéines sont totalement dénaturées; une dénaturation préalable

causée par la chaleur ne pourrait donc pasy étre observée.

La figure suivante montre la migration des protéines du blanc d’ceuf sur un gel de
polyacrylamide (10%) en condition non native en présence de B-Mercaptoéthanol apres

traitement thermique pendant 20 minutes aux températures allant de 74°C a89°C .

Figure N° 26: SDS-PAGE des protéines d’ albumen sous I’ effet des traitements thermiques

en présence de B-Mercaptoéthanol pendant 20 min. A: Albumen non traité, B: Oval (1Img/ml)

, C: Lys (Img/ml) , D: Ovot (Img/ml), E: BT a74°C, F: BT a77°C, G: BT a80°C,H: BT a
83°C, |: BT a86°C, J: BT a89°C.

Sur les pistes E, F, G, H, trois bandes dont I'intensité diminue en augmentant la température
sont observeées, et sur les pistes | et J ces bandes disparaissent. Cela pourrait étre expliqué par
la formation d’ agrégats qui ne peuvent migrés dans ce gel. Alors nous pouvons dire que les

agrégats formés impliquent des interactions autres que les ponts disulfures (interactions
hydrophobes et électrostatiques).
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b) En absence de B-Mer captoéthanol

Lafigure 27 et 28 montrent respectivement la migration des protéines du blanc d ceuf aprés
traitement thermique aux températures de (56°C a 71°C) et (74°C a 89°C) pendant 20 minutes
sur un gel de polyacrylamide (10%) en condition dénaturante en absence de p-

Mercaptoéthanal.

Figure N° 27: SDS-PAGE des protéines du blanc d’ ceuf sous |’ effet du traitement thermique

en absence de B-Mercaptoéthanol pendant 20 min. A: Albumen non traité, B: Oval (1mg/ml)

, C: Lys (Img/ml) , D: Ovot (Img/ml), E: BT a56°C, F: BT a59°C, G: BT a62°C, H: BT a
65°C, |1 : BT a68°C, J: BT a71°C.

Comme pour les figures 25 et 26, sur la piste A (blanc d'ceuf non-trait€) deux bandes
protéiques majeures en haut et en bas sont observées lesquelles correspondraient, d'apres les
marqueurs, al'ovotransferrine en haut, et I'ovalbumine en bas du gel.

Lapiste B et D confirment les positions respectives de I’ ovalbumine et de I’ ovotransferrine.

LespistesE, F, G, H, | et J, donnent le méme patron que le blanc d'ceuf non-traité et nous
remarguons la présence de deux bandes seulement (ovalbumine et ovotransferring). En absence
de B-mercaptoéthanal, le profil de I’ échantillon est trés comparable a celui obtenu en présence de
I"agent réducteur. Cependant, par rapport au profil en présence de p-mercaptoéthanal, I'intensité des
bandes d' ovotransferrine et de I’ ovalbumine a diminuée. Aussi hous remarquons |’ absence de la bande

gue nous avons supposee d’ ovoinhibiteur comparée au gel avec B-mercaptoéthanol.
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La transition entre la dénaturation et I’ étape d agrégation dans cette gamme de température
pourrait expliquer la diminution de I’intensité de chacune des deux proténes (ovalbumine et
ovotransferrine) ains que la disparition de I’ ovoinhibiteur, ce qui suppose qu’ elles mettent en
jeu des liaisons de type ponts disulfures. D’ ailleurs nous remarquons une couleur bleu en haut

de gel de séparation, ce qui témoigne d un début d’ agrégation.

Figure N° 28: SDS-PAGE des protéines d’ albumen sous I’ effet du traitement thermique en

absence de B-Mercaptoéthanol pendant 20 min. A: témoin (Oval, Ovot, Lys) a Img/ml, B:

Blanc d'ceuf non traité, C: BT a74°C, D: BT a77°C, E: BT a80°C, F: BT a83°C, G: BT a
86°C, H: BT a89°C.

Pour les températures allant de 74°C a 89°C, et en absence de B-mercaptoéthanol, des bandes
supplémentaires sont visibles comparé au gel avec I'agent réducteur, ainsi que des bandes
plus intenses de plus haut poids moléculaire alalimite entre le gel de séparation et le gel de
concentration.

Sur la piste C (BT traité a 74°C), quatre bandes et des agrégats en haut du gel sont observés.
Alors que sur les pistes D, E, F, G et H, deux bandes seulement (ovalbumine et la bande au
dessus de I'ovotransferrine qui est représentée par une bande trés mince correspondrait
probablement a I’ovoinhibiteur) sont visibles, dont I'intensité diminue en augmentant la
température. En paradléle I'intensité des agrégats augmente avec la température et

I’ ovotransferrine disparait.
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Par ailleurs, la bande d ovalbumine a perdu un peu de son intensité comparée a celle de la
piste B en présence de 3-mercaptoéthanol, celle-ci serait donc partiellement agrégeée.

Des agrégats sont visibles en haut du gel de concentration. |ls disparaissent en présence de
I’agent réducteur, suggérant I’existence de liaisons covaentes type ponts disulfures. Ils
impliquent |’ovotransferrine, |I’ovalbumine et d'autres protéines de |’albumen qgu’nous

n’avons pas pu visualiser.

Lechevalier (2005) rapporte, qu'une solution & 10 g.I™* d’ ovalbumine, d’ ovotransferrine et de
lysozyme en tampon phosphate de sodium, 67 mM, pH 7,1, conservant les ratios de
concentration du blanc d'ceuf (soit 7,7, 1,8 et 0,5 g.l™, respectivement), était exposés a
I'interface air dans la colonne a mousse. Le mélange avant et apres contact avec |’ interface air
était analysé par SDS-PAGE (12%) en conditions réductrices et non réductrices.ll a constaté
gu’ en présence de B-mercaptoéthanol, les trois bandes caractéristiques de I’ ovotransferrine, de
I’ ovalbumine et du lysozyme sont présentes a leurs poids moléculaires respectifs. Le rapport
d’intensité des différentes bandes dans le mélange natif est en accord avec la proportion de
chague proténe introduite dans le mélange. En revanche, dans la mousse, ce rapport
d’intensité est modifie. Alors quen absence de p-mercaptoéthanol, des bandes
supplémentaires sont visibles pour le mélange natif. En particulier, une bande assez intense
apparait au-dessus de la bande d’ ovotransferrine correspondant au dimeére d’ ovalbumine ainsi
gue des bandes moins intenses de plus haut poids moléculaire. Par ailleurs, la bande de
I’ovalbumine sous forme monomére a perdu 28% de son intensité. Celle-ci serait donc
partiellement agrégée en solution. Dans la mousse, I'intensité de |I’ensemble des bandes
diminue et des agrégats sont aors visibles en haut du gel de concentration. Ces agrégats
disparaissent en présence de |’agent réducteur, suggérant |’ existence de liaisons covalentes

type ponts disulfures. Ilsimpliquent I’ ovotransferrine, I’ ovalbumine et le lysozyme.
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|I. Effet del’addition des extraits de Eucalyptus globulus sur la dénaturation thermique

desproténesdu blanc d’ ceuf

I1.1 Caractérisation des extraits de la plante
11.1.1 Dosage des polyphénols totaux

La couleur bleue est observée apres I’ gjout du réactif de Folin-Ciocalteu, ce qui confirme la
présence de polyphénols totaux dans les extraits de Eucalyptus globulus (feuilles, fruits et
écorce). Le complexe Folin-Ciocalteu-polyphénols est stabilisé par le monohydrate de

carbone sodique.

Le taux de polyphénols totaux dosés dans I'échantillon est déterminé a partir de
la courbe d’ éalonnage réalisée avec I’ acide gallique (annexe 8). Les résultats du dosage des
polyphénols totaux des extraits de Eucalyptus globulus (écorce, fruits et feuilles) sont donnés

dans |” histogramme ci-dessous :
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Figure N° 29: Teneur en polyphénols totaux des extraits de Eucalyptus globulus.

D’ apres ces résultats, nous remarquons que I’ extrait d' écorce est le plus riche en polyphénols
totaux avec une teneur de (518,88 + 0,41) mg EAG /g d’extrait sec, suivi par I’extrait des
fruits (464,71 + 0,47) mg EAG/g d extrait sec, et par |’ extrait des feuilles contenant (432,63
+ 4,59) mg EAG/g d’ extrait sec.
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D’un point de vue statistique, des différences significatives (P < 0,05) existent concernant la
teneur en polyphénols totaux entre les extraits des fruits, feuilles et écorce et que ce dernier

s avére le plus riche en polyphénol s totaux.

Ces résultats montrent que |’écorce contient un taux relativement élevé de composes

phénoliques.

Les polyphénoles, sont une distincte famille de métabolites secondaire qui sont présent dans

lesfeuilles, écorce, et fruit de beaucoup de plantes et arbres (Baxter, 1997).

D’ apres Vazquez et ses collaborateurs (2009), les extraits d'écorce de Eucalyptus globulus de
différentes provenances espagnoles ont éé caractérisés par I'abondance des polyphénols

totaux, polymeéres de proanthocyanidines et ellagitannins.

En effet, il a &é d§a prouvé que la répartition des polyphénols dans une méme plante varie
d’ une partie a une autre (Macheix et al ., 2005). Et que la teneur en ces composés dans la
méme plante dépend de plusieurs facteurs. Une méme partie récoltée a des périodes
différentes, présente des taux en composes phénoliques différents (Shahidi et Bhanger ,
2006) .

I1.1.2 Dosage destannins

La quantité des tanins fixés sur la BSA est mesurée par spectrophotométrie a 510 nm apres la
formation d’un chélate d’ion ferrique-tanin dans une solution alcaline, contenant (SDS/TEA)
en plus du chlorure ferrique.

La teneur en tanins des extraits étudiés est déterminée a partir de la courbe d’ éalonnage

réalisée avec |’ acide tannique (annexe 8).
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Les résultats de dosage des tannins totaux de Eucalyptus globulus sont donnés dans

I histogramme ci-dessous :

mg EAT/ g d'extrait sec
un
[an]

Ecorce

Figure N° 30: Teneurs en tannins totaux des extraits de Eucalyptus globulus.

Nous constatons selon ces résultats, que |'éxtrait d'écorce est plus riche en tannins
(280,4+3,23) mg EAT/g d'extrait sec, suivi d extrait de fruit avec une teneur de (215,96
+3,98) mg EAT/g d’ extrait sec, puis de |’ éxtrait des feuilles (118,6 +4,7)mg EAT/g d’ extrait

Sec.

L’ analyse statistique a rével ée une différence significative (P < 0,05) concernant la teneur en
tannin totaux entre les trois extraits étudiés et que I’ extrait d' écorce est le plus riche en ces

COMPOSES .

Cette estimation en teneur de tannins nous a permis de déduire que les composés contenus
dans les extraits de Eucalyptus globulus ont une caractéristique de précipitation des protéines.

Dans cette présente étude, il s agit du sérum albumine bovine.
Les tannins sont des métabolites secondaires présents dans de nombreuses plantes ligneuses et

herbacées (Zimmer et Cordesse , 1996). |Is peuvent exister dans divers organes de la plante :

racines ou rhizomes ,écorce, bois , feuilles, fleures et graines.Cependant, ils sont plus
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concentrés dans les écorces (Paris et Hurabeille,1981). Ce qui explique larichesse des extraits

d’ écorce de Eucalyptus globulus en tannins par apport aux autres parties (fruits et feuilles).

L’ importance de ces molécules dans une méme éspéce végétale dépend de nombreux facteurs
dont certains liés a la plante elle-méme : génétiques, organe de la plante , aussi les conditions
environnementales influent sur la teneur en tannins des plantes : un ensoleillement important
et un sol peu fertile favorisent la synthése des tannins par les plantes.La pression de paturage
des herbivores a également été mise en évidence comme facteur agissant positivement sur leur

synthése (Zimmer et Cordesse, 1996).

I1.2 Turbidité des mélanges extrait de Eucalyptus globulus —albumen

La complexation tannin —protéine est un processus de reconnaissance moléculaire qui semble
impliquer principalement des interactions hydrophobes, renforcées par la formation de
liaisons hydrogenes. Dans cette théorie, les protéines possédant un grand nombre de prolines
constituent de bons modeles pour étudier les mécanismes impliqués tel que I’ ovalbumine qui

est la protéine majeure dans le blanc d’ ceuf (54%).

La mise en contact des extraits de Eucalyptus globulus (fruits, feuilles et écorce) a Img/ml
avec une solution d’albumen avant de subir un traitement thermique a différents températures
pendant 20 min, conduit a I'apparition d'un trouble issu de la formation des complexes
polyphénols-protéines. Ce trouble est évalué en mesurant le % de la transmittance a 650 nm.
Les résultats obtenus sont rapportés en annexe 9. L’ évolution de la transmittance en fonction

des températures de dénaturation est illustrée dans la figure 31.
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Figure N° 31 : Effet des extraits de Eucalyptus globulus sur la turbidité des protéines du

blanc d’ ceuf sous |’ effet de latempérature.

La forme sigmoidal e a pente négative obtenue en premiére partie de I’ analyse avec |’ albumen
seule (figures 17 et 18) n'a pas éé retrouveée dans la figure 31 (voir les courbes de

comparaison sur lafigure 32).

L'analyse statistique révéle des différences significatives (P < 0,05) de transmittance en
fonction de la température, le trouble le plus intense est signalé a 89°C pour les trois
mélanges. Des différences significatives (P < 0,05) en fonction de I’ extrait utilise (P < 0,05)
sont aussi a noter. La turbidité du complexe écorce-albumen est plus importante que celle des
complexes fruits-albumen et feuilles-albumen respectivement. 1l n’existe pas d'interaction

entre le type d’ extrait et latempérature (Fo,.=176,91 ; P=0).
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Figure N° 32 : Courbes de comparaison entre la turbidité des protéines d’ albumen seules et
celle des complexes protéine-extrait de Eucalyptus globulus sous |’ effet delachaleur. A :

écorce, B : fruits, C : feuilles.

Il est a constaté sur les courbes de comparaison de la figure 32, que I’ addition des extraits a
provoqué une diminution de la transmittance de (99,43+0,19) % a (65+0,51)% pour |’ extrait
d’ écorce, jusgu’ a (80,76+0,15)% pour |’ extrait des fruits et a (88,2+0,40) % pour |’ extrait des
feuilles a 56°C /20 min. Donc une augmentation de la turbidité qui pourrait étre expliquée par
des interactions entre les protéines d’ albumen et |es polyphénols des extraits goutes.
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Aussi une stabilisation des protéines d’ albumen vis-a-vis de la chaleur notamment avec
I’ extrait des feuilles a été constatée.

En effet, la dénaturation des protéines sous |’ effet de la chaleur provoque un remaniement
structural de la protéine laissant apparaitre a leurs surfaces des groupements hydrophobes. Ce
gui meéne a conclure que I'interaction entre les extraits étudiés et |’albumen est de type

hydrophobes.

Cequi est aremarqué est aussi une prolongation de la phase stationnaire 1 correspondante ala
phase de dénaturation des protéines (pour les trois extraits étudiés) au profit de la phase
d’ agrégation (phase descendante), comparé a celle d abumen sans extrait de plante. Cette
prolongation est notée dans I'intervalle de température alant de 56 a 83°C/20 min pour
I’extrait d’'écorce, de 56 a 77°C / 20 min et de 56 a 74°C/ 20 min pour ceux des fruits et

feuilles respectivement.

La prolongation de la phase de dénaturation au profit de la phase d’ agrégation pourrait ére
due a la formation de complexes protéines-polyphénols liés essentiellement par des liaisons
hydrophobes, ce qui augmente la turbidité comparée a celle de I’ albumen seul. Ces complexes
géneraient les interactions protéine-protéine, ce qui retarde la phase d’ agrégation. Donc les
polyphénols interagissent avec les groupements hydrophobes des protéines dénaturées et les

empéche de se liées les unes aux autres.

En présence d'oxygene, plusieurs polyphénols seront oxydés plus rapidement par la chaleur et
dégradés .Ce qui conduit a la formation des quinones qui se lient directement aux protéines
par des liaisons covalentes, ou s oligomérisent ou encore se polymeérisent pour interagir enfin
avec les protéines par des liaisons covaentes pour former des complexes de haut poids
moléculaire. Ce qui justifie I’augmentation de la turbidité a partir de 83°C pour |’ extrait

d écorce, 77°C pour I extrait de fruits et 74°C pour |’ extrait de feuilles.

D’ apres les résultats de dosage des polyphénols totaux et tannins totaux, |’ extrait d’ écorce est
la partie la plus riche en ces composeés suivi par les fruits et les feuilles respectivement. Cela
est confirmé par le fait que I’extrait d’écorce quand il est gouté a I’abumen, forme des
solutions plus turbides comparées a celles formées avec les extraits de fruits et feuilles
respectivement.
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Les tannins sont responsables en majeur partie des complexes polyphénols-protéines, en effet
plusieurs travaux ont demontré que ces derniers se lient aux protéines principalement par des

liaisons hydrophobes.

L’ augmentation de la température cause la diminution des liaisons de type hydrogene par
contre, elle augmente les interactions de type hydrophobe (Prigent, 2005). A de hautes
températures, il se créerai des interactions covaentes entre les protéines globulaires et les
polyphénols (Cooper et al , 2001).

Abi Azar (2007) rapporte que, des solutions de caséine 3 et de B-lactoglobuline sont mises en
présence de polyphenols de caroube pour un rapport polyphenol/proténe de 100. Le trouble
entrainé par la réaction est suivi au spectrophotometre a 600 nm. L’extrait de caroube
provoqgue un trouble beaucoup plus important que la catéchine ou I’ acide gallique .Ce qui est
expliqué par le fait que les monomeres, les diméres et quelques oligomeéres ne peuvent pas
former assez de ponts croisés et de forts complexes avec les protéines . Or |’ extrait de caroube
présente une composition en polyphenols complexe et comprenant de grosses molécules
polyphenoliques pouvant complexer les protéines a la différence des monomeres que sont la

catéchine et |’ acide gallique.

Cheynier et ses collaborateurs (1988) ; Forget et ses collaborateurs (1992) suggerent que, les
hautes températures causent |I’oxydation des polyphénols, qui forment ainsi des quinones
instables, et réagissent soit en se condensant avec d'autres molécules phénoliques non
oxydées ; ce qui aboutirait a des produits finaux (polyphénols) de hauts poids moléculaires
qui rentreraient en interactions covalentes avec les protéines selon un mécanisme
multidentellé pour former des complexes de haut poids moléculaires qui précipitent . Soit se

condensent directement avec les protéines par des liaisons covalentes.
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I1.3 Solubilité des mélanges extrait de Eucalyptus globulus —proténes d’albumen

Les résultats obtenus sont rapportés en annexe 10. L’ évolution de la solubilité des extraits
d’ écorces, fruits et feuilles de Eucalyptus globulus a Img/ml mélangés avec des protéines du
blanc d’ ceuf (/1) avant le traitement thermique a différentes températures pendant 20 min ,

est illustrée dans la figure suivante :
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Figure N° 33 : Effet des extraits de Eucal yptus globulus sur la solubilité des protéines du
blanc d’ ceuf.

D’apres ces résultats, nous constatons que la perte de solubilité de I’albumen chauffé a
différentes températures en présence d extraits de plante de Eucalyptus globulus est moins
importante comparée aux résultats obtenus sans extrait de plante (courbes de comparaison sur
lafigure 34) et celapour lestrois extraits utilisés notamment avec I’ extrait des feuilles.

L’ analyse statistique révéle une diminution significative (P<0,05) de solubilité des complexes
extrait-albumen en fonction de I’extrait gjouté, et que cette perte est plus importante avec
I’extrait d’écorce comparée a celle des extraits des fruits et feuilles respectivement. En
augmentant la température la perte de solubilité est significative (P < 0,05). De plus, il
N’ existe pas d’interaction entre les facteurs extrait et température (Fops=96,960 ; P=0).

Selon la figure 34, I’addition des extraits d’ écorce, fruits et feuilles de Eucalyptus globulus
avant le traitement thermique au blanc d'ceuf a provogué une diminution de la perte de

bY

solubilité des protéines comparée a celle observée lors d'un traitement thermique de
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I’albumen seul sans extrait de plante ; les polyphénols et plus précisément les tannins des
extraits induiraient une diminution de la vitesse d'agrégation des protéines suite a leur
complexation avec les protéines de I’albumen , ce qui génerait les interactions protéine —
proténe.
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Figure N° 34 : Courbes de comparaison entre la solubilité des protéines d’ albumen seules et
celle des complexes protéines-extrait de différentes parties de Eucal yptus globulus sous I’ effet
de latempérature . A : écorce, B : fruits, C : feuilles.
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Comme I’ écorce est I’ extrait e plus riche en polyphénols totaux et tannins totaux comparé a
ceux des fruits et feuilles respectivement, il forme plus de complexe tannins-proténes. Cela
explique la perte importante de solubilité des protéines lors de I’ gjout de I’ extrait d’ écorce par
rapport a celle notée lors de I'addition des extraits de fruit et feuilles respectivement a

|’ albumen.

Selon Abi Azar, (2007); Haslam et ses collaborateurs , (2002) ; Simon , (2003), la
précipitation des protéines par les tannins augmente généralement avec la température, ce qui
induit la diminution de leur solubilité. L’augmentation de la température rompt les liaisons
hydrogene, déroule les protéines, permettant aux sites hydrophobes concentrés a I’ intérieur
des protéines d'étre exposés aux interactions hydrophobes qui peuvent les lier aux
polyphenols. D’ailleurs plusieurs éudes ont mis en évidence un effet hydrophobe dans les
interactions tannin-protéines. Mais une augmentation excessive de la température conduit a

inactiver lestannins.

Les polyphenols forment par oxydation, des ortho-quinones qui sont des mol écul es hautement
réactives pouvant permettre des liaisons covalentes tannin-protéine, mais, al’ heure actuelle, il
n'y a que peu d arguments pour |’ existence de liaisons covalentes entre tannins et protéines
(Abi Azar, 2007).

Les interactions proté ne-tannins peuvent modifier les propriétés fonctionnelles des aliments,
elles provoquent souvent une diminution de la solubilité des protéines (Prigent et al ., 2009).

Alors nous pouvons conclure que, plusil y ade tannins présent et moins I'albumen est soluble
car les polyphénols vont sassocier aux protéines et les isoler des molécules d'eau, tout en

favorisant les interactions hydrophobiques.

1.4 NATIVE-PAGE des mélanges extrait d’écorce — protéines d’albumen sous |’ effet de

latempérature

Les figures 35 et 36 montrent les profils éectrophorétiques en conditions natives des
mélanges extrait d’ écorce-albumen (1 /1) sous I’ effet du traitement thermique a différentes
températures (respectivement de 56°C a 68°C et de 71°C a 89°C), pendant 20 min sur un gel
de polyacrylamide (7,5%). L’ extrait phénolique est ajouté avant le traitement thermique.
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Figure N° 35 : Profil électrophorétique native des protéines du blanc d’ ceuf mélangé avec
I’ extrait d’ écorce de Eucalyptus globulus sous I’ effet du traitement thermique pendant 20 min.
A: témoin (Oval, Ovot, Lys) a Img/ml, B: témoin — extrait (1/1), C: albumen sans traitement
thermique, D : albumen non traité —extrait (1/1), E : extrait d’ écorcea1mg/ml , F: E-A traité
a56°C, G: E-A traite a59°C, H: E-A traité a62°C, | : E-A traité a65°C, J: E-A traité a68°C .

e E-A : écorce-albumen

Lapiste A est le témoin, sur laguelle nous constatons trois bandes, Ces trois bandes devraient
étre |'ovotransferrine en haut, I'ovalbumine en bas et I'ovoinhibiteur juste au dessus de cette
derniére (solution contaminées par I’ ovoinhibiteur).

La piste B représente le complexe témoin-écorce, sur laquelle nous observons que deux
bandes, qui sont I’ ovalbumine et I’ ovoinhibiteur dont I’intensité a diminuée par apport a celle
delapiste A (sans addition d’ écorce). La disparaissions de |’ ovotransferrine en haut du gel est

anoter.
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La piste C est le blanc d'ceuf non-traité, sur laquelle trois bandes sont observées. Ces trois
bandes devraient étre, I'ovotransferrine en haut, I'ovalbumine en bas, et I'ovoinhibiteur juste
au dessus de cette derniere.

La piste D représente le mélange albumen non traité- écorce, sur laquelle deux bandes sont
visibles, qui devraient correspondre al’ ovalbumine et I’ ovoinhibiteur, dont I’ intensité est plus
faible comparée a celle de la piste C. La aussi, une disparaissions de |’ ovotransferrine est a

noter.

La piste E représente la migration de |’ extrait d’ écorce. Les molécules de ce dernier restent a

I’interface entre le gel de concentration et le gel de séparation.

Sur lespistesF, G, H, | et J, deux bandes similaires a celles observées sur la piste D (albumen
non traité-écorce) sont observées et qui devraient correspondre a |’ovalbumine et
I’ovoinhibiteur. Une couleur bleu foncé a I'interface du gel de séparation et du gel de
concentration apparait en fonction de la température. Elle est plus remarquable comparée a
celledelapiste D.

La diminution de I’intensité de I’ ovalbumine et d’ ovoinhibiteur pourraient étre expliquée par
leurs interaction partielle avec les polyphénols et |a disparition de |’ ovotransferrine par son
interaction compléte pour former des complexes de poids moléculaire élevés, qui ne peuvent
migrer dans le gel .La couleur bleu foncée qui apparait a I’interface des deux gels correspond
probablement aux complexes proté nes-polyphénols dont la taille augmente avec le traitement

thermique suite a la dénaturation des protéines qui expose leurs groupement hydrophobes .

Sur les pistes D, E, F et G de la figure 36, I'intensité des deux bandes (ovalbumine et
ovoinhibiteur) diminue & partir de 71°C par apport au gel de la figure 35 jusqu’a disparition
complete a partir de la piste H (83°C). L’intensité de couleur bleu foncée a I’interface des
deux gels est proportionnelle a la disparition des deux bandes. Plusieurs travaux ont montré
gue les polyphénols essentiellement les tannins fixent les protéines et forment des complexes
insolubles qui ne peuvent pas migrer dans les gel d’ électrophorese (Vergéet al ., 2002).
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Figure N° 36: Profil électrophorétique native des proténes du blanc d’ ceuf mélangé avec
I’ extrait d’ écorce de Eucalyptus globulus sous I’ effet du traitement thermique pendant 20 min.
A : témoin (Oval, Ovot ,Lys) a Img/ml — extrait d’ écorce (Img/ml), B : albumen non traité —
extrait d’ écorce (1/1), C : extrait d écorce a Img/ml, D : E-A traité a71°C, E : E-A traitéa
74°CF : E-A traitéa77°C, G : E-A traité a80°C, H: E-A traité a83°C, |: E-A traité a86°C,
J: E-A traité a39°C.

e E-A : écorce-abumen

Les tannins jouent un role de ligand polydenté, ils s associent avec les protéines par des
interactions hydrophobiques et par des liaisons hydrogénes (Hagerman et Butler, 1978).

Les interactions de type hydrophobe peuvent se produire entre les groupements galloyls des
polyphénols et les acides aminés tels que I'aanine, la valine, I'isoleucine, la leucine, la
méthionine, la phénylalanine, la tyrosine, le tryptophane, la cystéine et la glycine (Annexe
11). Alors que les liaisons de type hydrogene impliquent les interactions entre le groupement
hydroxyle des composeés phénoliques et |’ azote et/ou I’ oxygene de certains acides aminés tel
gue : la lysine, I'arginine, I'histidine, |'asparagine, le glutamate, la serine, la thréonine, la

cystéine et |e tryptophane de la protéine (Annexe 11) (Y an et Bennic, 1995)
Prigent (2005) rapporte, qu’ en présence de polyphénols avec un degré de polymeérisation

élevé (les tannins), la température renforce les interactions hydrophobes, contrairement aux

liaisons hydrogenes qui diminuent avec I’ augmentation de la température.

87



Résultats et discussion

Aucune interaction n’a été observée entre tannins et protéines a des valeurs de pH ou les
groupements hydroxyles phenoliques du tannin sont ionisés, ce qui indique que les
interactions ionigques avec les protéines ont peu d importance (Hagerman et Butler, 1978). A
noter que lorsque les groupements hydroxyles sont ionisés, des répulsions électrostatiques
empéchent la complexation (Abi Azar , 2007).

Donc les complexes polyphénols-protéines analysés sont probablement dus aux interactions
hydrophobes.

Abi Azar (2007) a montré, en effectuant une électrophorese sur gel native de polyacrylamide
(Phast-system) qu’'avec |’extrait de caroube, une diminution nette des protéines laitieres
majeures (caséine P, caseéine asl, B-lactoglobuline et a-lactalbumine) a été constaté,
diminution qui est accentuée quand la quantité d extrait est augmentée. Cette diminution se
traduit méme par une disparition compléte de certaines bandes protéiques, plus
particulierement celles qui correspondent aux protéines laitieres sériques. Ce résultat confirme
donc que I’ ensemble des protéines laitieres est complexé par I’ extrait de caroube.
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1.5 NATIVE-PAGE des mélanges extrait d’écorce — protéines d’albumen sans
traitement thermique

La figure 37 montre le profil éectrophorétique en conditions natives des mélanges protéines
d’albumen — écorce (1 /1) sur un gel de polyacrylamide (7,5%).

Figure N° 37: Profil électrophorétique native des protéines d albumen mélangées avec
I’ acide tannique et avec I’ extrait d' écorce de Eucalyptus globulus . A: Lys a 0,5 mg/ml , B:
Ovotr 20,5 mg/ml , C: Oval a0,5 mg/ml, D: abumen , E: abumen-écorce, F: Oval-écorce,

G: Ova - acide tannique , H: albumen-acide tannique I : Ovotr — écorce, J : Lys— écorce.

Lapiste A devrait contenir le lysozyme mais selon le pH; de cette derniére, elle devrait rester
a I'interface des deux gels, ce qui justifie son absence sur le gel de séparation. La piste B
contient une seule bande qui correspond a I’ ovotransferrine a 0,5 mg/ml. Sur la piste C, il

S agit del’ovalbumine a 0,5 mg/ml.
Lapiste D présent les bandes du blanc d’ ceuf entier, qui renferme plusieurs protéines mais les
plus visibles sur ce gel sont : I’ovotransferrine en haut, I’ ovalbumine (bande la plus intense)

en bas du gel et |’ ovoinhibiteur juste au-dessus de cette derniere.

Sur la piste E, la migration du complexe albumen entier et extrait d’ écorce a été réalisée.

L’absence de I’ovotransferrine est a noter, qui devrait ére complexé aux polyphénols
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d’écorce et reste aors a la limite des deux gels. Ce qui est a remarquer est aussi que les

bandes d’ ovalbumine et d’ ovoinhibiteur n’ ont pas été modifiées.

La piste F représente |’ ovalbumine —écorce, comparé a la piste C (ovalbumine seule), aucune
différence n’est a noter.
Sur la piste G, le mélange ovalbumine-acide tannique a été analysé. Aucune différence n'a

également été notée en comparaison alapiste C (ovalbumine seule).

Alors pour le cas de |’ ovalbumine, deux hypotheses peuvent étre émises :
e Soit elen’interagit ni avec les polyphénols d’ extrait d’ écorce ni avec |’ acide tannique.
e Soit elle interagit avec ces composés par des interactions trés faibles, ce qui explique
la méme distance de migration soit en présence ou pas d extrait de plante sur le gel de

la native-page et qu’ elle aune faible affinité vis-a-vis des polyphénols.

Cette protéine présente un poids moléculaire de 45K Da, la moitié de ces acides aminés sont
hydrophobes et un tiers sont des résidus chargés, en majorité acides, lui conférant un pH; de
4.5. Elle contient une grande proportion de résidus proline (15 pro/mole) comparée au reste
des protéines de I’ abumen. Elle posséde donc toutes les conditions nécessaires pour interagir
avec les polyphénols, soit par des liaisons hydrophobes, ioniques ou hydrogénes ce qui

contredit la premiére hypothése.

L’ ovalbumine est la seule protéine du blanc d ceuf qui posséde des groupements -SH libres.
Alors, il est probable gu’elle interagisse avec |’ oxygene des -OH des polyphénols par ses
groupes —SH libres (entre I'hydrogéne d'un groupe —SH de I’ovalbumine et I'oxygene du
groupe —OH des polyphénols) en formant des liaisons hydrogenes faibles ou avec ses

groupements amines libres, groupements carboxyliques ou aminé des liaisons peptidiques.

Yon (1969) rapporte que, le groupe -SH est susceptible de former des liaisons hydrogéne et
gue I’ aptitude a former de telles liaisons dépend du caractére attracteur d électrons, ¢ est —a-
dire de I'éectronégativité des deux atomes reliés par liaison hydrogene. Le soufre est
beaucoup moins éectronégatif que I’ oxygene et ne contractera que des liaisons hydrogéne de

faible énergie.
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Zimmer et Cordesse (1996), ont classeé I’ovalbumine comme une protéine ayant une faible
affinité vis-a-vis des tannins condensés de sorgho, en utilisant la BSA marquée a I'iode

radioactif comme mol écule compétitrice.

Mais en traitant thermiquement la solution d ovalbumine a 83°C ou plus, en présence
d’extrait d écorce sur le gel de la figure 36, une disparition compléete de sa bande et
I” apparition des complexes Oval-polyphénols a la limite des deux gels ont été notées. Alors
gue cette bande reste sur le gel de la figure 24 a cette méme température quand la solution

d’ albumen sans extrait d’ écorce est traitée thermiquement ala méme température.

Sur la piste H de la derniere figure, I’ovotransferrine de I’albumen interagit completement
avec |’ acide tannique et forme un complexe lourd qui reste a la limite des deux gels, ce qui
justifie I’ absence de la bande correspondant a cette protéine. Une diminution de I’ intensité de
la bande correspondant a I’ ovoinhibiteur due a son interaction partielle avec |’ acide tannique

est a constater, alors que |’ ovalbumine reste inchangée sur les pistes D et E.

Lapiste | renferme I’ ovotransferrine complexée avec I’ extrait d’ écorce, nous remarquons une
diminution importante de I’intensité de sa bande comparée a celle de la piste B .Cela est
expliqué par I'interaction forte de I’ovotransferrine avec les polyphénols d écorce et le
complexe reste en haut du gel due a son poids moléculaire élevé.

D’ apres ces expériences, nous pouvant conclure que les proténes du blanc d’ ceuf interagissent
avec |'extrait d'écorce par des interactions hydrophobes (renforcées par la chaleur),
essentiellement |’ ovotransferrine due a son poids moléculaire élevé et sa richesse en acide
aminés hydrophobes (28 pro/mole) .Celle-ci forme aors des complexes protéines-polyphénols

de poids moléculaire élevé qui ne peuvent migrer sur le gel de la native-page.

Une exception est notée pour I’ovalbumine native, qui interagit avec les polyphénols
probablement via des interactions hydrogenes formeées entre les fonctions hydroxyles des
groupements phénols et ses groupements sulfhydriles libres ou les groupements amines libres,
groupements carboxyliques ou aminé des liaisons peptidiques. Ainsi que sa faible affinité vis-
a-vis des polyphénals, cela explique la migration de sa bande a la méme distance en présence
ou en absence de I’extrait d écorce. Alors que I’ ovalbumine dénaturée (température > 83°C)
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interagit avec I’ extrait d’ écorce par des interactions hydrophobes pour former des complexes

protéines-pol yphénol s visualisables par la disparition de sa bande sur le gel de la native-page.
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Les ovoproduits sont utilisés comme ingrédients dans de nombreux secteurs agroalimentaires
pour leur techno-fonctionnalité unique.

Les traitements de stabilisation appliqués au blanc d’ ceuf permettent une bonne maitrise de
I’hygiéne mais aussi induisent une atération des propriétés fonctionnelles. En effet, lorsque
le blanc d’ceuf est soumis a un traitement thermique, ses protéines globulaires sont sujettes
a des modifications de structure et de conformation. Selon I’ é&endue de la température et de
la durée du traitement appliqué, ces modifications peuvent aler de la dénaturation a la

gdlification ou ala coagulation.

Le présent travail a été réalisé pour étudier et évaluer I’ effet du traitement thermique sur
certaines propriétés physico-chimiques du blanc d'ceuf. Les parametres suivant ont été
utilisés : dilution du blanc d ceuf a 1/200°™ , tampon Tris-HCI a 0,02M, pH 8,2. Enfin,
I’addition d'un agent de précipitation (extraits d’écorce, fruit et feuilles de Eucalyptus
globulus) pendant le traitement thermique a été réalisée afin d’'évaluer son effet sur la
dénaturation thermique de ces protéines; apres une caractérisation phytochimique des

différents extraits.

Les résultats de I'analyse de I’ effet du traitement thermique de 56°C jusqu’a 89°C pendant
3,10 et 20 min sur certaines propriétés physico-chimiques des protéines de |’albumen
révélent, une évolution sigmoidale de la transmittance. Cette sigmoide comporte quatre
parties distinctes :

Phase stationnaire 1 : La transmittance est stable en fonction de latempérature. 1l S agit de la
phase de dénaturation des protéines ;

Phase descendante : Correspond a une évolution négative de la transmittance en fonction de
la température. Elle pourrait étre considérée comme la phase de transition entre |’ étape de
dénaturation et |'étape d agrégation, sa pente nous renseigne sur la vitesse de cette
transition ;

Phase stationnaire 2 : Elle correspond a la phase d’ agrégation des protéines ;

Phase ascendante : La diminution du trouble a partir de 86°C, pourrait étre expliquée par la
sedimentation des agrégats formés.

93



Conclusion

La dénaturation des protéines du blanc d’'ceuf est un phénomene irréversible. En effet,
I"anal yse des propriétés physico- chimiques tel que laturbidité et solubilité réalisée aprés 24
heures de stockage a 4°C n’'a révélé aucun changement supplémentaire considérable dans
Ces propriéteés.

Des modifications de la densité ains que de la viscosité ont éé constatées suite au

traitement thermique de I’ albumen.

L’analyse des profils éectrophoretiques des protéines natives de I’albumen traitées a
différentes températures pendant 20 min, montre I’ apparition de plusieurs bandes, ce qui
dénote une diversité des protéines du blanc d’ ceuf. La comparaison de ces profils avec ceux
n’ayant subit aucun traitement thermique, montre I’ apparition de nouvelles bandes et des
mobilités relatives différentes dues alaformation d agrégats protéiques.

L’ ovotransferrine commence a se gélifier au environ de 65°C /20 min.

Une coagul ation et/ou une précipitation aux environs de 74°C/20 min a é&té observée.

Les agrégats du blanc d’ ceuf comportent des liaisons non covalentes ( hydrophobes et
électrostatique) et covalentes de type ponts disulfures. Ceci a été démontré par
électrophorése sur gel de polyacrylamide SDS- PAGE (10%) sous des conditions non

réductrices (absence de B-mercaptoéthanol) et réductrices (présence de 3-mercaptoéthanol).

Les résultats du dosage des polyphénols totaux et tannins de différentes parties de
Eucalyptus globulus (fruits, écorce et feuilles) indiquent que : I’extrait d' écorce est le plus
riche en polyphénols totaux et en tannins respectivement de ((518,88+0,41) mg EAG /g ES,
(280,4+3,23) mg EAT/g ES), suivi par I'extrait de fruits ((464,71+0,47) mg EAG/g ES,
(215,96 £3,98) mg EAT/g ES) et de I’ extrait des feuilles qui en contient ((432,63+4,59) mg
EAG/g ES ,(118,6 +4,7)mg EAT/g ES) respectivement .

Les solutions d extraits de Eucalyptus globulus (fruits, feuilles et écorce) a 1mg/ml sont
mélangées a la solution d’ albumen puis traitées thermiquement aux mémes températures que
celles énoncées en premiére partie du travail. La durée du traitement est de 20 min pour
chague température.

Le traitement thermique de I’albumen, en présence des extraits de plantes, conduit a une

prolongation de la phase de dénaturation des protéines pour les trois extraits étudiés au profit
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de la phase d agrégation et une perte de solubilité moins importante comparée aux résultats
obtenus sans extrait de plante , notamment avec I’extrait des feuilles . Par conséquent,
I’ extrait de plante augmenterait la stabilité de |’ albumen vis-&-vis de la chaleur.

La NATIVE-PAGE des mélanges extrait d écorce-albumen (1/1) traitésa différentes
températures pendant 20 min, a confirmé la formation des complexes protéines-polyphénols
qui restent en haut du gel de séparation. Une complexation totale de I’ extrait d’ écorce avec
I’ovotransferrine a 56°C /20 min a été constaté, alors que cela ne se produit avec

I’ ovalbumine qu’ a partir de 83°C/20 min.

La NATIVE-PAGE des protéines pures non traitées, confirme une forte affinité de
I’ovotransferrine vis-a-vis de I'extrait d'écorce probablement via des interactions
hydrophobes et une faible affinité de I’ ovalbumine vis-a-vis de ce méme extrait.
L’ovalbumine native interagit avec les polyphénols probablement via des interactions
hydrogénes faibles formées entre les fonctions hydroxyles des groupements phénols et ses
groupements sulfhydriles libres ou les groupements amines libres, groupements
carboxyliques ou aminés des liaisons peptidiques. Mais lorsque celle-ci  est dénaturée
(température > 83°C), elle interagit avec |’ extrait d’ écorce par des interactions plus fortes
probablement de type hydrophobes pour former des complexes protéines-polyphénols qui
restent en haut de gel de séparation.

Une étude plus large pourrait permettre d’ évaluer I’ effet de la chaleur sur les propriétés des
protéines du blanc d'ceuf, notamment, par I’ utilisation des méthodes calorimétriques telle la
calorimétrie différentielle a balayage (DSC).

Afin de mieux caractériser les proténes du blanc d' ceuf, il serait souhaitable d’ approfondir
cette étude par d’ autres techniques d'investigation, notamment en utilisant I’ é ectrophorese
bidimensionnelle et d effectuer des répétitions afin d appuyer les résultats du traitement

thermique.

Lesrésultats de I’ étude interactionnelle des extraits de Eucalyptus globulus (fruits, feuilles et
écorce) avec les protéines du blanc d ceuf vis-a-vis de la chaleur sont obtenus a partir
d’extraits qui contiennent plusieurs composés, donc la purification de ces substances par
HPLC, CCM, GC-MS ains que la RMN sont nécessaires pour |I’éude interactionnelle

protéines-pol yphénols.
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Des investigations plus fines tout comme la détermination du nombre de site de liaisons des
polyphenols avec les protéines, mais aussi 1a mise en évidence de la nature de |’ interaction,
ou encore |'étude de I'aspect thermodynamique du complexe seront des approches

complémentaires ala compréhension de I’ interaction protéines-polyphénols.
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< M éhode deBradford
» Principe

Le dosage des protéines a été effectué par la méthode colorimétrique de Bradford. Le réactif
de Bradford contient du chromophore (le bleu de coomassie G-250) qui existe sous deux
formes selon son état d'ionisation, la forme libre du chromophore est cationique de couleur
rouge et verte et absorbent un maximum a 465-470 nm. La forme liée du chromophore est
anionique de couleur bleu et absorbe a 595 nm. En milieu acide, ce colorant sadsorbe sur les
protéines et cette complexation provogue un changement de couleur du rouge au bleu. Le bleu
de coomassie réagit avec les protéines en se complexant aux résidus arginine et aux résidus
lysine. Lavariation d absorbance a 595nm indique la quantité de chromophore complexé qui

est proportionnel ala concentration en proténes dans |’ échantillon (Walker, 2002).

C'est une méthode rapide car la fixation est compléte aprés 5 minutes et |’ absorbance du
complexe colorant-proténe est relativement stable, elle est encore plus sensible que celle de

Lowry (0,2 — 20 ug de protéines) (Gueye, 2007).

Coloration Bradford pour dosage des protéines:
1- Préparation du réactif bleu de Coomassie G250
» Dissoudre 100 mg de G250 dans 50 ml d’ é&hanol 95% ;
» Mixer lasolution avec 100 ml d acide phosphorique 85% ;
> Ajuster a 1L avec del’eau distillée;
> Filtrer al’ aide de papier Whatman n°1 ;
La solution est conservable plusieurs semaines a I'abri de la lumiére et a température
ambiante (Walker, 2002).
2- Préparation dela courbed’étalonnage avec la BSA :
La solution mere de laprotéine de référence (BSA a 1lmg/ml)
e Répartir dans des tubes a essai : 10ul ,20 pl ,40 pl ,60 pl, 80 ul, 100 ul de la solution
mere .Préparer trois tubes par dilution ;
e Ajuster a 100 pl avec de I'eau distillée +3tubes contenant 100 pl d'eau distillée
(blanc) ;



Absobance a 595 nmn

e Ajouter 5Sml du réactif dans chaque tube +agitation légere au vortex en évitant de
mousser la solution ;

e Aprés2 minal heure de contact, mesurer |’ absorbance Asgs (Walker, 2002).

3- Dosage

On gjoute 100 pl de I'échantillon &5 ml du réactif de Bradford et on mélange bien avec le
vortex. On laisse incuber entre 2 min a 1 heure a I’ obscurité puis on mesure |’ absorbance a
595 nm. Les concentrations des protéines sont déterminées en référence a une courbe

d’ étalonnage obtenue avec la BSA dans les mémes conditions réactionnelles.

0,8
y=0,0067x+ 0,0694

0,7 - R*=0,9917

0,6 -

0,5 -

0,4

0,3

0,2

0,1

0 20 40 60 80 100 120
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Figure N°1 : Courbe étalon avec laBSA pour e dosage des protéines par la méthode de
Bradford.



Leviscosimetre FANGILAB. SA

Ce viscosimétre contient 6 billes de caractéristiques différentes (Tableau 1), qui servent a
mesurer le temps de chute de la bille dans le tube rempli de liquide visqueux. Le tube de
viscosimetre a un diameétre de 15,94 + 0,01mm, incliné d’ un angle de 10° et enchasse dans
une chambre qui contient un thermomeétre. On peut fixer latempérature de -20 jusqu’a 120°C
dans la chambre en utilisant du |” eau.

Le viscosimétre utilisé est de type FUNGILAB .SA présenté dans lafigure ci-dessous :

Figure N°1: Leviscosimétre FUNGILAB SA utilisé pour déterminer la viscosité des
échantillons du blanc d’ ceuf.



Tableau | : les différentes caractéristiques des billes de viscosimeétre.

Laconstante K
Référence N°dela | Densitéen Diamétre en en mPacm3/g.S L’intervalle de
bille g/em® mm viscosité

V91101 1 2,2 15,81 0,007 0,6...10
V91102 2 2,2 15,6 0,09 7...130
V91103 3 8,1 15,6 0,09 30...700
V91104 4 8,1 15,2 0,7 200...4800
V91105 5 7,7-8,1 14,0 4,5 800...10000
V91106 6 7,7-8,1 11,0 33 6000...75000

Nous avons utilisé labille N°2 pour lamesure de la viscosité des échantillons du blanc

d’ ceuf, dont la constante est déja donnée en tableau I.




+ Solutions utilisées pour la NATIVE-PAGE

1. Solution stock a 7,5 % d' ‘acrylamide: 30 g acrylamide, 0,8 g bis-acrylamide. Compl éter
jusqu’a 100 ml avec I’ eau distillée et filtrer. Conservation a4°C.
2. Tampon du gel de séparation: Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8.
3. Tampon du gel de concentration : Tris-HCI 0,5M, pH 6,8.
4. Persulfate d'ammonium (10%).
5.N, N, N’, N’-tetramethylethylenediamine (TEMED).
6. Tampon de I'échantillon (5x) en mélangeant :

v 155ml de Tris-HCI, 1 M, pH 6,8;

v 2.5 ml d'une solution de bleu du bromophenol (1%);

v 7 ml deau; et 25 ml de glycérol.
Les échantillons solides peuvent étre dissous directement dans le tampon de |'échantillon 1x,
alors que les échantillons d§a en solution devraient étre dilués avec le tampon de
['échantillon 5x pour donner une solution a 1x.
7. Tampon d' éectrophorese : dissoudre 3 g dela base Tris et 14,4 g de la glycine dans I'eau
et guster levolumeallL. Le pH devrait ére 8,3.
8. Solution de coloration des protéines: mélanger 0,25 g de bleu de Coomassie (R-250), 125
ml de méthanol, 25 ml d’ acide acétique glacial et 100 ml d’ eau distillée. Dissoudre le colorant
dans du méthanol en premier, puis gjouter I'acide et |’ eaw.
9. Solution de décoloration des protéines. mélanger 100 ml de méthanol, 100 ml d'acide
acétique glacial et 800 ml d'eau distillée. Laisser les gels dans cette solution sous agitation

continue jusgu’ a apparition de bandes proté ques.
+» Solutions utilisées pour la SDS-PAGE

1. Solution stock a (7,5 %) d'acrylamide composée de 30% acrylamide, 0,8% bis-acrylamide.
Filtrez atravers du papier Whatman N° 1 et conserver a4°C.

2. Tampons:

Tris-HCI 1,875 M, pH 8,8.

Tris-HCI 0,6 M, pH 6,8.



3. persulfate d'ammonium (10%).

4. SDS (10%).

5. TEMED.

6. Tampon d’ électrophorese: Tris (12 g), glycine (57,6 g), et SDS (2,0 g) ont é&é méangés
puis on compléte jusqu'a2 L avec del’ eau distillée.

7. Tampon de I'échantillon : 5 ml de Tris-HCI (0,6 M, pH 6,8), 05 g d'SDS, 5 g du
Saccharose, 0,25 ml de - Mercaptoethanol, et 5 ml de bleu de Bromophenol (0,5%) ont été
mélangés puis le volume est gjusté a50 ml avec I’ eau distillée.

8. Coloration des protéines. 0,1% bleu Coomassie (R-250) dans 50% de méthanol, 10% acide
acétique glacial.Dissoudre en premier le colorant dans le méthanol et I'eau distillée, puis
gjouter I’ acide acétique glacial.

9. Décoloration des protéines. 10% méthanol, 7% acide acétique glacial.

Coomassie Brilliant Blue B-250 Dye Coomassie Brilliant Blue G-250 Dye
EﬂﬁquN_‘;NED;SJ CUH!-RNHNEDTS?
MW 825,972 WY B54.02

......................................................................................................

Figure N° 1 : Différences structurales entre bleu de coomassie R-250 et G-250 (Walker,
2002).



Tableau | : Résultats du % de transmittance mesurée immeédiatement apres traitement

thermique.

T (°C) 3min 10min 20min

56 99,83+ 0,03 99,59+ 0,31 99,43+ 0,19
59 99,71+ 0,08 99,54 + 0,09 99,25 + 0,13
62 99,38 + 0,09 99,09 £ 0,15 96,04 £ 0,13
65 98,68 + 0,1 98,13+ 04 81,15+ 0,2
68 98,15+ 0,1 90,76 + 0,58 76,07 + 0,12
71 94,79 £ 0,05 80,18 + 0,67 75,7+0,33
74 82,33+ 0,04 79,6 £ 0,52 75,66 + 0,12
77 80,2+ 0,04 79,62+0,2 75,64 £ 0,09
80 80,83 £ 0,04 79,82+ 0,31 75,76 £ 0,06
83 79,97 + 0,09 79,16 + 0,27 75,79 + 0,09
86 80,11+ 0,21 80,7+ 0,19 80,75+ 0,12
89 81,85+ 0,2 81,42 + 0,62 81,39 + 0,05




Tableau |1: Résultats du % de transmittance mesurée aprés 24 heures de conservation a 4°C

du traitement thermique.

T (°C) 3min 10min 20min

56 99,65 + 0,08 99,54 + 0,07 97,76 + 0,1
59 99,67 +0,1 99,49+ 0,11 96,62 + 0,2
62 99,26 + 0,07 98,87 + 0,16 94,27 + 0,09
65 98,39+ 0,14 98,07 £ 0,25 81 + 0,03
68 98,25 + 0,09 88,73+ 0,1 75,11 + 0,33
71 93,15+ 0,19 80,25 + 0,09 74,98 + 0,12
74 81,59 + 0,13 79,53 + 0,06 74,61 + 0,19
77 79,56 + 0,12 79,58 + 0,18 75,68 + 0,04
80 79,87 + 0,58 79,75+ 0,07 75,41 + 0,09
83 79,7 £ 0,07 79,87 + 0,06 75,19+ 0,04
86 80,47 + 0,14 81,24+ 0,13 80,10 + 0,23
89 81,47 +0,1 81,76 £ 0,02 80,72 + ,09
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Figure N°1 : Courbes de comparaison entre la transmittance d’ albumen traité,
mesurée immédiatement et celle réalisée apres 24 heures de stockage a4 C°. A :

traitement /3 min, B : traitement / 10 min, C : traitement /20 min.



Tableau | : Résultats du % de la solubilité mesuré immeédiatement apres traitement

thermique.

T (°C) 3min 10min 20 min

56 99,98+ 0,5 99,95 + 0,14 99,83+0,1
59 99,79 £ 0,62 99,71+ 0,33 99,24 + 0,18
62 98,85 + 0,25 98,77 £ 0,34 89,98 + 0,57
65 96,66 + 0,49 92,52 £ 0,45 84,71+ 0,72
68 91,58 +£ 0,34 87,64+ 04 79,51 + 0,46
71 88,77+ 0,34 85,02 + 0,22 70,17+ 0,14
74 83,65+ 0,35 80,45+ 0,17 65,02 + 0,34
77 61,11 + 0,38 56,3 + 0,24 40,05+ 0,21
80 49,66 + 0,2 47,86 + 0,66 37,63+ 0,31
83 43,64 + 0,55 35,87 + 0,27 31,92+ 0,84
86 39,31+ 0,54 32,55+ 0,2 9,15+0,82
89 32,43+ 0,27 28,64+ 0,4 23,44 + 0,21




Tableau Il : Résultats du % de la solubilité mesuré aprés 24 heures de conservation a4°C du
traitement thermique.

T (°C) 3min 10min 20 min

56 99,87 + 0,33 99,54 + 0,21 99,22 + 0,25
59 99,67+ 0,14 99,71 + 0,23 99,18 + 0,41
62 98,65+ 0,74 97,01 + 0,18 90,27 + 0,55
65 95,83 + 0,33 90,53 + 0,33 85,75+ 0,38
68 92,61 + 0,36 85,84 + 0,44 78,5+0,21
71 88,04 + 0,18 84,86 + 0,44 69,65 + 0,23
74 81,76 + 0,15 79,37 +0,1 66,55 + 0,59
77 62,76 + 0,23 56,11 + 0,11 39,07 + 0,19
80 48,61 + 0,43 44,86 + 0,32 31,77 +0,25
83 45,55 + 0,14 39,72+ 0,18 25,77+ 0,21
86 35,76 + 0,11 31,4+0,21 20,31 + 0,37
89 29,65+ 0,18 27,69 + 0,25 19,94 + 0,29
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Figure N°1 : Courbes de comparaison entre la solubilité des protéines d’ albumen traité,
mesurée immédiatement et celle réalisée apres 24 heures de stockage a4 °C.

A : traitement /3 min, B : traitement /10 min, C : traitement /20 min.



Tableau | : Résultats delamesure de la masse des échantillons du blanc d’ ceuf en gramme

(9)-

T (°C) 3min 10 min 20 min

56 28,638 + 0,002 28,655 + 0,005 28,657 + 0,001
59 28,666 + 0,002 28,681 + 0,001 28,698 + 0,003
62 28,693 + 0,003 28,701 + 0,002 28,743 + 0,003
65 28,709 + 0,004 28,737 + 0,003 28,751 + 0,002
68 28,712 + 0,003 28,741 + 0,003 28,78 + 0,002
71 28,743 + 0,003 28,776 + 0,002 28,79 + 0,001
74 28,776 + 0,005 28,789 + 0,001 28,804 + 0,002
77 28,78 + 0,004 28,791 + 0,001 28,829 + 0,001
80 28,805 + 0,004 28,816 + 0,002 28,835 + 0,003
83 28,869 + 0,003 28,889 + 0,001 28,914 + 0,002
86 28,839 + 0,004 28,855 + 0,001 28,866 + 0,002
89 28,808 + 0,003 28,813 + 0,003 28,833 + 0,003




Tableau I : Résultats de la mesure de densité en utilisant un pycnométre de 10 ml (g/ml).

T (°C) 3min 10 min 20 min

56 0,09998 + 0,0002 0,10015 + 0,0005 0,10017 + 0,0001
59 0,10027 + 0,0002 0,10042 + 0,0001 0,1006 + 0,0003
62 0,10055 + 0,0003 0,10063 + 0,0002 0,10106 + 0,0003
65 0,10071 + 0,0004 0,101 + 0,0003 0,10114 + 0,0002
68 0,10071 + 0,0003 0,10104 + 0,0003 0,10143 + 0,0002
71 0,10073 + 0,0003 0,1014 + 0,0002 0,10154 + 0,0001
74 0,1014 + 0,0005 0,10155 + 0,0001 0,10168 + 0.0002
77 0,10144 + 0,0004 0,10155 + 0,0001 0,10194 + 0,0001
80 0,10169 + 0,0004 0,10181 + 0,0002 0,102 + 0,0003
83 0,10235 + 0,0003 0,10256 + 0,0001 0,10281 + 0,0002
86 0,10204 + 0,0004 0,10221 + 0,0001 0,10232 + 0,0002
89 0,10172 + 0,0003 0,10178 + 0,0003 0,10198 + 0,0003

e Ladensité du blanc d’ ceuf non traité = (0,1004 + 0,08) g/ml.




Tableau | : Résultats delaviscosité en mPl des échantillons du blanc d’ ceuf traités a
différents baremes.

T (°C) 3min 10 min 20 min

56 7,182+ 0,11 7,748 + 0,11 7,937+ 0,11
59 7,748+ 0,11 7,936 £ 0,28 8,125 + 0,29
62 8,125+ 0,11 8,251+ 0,12 8,375+ 0,06
65 8,502 £ 0,11 8,690 £+ 0,28 8,878 £ 0,11
68 8,691 + 0,19 8,879+ 0,28 9,066 + 0,11
71 8,942 + 0,27 9,066 + 0,11 9,254+ 0,11
74 9,067 + 0,32 9,254 + 0,11 9,379+ 0,22
77 8,067 £ 0,28 8,121 + 0,28 8,308 + 0,11
80 7,995 + 0,07 7,931+0,11 8,119+ 0,11
83 7,930 £ 0,09 7,865+ 0,12 7,927+ 0,28
86 7,175+ 0,19 7,363+ 0,11 7,552+ 0,11
89 7,365+ 0,1 7,554 + 0,11 7,742 + 0,21




Annexe N° 8

% Courbes d’ étal onnages utilisées pour le dosage des polyphénols totaux et tannins.
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