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RESUME

L’allergie alimentaire est une réaction immunitaire caractérisée par la production des IgE
spécifiques, dirigés contre un antigéne d’origine alimentaire dis trop allergéne. Elle provoque
des manifestations séveres qui peuvent conduire a la mort. Parmi les aliments d’origine
végeétale et animale incriminés dans 1’allergie alimentaire existe le blé, I’orge et le lait de
vache, I’ceuf. Pour étudier leur protéine allergéne, il a été procédé a: -L’extraction de
lactoglobuline, a lactalbumine, 1’ovalbumine, 1’ovomucoid, la gliadine et les hordéines .Nous
avons fait la détermination pH isoélectrique et la lyophilisation. Il a été montré que ces
protéines allergénes sont de nature glycoprotéique et possédent des pH isoélectrique acides ou
proches de la neutralité qui peut étre expliqué par la présence dominante de séquence d’acides
orientées vers I’espace dans les structures protéiques. Enfin les résultats confirment un facteur
direct d’allergenicité qui caractérise les protéines allergénes alimentaire d’origine animales et

vegétales.

MOTS CLES : Allergie Alimentaire-protéines allergenes-lait -ceuf- blé- 1’orge.




ABSTRACT

The food allergy is a reaction of immune system characterized by the production of the
specific IgE against an antigen of food origin named food allergen. Food allergy causes
severes clinical manifestations, which can lead to the death .Among plants and animals food
incriminated in the food allergy exist cow milk, wheat, barley and eggs. It was proceeded to
extraction of gliadine,p lactoglobuline, o lactalbumine, 1’ovalbumine, 1’ovomucoid and
hordéine; and determination of proteins the isoelectric pH. It was shown that these proteins
allergens are glycoproteins and possess pH isoelectric acid or near to the neutrality, which can
be explained by the dominant presence of space-oriented acid sequence in protein structures.
Finally, the results confirm a direct allergenicity factor wich characterizes food allergenic
proteins of animal and vegetable origin.

KEY WORDS: Food Allergy-allergenic proteins- milk-egg-wheat-barley.
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Introduction :

Les protéines sont des constituants indispensables a 1’organisme humain. Elles
assurent des fonctions physiologiques essentielles. Elles doivent étre apportées par
I’alimentation. Les protéines alimentaires d’origine végétale occupent une grande part dans
I’alimentation humaine méme si elles ont une valeur biologique moins importante que celle
des protéines d’origine animale. Cependant, certaines protéines végétales et animales sont
capables de provoquer des réactions immunologiques indésirables chez les individus en
produisant les IgE spécifiques Ces protéines sont dites allergénes. Ces dernieres sont
responsables des manifestations cliniques dont I’anaphylaxie est la forme la plus grave. Le
nombre de ces protéines allergénes est en augmentation ces derniéres années. Cela est di a
plusieurs facteurs dont les changements des habitudes alimentaires, |’utilisation intense des
protéines comme additifs alimentaires dans les produits manufacturés, les modifications liees

au stockage et la création d’aliments transgéniques.

Ces protéines allergénes végétales et animales peuvent étre caractérisées par des
paramétres physicochimiques tel que le pH isoélectrique. Elles sont généralement des
glycoprotéines de faibles poids moléculaire et possédent un pH isoélectrique acide. Cela
explique leur allergénicité méme aprés cuisson et digestion gastrique, ce qui facilite leur

passage, sous la forme native, dans le sang et donc la capaciteé de se lier aux IgE spécifiques.

La B lactoglobuline et La lactalbumine de lait de vache, I’ovalbumine et 1’ovomucoid
de D’ceuf, la gliadine de blé et les hordéines de 1’orge appartiennent a différentes familles
protéiques. La diminution ou la suppression de leur allergénicité est possible grace a la
biotechnologie et aux traitements industriels. De nombreuses études ont été réalisées pour

créer des aliments hypoallergéniques.
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L’allergie alimentaire correspond a I’ensemble des manifestations cliniques liées a une
réponse immunologique vis-a-vis d’un allergéne alimentaire. Elle est définie comme étant une
réponse immunitaire spécifique néfaste survenant de maniére reproductible lors de
I’exposition a I’aliment incriminé. Elle est le plus souvent IgE-dépendante mais d’autres

mécanismes immunologiques sont possibles (Kanny, 2001 ; Jarlot et al., 2013).

On distingue deux types de réactions adverses a 1’ingestion d’un aliment selon que le
systeme immunitaire est impliqu¢ ou non : d’une part lallergie alimentaire ou
hypersensibilité a un aliment mettant en jeu des mécanismes immunologiques et, d’autre part,
I’intolérance alimentaire incluant divers mécanismes, ou le systéme immunitaire ne joue

aucun réle (Jaffuel et al., 2001 ; Mairesse, 2002).

L’allergie alimentaire ne se limite pas seulement aux conséquences de I’ingestion 1’allergene
d’origine alimentaire (trop allergenes). Certes c’est la forme la plus documentée et mieux
démontrée mais il existe des cas ou les allergénes peuvent pénétrer par voie respiratoire lors

de la cuisson ou par simple contact cutané (Nemni et al., 2006 ; Latreche, 2009).

En 1963, deux immunologistes britanniques, Gell et Coombs, ont proposé une

classification distinguant quatre types de réactions allergiques :

> Type | : réaction immédiate, réaginique, liée aux IgE, représente le mécanisme quasi
exclusif de I’allergie alimentaire.

» Type Il : réaction cytotoxique.

> Type Il : réaction semi-retardée (intervention de complexes immuns circulants).

> Type IV : réaction retardée (immunité & médiation cellulaire).

1. Mécanisme d’allergie alimentaire :

Chez la majorité des individus, les protéines alimentaires induisent une tolérance
immunitaire. Les mécanismes mis en ceuvre permettent ainsi d’éteindre toute réponse
immunologique spécifique contre ces protéines, assurant finalement le maintien de I’intégrité
de I’organisme, tout en permettant I’absorption des nutriments nécessaires a sa survie. La
rupture ou le manque d’induction de cette tolérance entraine une sensibilisation chez le sujet

atopique (Morin ,2012).

Le mécanisme fondamental de la réaction allergique immédiate dépendante des IgE,

s’effectue en deux phases : la sensibilisation et le déclenchement.




1.1  Laphase de sensibilisation :
Lors du premier contact avec 1’allergene, les cellules B synthétisent les IgE spécifiques qui se
fixent sur leurs récepteurs situés a la surface des mastocytes et des basophiles. Au cours de

cette phase, il y aura aucun symptome qui apparait. Pour cela, elle est dite silencieuse.

1.2 Laphase de déclenchement :

Au cours de cette phase, la réaction allergique est déclenchée lors du deuxieme contact
avec le méme allergéne ou avec d’autres allergénes qui partagent avec lui des structures
immunoréactives communes ou voisines. Deux épitopes de 1’allergéne se lient avec deux IgE
fixés sur les mastocytes. Cette liaison induit un influx calcique entrainant la libération des
médiateurs préformés (histamine, protéases) et des médiateurs néoformés (prostaglandines
D2, leucotriecne C4 et les facteurs d’activation des plaquettes) responsables d’une
manifestation immédiate des symptomes cliniques (dilatation des vaisseaux, cedéme

muqueux, contraction du muscle lisse bronchique, ...) (Wal, 2005 ; Mondoulet, 2005).

Hypersensibilité aimentaire non allergique
(ex! intolerance au lactose)
Allergie alimentaire
Non médiée par les IgE
s Exemple

Mediée par les IgE : Maladecobagee

Esemple: :

v Lait ceufs cacshuste:

\' Allerge axpoliens..

Figure 01 : Définitions des hypersensibilités alimentaires D’apres (Johansson et al., 2001)




2. Aliments d’origines animales :
2.1 Allergie aux protéines de lait de vache APLV :

Le lait est constitué en majorité d’eau (90%). La matiére séche comprend des glucides,
principalement sous forme de lactose, de la matiere grasse en émulsion, de la matiére azotée
(protéines et azote non protéique) et des sels minéraux. Les protéines du lait de vache se
répartissent en deux groupes : les caséines (80%) et le lactosérum (20%) (a- lactalbumine, -
lactoglobuline, sérumalbumine, lactoferrine). Les réactions allergiques sont principalement
observées a 1’égard de 1’B-lactoglobuline et de I’a-lactalbumine (Morali, 2004). L’allergie
aux protéines du lait de vache se caractérise par sa prévalence élevée puisque 1’on estime
qu’elle atteint 2 a 3% des nourrissons dans la population générale (Viola et al., 2004). Elle est
au 4éme rang de ’allergie alimentaire chez 1’enfant, derriére 1’ceuf, 1’arachide et le poisson.
Dans I’allergie au lait de vache, les symptomes apparaissent précocement, le plus souvent
avant 1’age de 6 mois. Les manifestations cliniques sont essentiellement cutanées (urticaire,
eczéma). Elles peuvent étre digestives (vomissements, diarrhees, reflux gastro-cesophagien) et
respiratoires (toux, asthme) (Host, 2002). De plus, on notera que les protéines du lait sont de
plus en plus fréquentes en tant qu’ingrédient alimentaire dans des produits variés. C’est

pourquoi un étiquetage clair et précis est indispensable pour les personnes sensibles.

L'APLV se caractérise comme une réaction adverse reproductible, par
hypersensibilité immunologique aux protéines lactées bovines, qui sont reconnues par
I'organisme comme des allergenes. Les symptomes cliniques sont principalement gastro-
intestinaux, mais également cutanés et respiratoires. Elle peut aussi se révéler par un choc

anaphylactique et par un syndrome dit de « rescapé de mort subite ».
2.1.1La lactalbumine ou a-la :

Cette petite molécule de 14 200 Da est une métalloprotéine constituée de 123 acides
aminés possédant un atome de calcium par mole (Alais et al., 2003). Elle est présente sous
forme monomérique a un taux moyen de 1,2 g/L de lait. Elle posséde un site de liaison
spécifique de haute affinité¢ au Ca2+, permettant d’assurer la stabilité de la structure native de
la protéine (Jouan, 2002).Elle fait partie intégrante de la lactose synthétase a I’origine de la
synthése du lactose (Jouan,2002). En son absence, le galactose est transféré sur la
glucosamine par I’enzyme alors que lorsqu’elle est présente, il y a un changement de

spécificité et le transfert du galactose a lieu vers le glucose (Alais et al.,2003).




Elle présente 40 % d’homologie avec la structure du lysozyme humain, sans toutefois
posséder ses propriétés bactéricides liées a I’hydrolyse des mucopoly saccharides
(Jouan,2002). En effet, I’acide glutamique composant le centre actif de ce dernier a été

remplace par une histidine (Alais et al.,2003).

L’a-lactalbumine est hydrolysée par des enzymes digestives. Les peptides libérés sont
de petite taille et peuvent étre absorbés par la muqueuse intestinale (Jouan,2002).
L’a-lactalbumine posséde une haute valeur nutritionnelle, de part la présence de tous
les acides aminés naturels dans sa chaine, dont 57 % d’acides aminés indispensables. Ainsi,
elle participe a tous les processus de synthese des peptides et des protéines, mais aussi au
métabolisme intracellulaire de I’organisme. En effet, les acides aminés ramifiés jouent un réle
dans la lutte contre la fonte musculaire et pour la régénération des muscles.
La présence de lysine est indispensable pour la synthese des polyamines (spermine et
spermidine) intervenant dans I’expression des génes, la progression du cycle cellulaire et la
prolifération cellulaire (stimulation de I’activité de I’ADN polymérase et de la synthése de
I’ADN ,action sur la transcription au niveau des ARN-polymérases et dans la synthése des
ARN messagers) (Jouan,2002).

Figure02 : Structure moléculaire de 1’alpha-lactalbumine (Wal, 2011)
2.1.2La beta- lactoglobuline (BLG) :

Cest la principale protéine du lactosérum bovin (figure 5). Elle est la seule protéine
vache n'avoir pas d'équivalent dans le lait humain (Kontopidis, 2004 ; Sawyer, 2003). Elle
est naturellement présente sous forme d'un dimere de 36 kDa. Chaque sous unité correspond a
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une chaine peptidique de 162 résidus d'acides aminés. La molécule posséde 2 ponts disulfure
et un résidu de cystéine libre. Cette structure est responsable des principales propriétés
physico- chimiques de la BLG ainsi que des interactions qu'elle établit avec la caséine durant,
par exemple, les traitements thermiques. Sa relative résistance a I'nydrolyse acide ainsi qu'a la
dégradation par les enzymes digestives (pepsine) permet qu'une petite fraction de la protéine
soit absorbée intacte par la muqueuse intestinale. Les lipocalines ont un fort pouvoir
allergénique et de nombreux allergenes d'origine animale font partie de cette famille. Ils ont
en commun une séquence homologue bien conservée dans la premiere moitié - terminale de la

molécule, avec un résidu de tryptophane toujours présent en position 19 (wal ,2011).

La BLG est stable a des pH acides et aux enzymes protéolytiques, laissant sa structure
inchangée pendant la digestion et, éventuellement son permet le passage intacte travers la
barriere intestinale (Heyman, 2010). Dans ce sens, il semble que la majeure partie des
épitopes liant les IgE humaines, sur la structure tri - dimensionnelle de la BLG, est située a la
surface de la molécule, suggérant que les importants sites de BLG sont principalement
conformationnels (Wal, 1998). (figures03)

Figure 03 : Structure moléculaire d'un monomere de 3- lactoglobuline.

Brownlow et al., (1997). (Elmecherfi,2012)




2.2 L’allergie a I’ceuf :

L’ceuf est un aliment fréquemment consommé et présent dans de nombreux produits
industriels pour sa valeur nutritionnelle, ses propriétés organoleptiques et surtout
pour ses propriétés fonctionnelles. Au-dela de sa présence dans de nombreux produits
alimentaires, I’ceuf entre également dans la composition de médicaments, vaccins et

produits cosmétiques.

L’allergie au blanc d’ceuf apparait généralement pendant la premicre année de vie.
Une étude européenne a montré que 1’dge moyen d’apparition des symptomes est de
12 mois avec des variations en fonction des pays qui s’expliquent par des différences

dans I’age d’introduction de I’ceuf dans I’alimentation (Xepapadaki et al., 2016).

Les symptomes d’une allergie a I’ceuf sont cutanés chez 90% des patients et gastro-
intestinaux dans environ 40% des cas (Boyano et al., 2001). Les symptomes peuvent
apparaitre lors d’une premicre ingestion connue a 1’ceuf et la présence d’IgE spécifiques de
I’ceuf, avant méme 1’introduction de cet aliment dans 1’alimentation a été observée chez des
enfants présentant une dermatite atopique (Monti et al., 2002).Cette observation laisse
supposer une sensibilisation en amont de cette premiere ingestion par voie cutanée ou au

cours de la grossesse via le placenta ou par le lait maternel (Benhamou et al., 2010).

Le traitement curatif de I’allergie a 1’ceuf par immunothérapie est actuellement étudié.
Une immunothérapie orale avec de la poudre de blanc d’ceuf pendant 10 mois
entraine pour 28% des personnes allergiques a I’ceuf une désensibilisation permanente
qui correspond a une non réponse a un régime alimentaire contenant de 1’ceuf (Burks
et al., 2012). Un traitement plus long pendant 4 ans induit une désensibilisation chez
50% des patients (Jones et al., 2016).

-Les différents allergénes de I’ceuf, I’ovalbumine et I’ovomucoide :

Le blanc d’ceuf est constitué majoritairement d’eau et contient environ 11% de
protéines. Le jaune quant a lui, est constitué de 16% de protéines et de 30% de lipides
associes en structures lipoprotéiques. Les 4 allergénes majeurs de [’ceuf sont des
protéines contenues dans le blanc : I’ovomucoide (Gal d 1), I’ovalbumine (Gal d 2),
I’ovotransferrine (Gal d 3) et le lysozyme (Gal d 4). Deux autres allergénes mineurs sont
également présents dans le jaune comme 1’alpha livétine (Gal d 5) et le fragment C terminal
de vitellogenine-1 YGP42 (Gal d 6) (De Silva et al., 2016). La prévalence des IgE spécifique




de chaque allergéne est présentée dans le tableau 3 (Matsuo et al.,2015).Les deux protéines
de T’ceuf les plus étudiées en lien avec D’allergénicité sont 1’ovalbumine (OVA) et
I’ovomucoide (OVM).

2.2.1 L’ovomucoide :

L’OVM ou Gal dl représente 11% des protéines du blanc d’ceuf. Cette glycoprotéine
appartient a la famille des inhibiteurs des sérines protéases et est un inhibiteur de la trypsine et
de I’¢lastase. Elle est constituée de 3 domaines homologues, chacun étant stabilisé par 3 ponts
disulfures et posséde 5 sites de glycosylation. Elle est fortement résistante au chauffage et a la
digestion par les protéases. L’OVM peut étre chauffé a 100°C en conditions acides pendant de
longues périodes sans aucune modification apparente de ses proprietés physiques ou
chimiques et ne s’agrége pas lors du chauffage du blanc d’ceuf (Mine, 1995). Il s’agit d’un
allergéne immune dominant dans I’ceuf de poule. L’OVM est impliqué dans I’allergie au
blanc d’ceuf fortement chauffé (Benhamou et al., 2015).En effet, la plupart des patients
allergiques a I’ceuf cuit sont capables de consommer du blanc d’ceuf chauffé s’il ne contient
pas d’OVM (Urisu et al., 1997). Cependant, aucune valeur seuil de concentration en IgE
spécifiques de ’OVM ne peut étre utilisée pour prédire une tolérance a 1’ceuf cuit (Bartnikas

et al., 2013). (figure04)
2.2.2 L’ovalbumine :

L’OVA ou Gal d2 protéine la plus abondante du blanc d’ceuf (environ 54%)
appartient a la superfamille des serpines, identifiée comme une famille d’allergénes d’origines
animale et végétale. Cette protéine globulaire est un allergene dominant dans ’allergie a
I’ceuf. Cette phospho-glycoprotéine constituée de 385 acides aminés correspond a un poids
moléculaire d’environ 45 kDa (Nisbet et al., 1981). Son point isoélectrique est de 4,5.
L’OVA contient six résidus cystéine, dont deux forment un pont disulfure. Elle présente donc
quatre groupements SH libres permettant la formation de ponts disulfures intermoléculaires

lors des traitements thermiques.




Figure05 : Structure de lI'ovalbumine.
3. Aliment d’origine végétale :
3.1 Les protéines allergenes de blé :

Le blé est une plante annuelle. Il appartient a la famille des Graminées. La teneur en
protéines des graines est comprise entre 10 a 15%, selon la variété. Ces protéines sont riches
particulierement en acide glutamique, en leucine et en proline mais pauvres en lysine. Ces
protéines sont divisées en deux grands groupes : protéines de structure et de fonction (les
albumines et les globulines) et protéines de réserves (les protéines du gluten : gliadines et

gluténines).

Chaque groupe de protéines renferme un certain nombre de protéines allergenes qui
sont responsables des différentes formes d’allergies. Ces dernieéres dépendent de la voie

d’exposition et des mécanismes immunologiques engendrés (Battais et al., 2007).
A ——
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Tableau 01 : Proportions des différentes classes de protéines dans le blé (Cheftel, 1985).

Type de Albumine Globuline Prolamine Gluténine Gliadine
protéine
Proportions 9 5 40 56 43
(%)

e Lesgliadines:

Les gliadines sont des protéines monomériques solubles dans les alcools dilués et
représentent 40 a 50% des protéines totales de blé. Les gliadines sont riches en acide
glutamique et en proline. Elles contiennent des liaisons disulfures intramoléculaires (Saadoun
et al.,2002). Elles sont réparties en quatre groupes selon leur mobilité électro phorétique a pH
acide. 11 existe les a, P, v et ® gliadines. Les trois premiers, a, 3, y, sont responsables de la
dermatite atopique chez I’enfant avec ou sans asthme tandis que les w5 gliadines provoquent

I’anaphylaxie induite par I’effort et de ’urticaire (Denery et al., 2006).(figure 06)
3.2Les protéines allergénes de ’orge :
e Leshordéines:

Leur polymorphisme est tres étudié en raison de leur importance pour la Malterie-
Brasserie. Elles ont été identifiées en zone D(100-110KD) et B(28-50KD). Leur pH
isoélectrique est acide, solubles dans I’éthanol a 70% et pauvre en leucine. Les déterminants
antigéniques des hordéines responsables des manifestations allergiques sont mal connu
(Bouchair et al.,2007).

%
6w 2%, 000"
00,890, 50 0a°%
, 3 \_...\..:.! ‘
e B

Figure06 : Structure de gliadine.

e
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1. Matériel et Méthodes :

I1.1. Enquéte sur la propagation de I’allergie alimentaire au niveau de la ville de

Guelma :

Nous avons effectué une enquéte sur les allergies alimentaires au niveau de la ville de
Guelma. Le questionnaire a été mené dans 4 écoles primaires différentes. L’étude a été

réalisée du 20 au 30 mars 2022.

L'enquéte a ete rédigée en arabe et s'adressait aux parents en supposant que les enfants
ciblés sont trop jeunes pour répondre par eux-mémes. Un questionnaire a été distribué pour
recueillir les données. La premiére question aux parents était : « Votre enfant a-t-il ou a-t-il
déja eu une réaction allergique a la nourriture ? Si la réponse était "Oui, on a demandé aux
parents de déterminer l'aliment/les aliments causant l'allergie. Pour chaque aliment signalé
comme provoquant une réaction indésirable, on a demandé aux parents de déterminer 1’age de
I’enfant, premiére réaction, les signes cliniques, prend-il des médicaments et s'il y avait des

antécédents familiaux d’allergie.(figure07)
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Figure 07 :Questionnaire
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I1.2 Matieres biologique :

Les produits utilisés sont : I’ceuf de poule, le lait de vache qui provient de la ferme de
Mdjez bou hamma a Guelma, le blé et I’orge (houari Boumediene) qui est une variété locale

de la région de Guelma.
I1.3 Méthodes d’analyses :

11.3.1 Extraction de la protéine d’origine animale :
11.3.1.1 Extraction des protéines du lait de vache :

a. P lactoglobuline et a lactalbumine :

A 250ml de lait de vache frais chauffé a 40° C sont ajoutés 50 g Na2SO4. Apres
dissolution du sel et lorsque la température descend a 25° C, la solution est filtrée. Le filtrat
contient des lactalbumines. A 150ml du filtrat, nous ajoutons 1,5ml de I’acide chlorhydrique
en concentré en agitant énergiquement. A pH voisin de 2, a lactalbumine forme un précipité
renfermant d’autres protéines. Le B lactoglobuline reste en solution. Le précipité et le
lactoglobuline sont séparés par centrifugation a 2000tours /minute pendant 15 minutes. Le
précipité contenant I’a lactalbumine et les diverses protéines dont le sérum albumine peu de 3
lactoglobuline est dissout dans 15 ml d’ammoniac dilué. Le volume final doit étre égal au
1/10 du filtrat. Le pH de la solution est ramené a 3.5 avec de ’acide chlorhydrique 0,1N. La
lactoglobuline restant en solution est récupérée par centrifugation a 2000tours/ minute
pendant 15 minutes. Le précipité est dissout dans un volume d’ammoniac dilué égal au quart
du volume précédent. Le pH de la solution est ramené a 4 avec I’acide chlorhydrique 0,1N.
Placer pendant une nuit dans le réfrigérateur 1’a lactalbumine sédimenté seul en formant le
culot, celui-ci est récupéré par centrifugation a 2000tours/minute pendant 20 minutes (Souiki,
2000).

11.3.1.2 Extraction des protéines du blanc d’ceuf :

a. L’ovalbumine :

250 ml de blanc d’ceufs sont dilués dans le méme volume d’eau distillée. Puis on
agite pendant 10 minutes, ensuite vient la filtration.100g de sulfate de sodium (Na2S04)
sont ajoutes au filtrat. La solution est agitée pendantlheure 15 minutes puis centrifugée a
2000 tours/ minute pendant 15 minutes. Le surnageant renferme 1’ovalbumine qui est

récupéré par chauffage a 70° C.une nouvelle centrifugation est effectuée a 2000tours/
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minute pendant 15 minutes. L’ovalbumine reste soluble dans le surnageant (Souiki,

2000).
b. L’ovomucoide

40 ml du blanc d’ceuf sont ajoutés a 240 ml d’eau distillée bouillante 1égerement
acidifiée avec ’acide acétique préparé a 0,1% ensuite filtrée avec le papier Wattman. Le
filtrat renferme I’ovomucoide qui est récupéré par centrifugation a 2000 tours/minute

pendant 15minutes (Souiki, 2000).
11.3.2 Extraction de la protéine d’origine végétale :
11.3.2.1 Extraction des protéines du blé :

50g de blé broyé sont ajoutés a 500ml de Na CI 0,5 N. la solution est agitée 2 heures et
centrifugée a 3000 tours par minute pendant une demi-heure. Ensuite 250ml de Na ClI
0,5N sont ajoutés au culot recueilli. Cette solution est agitée pendant 1 heure et
centrifugée a 3000 tours/minute pendant 30 minutes. Au résidu contenant les gliadines
sont ajoutés les 150 ml d’éthanol a 70% puis la solution agitée 2 heures et centrifugée a

3000 tours /minute pendant 15 minutes. Le surnageant doit contenir les gliadines solubles.

Une dialyse contre I’eau distillée a froid pendant 24 heures permet la récupération des

gliadines (Souiki, 2000).

Figure08: précipitation des gliadines figure09 :précipitation de beta-lactoglobuline
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11.3.2.2 Extraction des protéines du I’orge :

50g d’orge broyé¢ sont ajoutés a 500ml de Na Cl 0,5 N. la solution est agitée 2
heures et centrifugée a 3000 tours par minute pendant une demi-heure. Ensuite 250ml de Na
Cl 0,5N sont ajoutés au culot recueilli. Cette solution est agitée pendant 1 heure et centrifugée
a 3000 tours/minute pendant 30 minutes. Au résidu contenant les hordéines sont ajoutés les
150 ml d’éthanol a 70% puis la solution agitée 2 heures et centrifugée a 3000 tours /minute
pendant 15 minutes. Le surnageant doit contenir les hordéines solubles. Une dialyse contre

I’eau distillée a froid pendant 24 heures permet la récupération des hordéines (Souiki, 2000).

11.3.3 Détermination du pH isoélectrique des protéines allergénes :

11.3.3.1 Détermination du pH isoélectrique des protéines d’origine animale :
Le pH isoélectrique des protéines solubles (B lactoglobuline, a lactalbumine, 1’ovalbumine,
I’ovomucoide) a été déterminé par titrage avec 1’acide chlorhydrique 0,5N ou L’hydroxyde de

sodium 0.5N.

11.3.3.2 Détermination du pH isoélectrique des protéines d’origine végétale :
Le pH isoélectrique des protéines solubles (gliadines) a été déterminé par titrage avec 1’acide
chlorhydrique 0,5N.

FigurelO : le pH metre.
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11.3.4 Lyophilisation :

Apres la determination du pH isoélectrique des protéines allergenes, la lyophilisation a été

effectuée puis en mesurer leur poids.

laboao

Figure 11 : lyophilisateur
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|11-Résultats et discussions
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I11_ Résultats et discutions :
111.1 Prévalence des aliments allergique :

Parmi 400 enfants 28 ayant une allergie alimentaire d’origine animale ou végétale, soit un

taux de 7%.
Tableau 02 : prévalence des aliments provoquant des allergies alimentaires.

ALIMENT Nembre Poucentage

Lhuile 01 3.57%
Epinad 01 3.57%
Haricot 01 3.57%
Boisson gazeux 01 3.57%

Poivre 01 3.57%

Chips 01 3.57%

Legumineuse 02 7.14%
L’ 02 7.14%

Lait 03 10.71%

Poule 03 10.71%

Viande 03 10.71%

Poissons 04 14.28%

Chocolats 05 17.85%
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Figure 12 :Variation du taux d’allergenes alimentaire chez les enfants.

On remarque une variation dans la distribution des allergénes animales et végétales chez les
enfants dont le chocolat occupe la 1 ere place avec un taux 17,85% suivi de poisson 14,28%,
puis viande, poule et lait 10,71% et viens apres les légumineuses et I’ceuf 7.14% enfin chips,

poivre, haricot, boisson gazeuse, épinard et 1’huile 3,57%.
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Tableau 03 : les volumes des solutions extraites et les masses des différentes protéines

allergénes d’origine animales.

Les protéines allergene VVolume de la solution Masse des protéines

extraites extraites

L’ovomucoide 117.3mg

L’ovalbumine 70ml 2839.1mg

a-lactalbumine 6.4ml 3354.8mg

- lactoglobuline 204ml 3560.8mg

e Dans un volume initial de 250 ml de blanc d’ceuf, 1’ovalbumine récupérée est
2839,1mg.
e Dans une quantité initiale de 40g de blanc d’ceuf, I’ovomucoide récupérée est 17,3mg.
e Dans un volume initial de 250 ml de lait de vache frais, la masse de B lactoglobuline
récupeérée est 3560,8 mg.et de a-lactalbumine 3354.8mg .

Tableau 04: les volumes des solutions extraites et les masses des différentes protéines

allergeénes d’origine végétales

Les proteines allergéne VVolume de la solution Masse des protéines

extraites extraites

Hordéine

e Dans une quantité initiale de 50 g de blé broyé, la masse des gliadines récupérée est

2,6 mg.
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e Dans une quantité initiale de 50g d’orge broy¢, la masse des hordéines récupérée est

15.3 mg.

Tableau05: les valeurs du pH et pHi des différentes protéines allergenes d’origine animale

Les protéine allergenes Valeurs de pH Valeurs de pHi

L’ovomucoide
L’ovalbumine

a-lactalbumine
- lactoglobuline

e La valeur de pH de la solution extraite pour 1’ovalbumine est 9.48 et celle pHi

4.10.Par rapport a I’ovomicoide, la valeur de pH de la solution extraite est 4.44 et celle
pHi 1.67.

e La valeur de pH de la solution extraite pour la a lactalbumine est 3.45 et celle pHi
2.08.Par rapport la valeur de pH de la solution extraite pour  lactoglobuline est 4.10
et celle pHi 2.44

Tableau 06 : les valeurs de pH et pHi des déférentes protéines allergénes d’origine

végeétale.

Les protéines allergene Valeurs de pH Valeurs de pHi

Gliadine 7.95 3.4

Hordéine 7.67 3.6

e Pour les gliadines du blé, la valeur de pH de la solution extraite est 7.95 et celle pHi
3.4
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e Dans le cas des hordéines de 1’orge, la valeur de pH de la solution extraite est 7.67 et
celle pHi 3.6.

Figure 15 : I’ovomucoide. Figurel6 : la gliadine de blé.

Figurel? : ’hordéine de I’orge. Figurel8 : I’alpha lactalbumine.
R ————
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D’aprés nos résultats des pH isoélectrique des protéines d’origine animal, nous avons
déterminer un caracteére acide des protéines qui peut étre expliqué par la présence dominante

de séquence d’acides orientées vers 1’espace dans les structures protéiques.

Dans le cas du blanc d'ceuf le pHi des ovalbumines est égal a 4,10 et la valeur de pHi
des ovomumcoides a égal 1,67 ces valeurs acides expliquent la résistance de 1’aliments qui le

constituent.

Les résultats de pHi acide des B lactoglobuline implique une dominance des radicaux
acide de certains acides aminés. La substitution de 1’acide aspartique par la glycine a des

influences importantes sur ces molécules la valeur pHi égale 3,25.

Par ailleurs Daufin et al (2000) dans leurs travaux situent la précipitation sélective
de l'a-lactalbumine (o-LA) a un pH autour de 4.2 quand elle est sous traitement thermique.
Nos résultats different des leurs ce qui peut s’expliquer par le fait de deux protocoles de

précipitation différents ,valeur de pHi égale 2,08.

Les résultats de pHi acide des gliadines de blé impliquent une dominance des radicaux
acides de certains acides amineés tel que l'acide glutamique (Glu), I’acide aspartique (Asp.)
ainsi que l'incorporation de la glutamine (GIn) avec la totalité des radicaux confére a la

molécule le caractére acide.

Selon nos résultats nous avons constaté des pHi des protéines allergenes alimentaire
d’origine végétale de caractére acide dont le maximum est observé dans les hordéines d'orge,
alors que le minimum est observé dans les gliadines de blé, cette acidité est due a la présence
dominante des séquences d'acides aminés acides. Nos résultats sont en parfaite concordance

avec ceux trouver par (Wall, 1999).

Toutes les protéines ont un phi acide inférieur a 5. Elles ont la méme forme
d’ionisation. Cette derniére s’explique par leur structure. Selon Mahroug (2010), lorsque le
taux de protéines est important la fraction glucidique est faible et le pHi de la protéine est

acide.

Enfin nos résultats confirment un facteur direct de I'allergenicité qui caractérise les

protéines allergénes alimentaire d'origine animales et végétales.
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Conclusion :

Une allergie alimentaire est une réponse immunitaire induite par les IgE a une protéine
contenue dans un aliment. Ingérer méme de trés petites quantités de cet aliment ou en respirer
des particules peut déclencher une reaction allergique (anaphylaxie) pouvant mettre votre vie
en danger.

Les gliadines du blé¢ ; I’ovomucoide et I’ovalbumine du blanc d’ceuf ; la B
lactoglobuline, 1’a-lactalbumine du lait de vache et ’hordéine ont été extraites. Ensuite on a

été déterminé leur pH isoélectrique qui a été obtenu par pH précipitation.

Les protéines allergénes pour chacun des lait, I’ceuf, blé et I’orge possédent en
générale un point isoélectrique acide. Le pHi acide est 1'un des facteurs qui caractérise les
protéines allergénes incriminés dans I’allergie alimentaire. Les allergies alimentaires
représentent un enjeu important de sécurité des aliments. Leur augmentation récente est
surtout due a I’évolution des modes de vie. Un bon nombre de ces allergies est évitable, et la
prise de conscience des risques par tous les acteurs de la chaine alimentaire devrait a terme

ameéliorer la situation.
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