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Stratégie expérimentale

La β-lactoglobuline (β-lg) possède un rôle fondamental dans l’expression des fonctionnalités des ingrédients à

base de protéines sériques. La maitrise de ces fonctionnalités (régularité, reproductibilité) nécessite une meilleure

compréhension de la réactivité chimique des protéines, en particulier de la b-lg. Au cours du traitement

thermique, la b-lg (dimère à l’état natif) se dénature et la cystéine libre (Cys121) initie des réactions d’échange

SH/S-S à l’origine d’agrégats covalents (Figure 1).

Objectif de l’étude : Développer une méthode d’identification des groupements thiols exposés au cours du traitement thermique (réactifs pour les réactions

d’échange SH/S-S) plutôt que des cystéines impliquées dans des ponts disulfures

Contexte : Actuellement, la réactivité des cystéines de la b-lg est estimée en combinant l’hydrolyse enzymatique des agrégats

protéiques et l’analyse des peptides par LC-MS avant et après réduction (identification des ponts disulfures non natifs).

Principales limites de cette stratégie expérimentale :

- Fragments résistants à l’hydrolyse enzymatique ne sont pas analysés (masse moléculaire trop élevée) 

- Ouverture possible de ponts disulfures au cours de l’hydrolyse (réarrangement, etc.)

- Impossibilité d’identification des cystéines participant aux ponts disulfures si les peptides impliqués possèdent plusieurs cystéines  

Figure 2 :

Les groupements thiols exposés après traitement

thermique ont été tout d’abord bloqués avec l’acide 5-((((2-

iodoacetyl)amino) ethyl)amino) naphthalene-1-sulfonic

(IAEDANS) afin de prévenir les échanges thiol/pont

disulfure.

Figure 1

Les cystéines 66 et 160 sont majoritairement

exposées à l’issue du traitement thermique alors

que la cystéine 106 n’est jamais accessible à

l’IAEDANS, suggérant son implication dans les

ponts disulfures.

Cette méthode apporte une nouvelle information

sur la réactivité des groupements thiols de la b-lg.
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Figure 4

Figure 4 :

L’absorbance spécifique du IAEDANS permet de focaliser

l’analyse de l’hydrolysat enzymatique sur les peptides

d’intérêt.

Les cystéines libres et exposées après traitement

thermique sont identifiées après analyse MALDI MS/MS.

L’estimation de l’abondance de chacun des thiols exposés

est réalisée à partir du profil HPLC en phase inverse de

l’hydrolysat peptidique.

Figure 3 :

Couplée au dosage des thiols totaux (dosage d’Ellman),

l’analyse par gel filtration (double détections 280/336 nm)

permet d’estimer la quantité de thiols exposés sur les

différentes espèces moléculaires contenues dans un

mélange protéique en raison de l’absorbance spécifique

du IAEDANS à 336 nm.


