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Résumeé

La présente étude a pour objectif d’'isoledetcaractériser la fraction des protéose-
peptones de quatre espéces laitieres bovine, ov@meeline et caprine par électrophorese
sur gel de polyacrylamide (PAGE) dans les cond#tioatives.

L’analyse physico-chimique a porté sur la mesdu pH et le dosage des protéines,
I'isolement et la caractérisation par PAGE naties grotéose-peptones ont été effectué.

Le dosage des protéines a réevélé des tenenshgw (30,27 g/l en moyenne) pour le lait
de vache, de chévre et de chamelle, alors qu'undaux fois plus élevé a été enregistré
pour le lait de brebis (50,50g/1). Le taux des @imts sériques du lait de brebis est estimé a
13 g/l. L'analyse par PAGE-Native de cette fractmmmontré la présence de protéines
homologues entre les quatre espéces laitieresxeéelption du lait camelin ou I'absence de
la B-lactoglobuline a été observée.

Les protéose-peptones totales des différentmnéitions de lait ont été isolés par
thermocoagulation et précipités au TCA 12%. La darssation par PAGE-Native a
permis d’obtenir des profils similaires pour legspbéces étudiés ou des entités analogues
aux PP3, PP5 et PP8 bovins ont été distinguées.

Mots clés: Lait, bovin, ovin, camelin, caprin, protéinesrigées, protéose-peptones,
PAGE-Native.



Abstract

This study aim to isolate and characterize thetifsacof protéose-peptones of four
different milk species; cattle, sheep, camels armhtgy via polyacrylamide gel
electrophoresis (PAGE) with native conditions.

The physic-chemical analysis focused on: measuptofproteins dosage, isolation and
characterization of protéose-peptones with thera®AGE method.

The proteins dosage revealed a close content eégee-peptones (30.27 g/l) in cow,
sheep and camel milk, while a rate twice as high reaorded with goat’s milk (50.50 g/l).
The content of serum protein in goat's milk wasneated 13 g/l. This fraction’s analysis
via native-PAGE revealed the presence of counteprateins between the four species of
milks, with the exception of camel milk where abserof the beta-lactoglobuline was
observed.

All the protéose-peptones of the different samplemilks were isolated via thermo-
freezing and precipitation with TCA 12% method. Tdmaracterization with native-PAGE
allowed us to obtain similar profiles for the fomilks species that been analyzed, when
similar proteins of PP3, PP5 and PP8 were distsipd.

Keys worlds: milk, cattle, sheep, camel, goat, serum proteprstéose-peptones,
native-PAGE.






Introduction

Introduction

Considéré comme étant une source de protéines lasinmportante et ayant un role
vital dans l'alimentation humaine, le lait est dimant complet. Il compense les autres
protéines animales telles que la viande, au proessif. |l contient des graisses, du lactose,
des protéines, des sels minéraux, des vitamir&s%td'eau.

Le lait constitue un produit de base dans leléte de consommation algérien, il est
consomme tel quel, a I'état frais ou sous formepdmuits transformés notamment en
fromage ou en yaourt.

En Algérie, les besoins en lait sont tres irtgrds et sont estimés a 7 milliards de litres
en 2015 (ZAIDA, 2016). La production laitiere natade n'a pas réussi a suivre I'évolution
de la consommation laitiere par habitant, alors gokee pays est considéré comme l'un
des plus grands consommateurs de lait en Afrigaecduverture assurée actuellement par
la production nationale ne dépasse pas 3,4 mdlidedlitre (EL HIRONDEL, 2014).

La filiere laitiere consacre annuellement plies46 Mds de dinars comme subvention
destinée a la poudre de lait, le développemena geedduction locale apparait comme une
exigence pour réduire cette dépendance. 80% derddugtion laitiere est orientée
particulierement vers le lait bovin, le reste estupé par le lait ovin, camelin et caprin.

Afin d’endiguer ce manque, I'état encouragdégeloppement du cheptel bovin laitier,
ainsi que les especes ovine, caprine et camelimaues pour leurs résistance aux
conditions climatiques extrémes.

Une connaissance approfondie de la qualitétimmnelle du lait, de sa composition, de
sa structure et de ses propriétés physiques etiqims est indispensable a la
compréhension de son comportement lors des dit®rémitements technologiques
appligués en vue de I'obtention de nouveaux predigtives.

Les protéose peptones c’est une composantatatiun grand intérét pour laquelle une
attention particuliere devrait étre portée. C’ese draction thermorésistante qui joue un
réle techno-fonctionnel et biologique importantugtéurs études ont été consacrées a la
fraction bovine, alors que trés peu de travauxéb@tmenés sur les protéose peptones des
autres laits.

C'est dans ce cadre que s’inscrit notre tfagai a pour but de mener une étude
comparative de la fraction protéose peptone dibk@arin, ovin, caprin et camelin. Ceci en

isolant cette fraction et en la caractérisant pegtéophoreése en conditions natives.
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Synthése des donndslibgraphiques

1. Synthése des données bibliographiques

1.1. Apercu général sur les laits bovin, ovinamnelin et caprin

1.1.1. Production laitiere dans le monde et en Adgie

La filiere laitiere occupe une place importantd’éhelle mondiale, la production
laitiere mondiale est dominée par le lait de va@®O, 2015).Cette production a atteint
704 millions de tonnes en I'an 2018, alors quertalpction en lait des autres especes n’est
que de 34 millions de tonnes (Vargas, 2020).

La répartition de la production totale du lait mweau mondial entre les différents
ruminants n'a pas connu de changements significdtifant la période allant de 2005 a
2018 (tableau I).

Tableau | : Production mondiale de lait par espécanimale durant la période allant
de 2005 & 2018 (Vargas, 2020)

Lait 2005 2015 2017 2018 TCAM
2005-2018
Vache 549 670 689 704 1,9%
Bufflonne 80 109 121 126 3,6%
Chevre, brebis et 28 32 34 34 1,5%
autres
Total 654 811 844 864 2,1%
TCAM : Taux de croissance annuel moyen Unité : millions de tonnes/an

En Algérie, 80% de la production laitiere estads par le cheptel bovin (KACIMI EL
HASSANI, 2013), les 20% qui restent du total sootwerts par le lait de brebis et de
chevre, alors que la production laitiere camelstengarginale (DRISS, 2017).

La production nationale demeure insuffisante conigite de la demande annuelle en lait
(tableau I1)
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Tableau Il : Evolution de la production laitiere en Algérie durant la période allant
de2007a 2011 (MADR., 2012)

Années 2007 2008 2009 2010 2011
Espeéece
Bovin 1,52 1,51 1,80 1,90 2,00
Caprin 0,21 0,19 0,22 0,27 0,24
Ovin 0,41 0,46 0,39 0,37 0,44
Camelin 0,039 0,059 0,039 0,040 0,056
Total 2,18 2,22 2,45 2,58 2,73

Unité : milliard de litres.

1.1.2. Caractéristiques physico-chimiques du lait
1.1.2.1. Définition

Le lait est définit comme étant le produit intégdal la traite totale et ininterrompue
d'une femelle laitiere bien portante, bien noumtenon surmenée. Il doit étre recueilli
proprement et ne pas contenir de colostrum (Conigitésnational de la répression des
fraudes alimentaires, Geneve, 1908).

Sur le plan organoleptique, le lait est un liquibdenc, opaque, deux fois plus visqueux
que I'eau, de saveur doucatre légerement sucrdedsur peu accentuée (BITMA&L al,
1996).

Le lait de chevre est blanc méat, di a I'absencB-daroténe, contrairement au lait de
vache.

1.1.2.2. Caractéres physiques du lait

- pH

Le pH traduit la concentration en ions H+ ou l'a@@dactuelle du lait (SINA, 1992). Sa
valeur varie en fonction des espéces, vu les vammtde la composition chimique
particulierement la teneur en caséines et en platsphe pH du lait bovin est compris
entre 6,6 et 6,8, il résulte de la présence enseaesé phosphates et des caséines (LATYR
FALL, 1997).Le lait camelin serait lIégérement plaside que le lait bovin (OULD
MOUSTAPHA et al, 2016).

- Acidité

Elle correspond a l'acidité exprimée par le taumcitle lactigue formé a partir du

lactose. Le lait normal a une acidité de titrattomprise entre 14 et 18° D (SINA, 1992).
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Comparé au lait de vache, le lait de chamelle difigitres peu, il peut étre conservé
longtemps sans réfrigération (3 jours a 30°C etethanes a 7°C) (OMERet al,
2009).Alors que le lait de brebis, il présente acalité plus élevée que les autres laits
(tableau I11).

- Densité

La densité varie pour une méme espece, elle esindépte de la richesse du lait en
éléments dissous et ceux en suspension ainsi glee téeeur en matiere grasse (SINA,
1992).Elle varie également en fonction de la teraijpee, elle est mesurée a 20°C (LATYR
FALL, 1997).

La densité moyenne du lait est de 1030 a une tanpérde 20°C (WENDMISIDA,
2013).

Tableau Ill : Caractéristiques physiques du lait bavin, ovin, camelin et caprin
(TITAOUINE, 2018)

Parametres Vache Brebis Chamelle Chévre
pH a 20°C 6,7 6,9 6,8 6,8
Acidité (D°) 16,8 17,1 13,35 16,5
Densité a 20°C 1033 1039 1032 1030

1.1.2.3. Valeur nutritionnelle
Le lait sécrété par les différentes especesmammiferes présente des caractéristiques
communes et contient les mémes catégories de muttdmeau, protéines, lactose, matiere
grasse et minéraux. Cependant, les proportionsectgps de ces composants varient
largement d'une espece a l'autre (COURTET LEYMARI@EL0), comme figure dans le
tableau(1V).
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Tableau IV : Composition moyenne du lait de différates espéces animales
(VIGNOLA, 2002)

Animaux Eau Matiere grasse Protéines Glucides Minéraux
(%) (%) (%) (%) (%)
Vache 87,5 3,7 3,2 4,6 0,8
Chevre 87,0 3,8 2,9 4,4 0,9
Brebis 81,5 7,4 53 4,8 1,0
Chamelle 87,6 54 3,0 3,3 0,7

Les principaux facteurs de variation de la producet de la composition chimique du
lait sont soit liés a I'animal (facteurs génétiquetades physiologiques, I'état sanitaire...)
soit lies au milieu dans lequel I'animal vit (alintation, hygiene, traite...) (BON¥t al,
2005).

L’eau constitue la composante majeure du lait (Aratal, 2002), avec un pourcentage
allant de 81 a 87% (tableau IV).

Le lactose, principal glucide du lait (4,8%) joue wle important en favorisant
I'absorption du calcium. Ainsi que dans les prosluditiers de substrat de fermentation
pour les bactéries lactiques. Ces derniéres I'Hysemt en glucose et galactose, puis le
transforment ces hexoses en acide lact{g@&-ITEDUPONT, 2011).

Les lipides sont constitués d’'un mélange d’acides @n suspension dans le lait sous
forme de gouttelettes, ils forment une émulsion KLFEEDUPONT, 2011). Le lait caprin
est plus riche en acides gras a chaine courteaylaét Ide vache, cette composition permet
au lait de chévre d’étre plus digeste que le kaivache (KOCKEN, 2019).

Le lait est une source trés riche en minéraux cipalement en calcium mais aussi en
phosphore, magnésium, sodium et en potassium. aumportance dans l'alimentation
humaine (LAFITEDUPONT, 2011) (Tableau V).

Le lait est également une source de vitamines dipbses et hydrosolubles (AIT
AMER MEZIANE, 2008). Les vitamines hydrosolubles tseuvent dans le colostrum a
des taux transitoirement deux fois plus élevésdares le lait mature avant d’atteindre des
taux stables (COURTET LEYMARIOS, 2010). Les vitassriiposolubles s’associent aux
différents lipides ; par conséquent, I'écrémagelaiudiminuera considérablement leurs
concentrations (VIGNOLA, 2002). Le lait de brebes distingue du lait de vache par sa

haute teneur en vitamines (tableau VI). Le laitdevre contient, pres de trois fois moins

)
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Tableau V : Teneur en Minéraux et en oligo-élémentde laits de diverses

especes animales (mg/l) (F.A.O, 1995).

Vache Chamelle Chévre Brebis
Minéraux
Sodium 0,5 0,39 0,37 0,42
Potassium 1,50 1,76 1,55 1,50
Calcium 1,25 1,16 1,35 2,0
Magnésium 0,12 - 0,14 0,18
Phosphore 0,95 0,83 0,92 1,18
Chlore 1,00 0,30 2,20 1,08
Oligo-éléments

Fer 0,20-0,50 0,55 0,2-1,5
Cuivre 0,10-0,40 0,40 0,3-1,76
Zinc 3-6 3,20 1-10
Manganése 0,01-0,03 0,06 0,08-0,36
Molybdéne 0,07
Aluminium 0,6-1 - -
lode -

Tableau VI : Teneurs en vitamines du lait de diverss espéces animales (FAO,

1998).
Vitamines Vache Chamelle Chévre Brebis
(mg /)
Bl 0,42 - 0,41 0,85
B2 1,72 - 1,38 3,30
B6 0,48 - 0,60 0,75
B12 0,0045 0,0023-0,0039 0,0008 0,006
Acide 0,92 - 3,28 4,28
nicotinique
Acide folique 0,053 - 0,006 0,006
C 18 57-98 4,20 47,0
A 0,37 0,37-1,26 0,24 0,83
[3-carotenes 0,21 0,16-0,46 <0,10 0,02

5
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De vitamines E, six fois moins de vit B12 et cimgsfmoins de vit B9 que le lait de vache
(FRANTZ, 2009). Le lait de chamelle se singulapse sa richesse en vitamine B3 et en

vitamine C comparativement au lait bovin (RAHttlal, 2013).

1.2. Les protéines du lait
Les nombreuses protéines du lait peuvent étreégassn deux groupes distincts : les

caseéines et les protéines du lactosérum.

1.2.1. Les caséines

Les caséines désignent un polypeptide complexdtaés de la polycondensation de
différents aminoacides dont on trouve la leucliaside glutamique et la serine (JEAN et
DIJON, 1993). Elles occupent 80% des protéinesadwache, de brebis et de chevre, 72%
a76% des protéines totales du lait camelin (FOX.120

Les caséines sont des particules colloidales fdarrdas micelles qui regroupent les
différentes especesnS1-CN,B-CN etk-CN. Ainsi que les caséingsqui correspondent a
des fragments de la caséhd.a composition protéique et les propriétés famielles des
micelles varient en fonction de I'espéce et mémeseain de la méme espece, selon la race
considérée (HAZEBROUCK, 2016).

Selon RAYNAL-LJUTOVACet al (2007), les caséines du lait de brebis et dudkit
chevre sont tres minéralisées et moins stablesnthgement par rapport aux caséines
bovines, en outre, les caséines bovines sont remesalcium (BALTHAZAREet al,2016).

La taille des micelles de caséines ovines est @enif®, similaire aux caséines caprines
mais réduites par rapport a la taille des micedesaséines bovines qui est de 260 mm.
Alors que le diametre des micelles des caséineglozs est plus important, il est compris

entre 260mm et 300mm (FARAgt al,2004).

Le lait camelin montre une faible teneur &CN qui est estimée a 0,8 g/l
comparativement aux laits bovin, ovin et caprimtde taux est de 3,5 g/l (KAPPELER
al, 2003) ce qui explique les difficultés rencontrdass le processus de coagulation du lait
de chamelle (ALIMet al,2004).
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Tableau VIl : Concentration des fractions caséiniqes dans le lait de différentes
especes
a: WAL (2011) ; b : HAZEBROUK (2016) ; c : KAPPELER et al (2003).

Protéine Vache Brebis Chamelle Chevre
Caséine totale 28-30 50-60 z 2,4
(9
as1-CN 12-1% 3,0-6,0 5,0 3,5
as2-CN 9,0-17 9,0-12 2.7 4.8
B-CN 9,0-1F 19-28 15° 12,6
K-CN 3,0-4,0 4,0-5,0 0.8 3,4

Tableau VIII: Caractéristiques physico-chimiques de caséines des laits bovin,
ovin, camelin et caprin.

a:JOST (1988) ; b : KAPPELERet al (1998) ; ¢ : PARKet al (2007) ; d : TRUJILLO
et al (2000) ; e : PAYENS (1982) ; f : FARREL(1973) ; gRESTANI et al (2009) ; h : FARAH

et al (2004).
Protéines MM Nombre de % Taille des
Espece (kDa) résidus d'aa Homologie micelles
avec les (nm)
caséines
bovine
Vache as1-CN 23,60 199 100g
as2-CN 25,25 207 100 260
B-CN 24,00 209 10¢P
K-CN 19,00 169 100
Brebis as1-CN 23.47 199 88,3
as2-CN 25,67 208 89,7 193
B-CN 23,79 207 92,0
K-CN 19,37 177 84,9
Chamelle asl1l-CN 25,77 215 44,5
as2-CN 21,62 178 58,3 260-300
B-CN 24,65 217 69,2
K-CN 18,25 167 58,4
Chévre as1-CN 23,60 199 87,9
as2-CN 25,30 288 88,3 180°
B-CN 24,00 207 91,1
K-CN 19,00 171 84,9
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1.2.2. Les protéines du lactosérum

Le lactosérum est composé d’'une phase aqueusentiemnt 'ensemble des éléments
solubles du lait (lactose, vitamines hydrosolublas;léotides, acides aminés libres, sels
minéraux et protéines) (LAFITEDUPONT, 2011). Lestgines sériques représentent 15 a
28% des protéines totales du lait de vache (DEBRI?]), entre 20 et 25% de I'ensemble
des protéines du lait de chamelle (AL HARS AL KANHAL, 2010), 25,84% des
protéines totales du lait de brebis (PELM#EtSal, 2012) et occupent 22% dans le lait de
chevre (JOUANE, 2002).

Les protéines du lactosérum ont une structure dhirey) elles présentent une excellente
valeur nutritionnelle car elles sont riches en @afrés, en lysine et en tryptophane. Elles
ont de remarquables propriétés fonctionnelles rabés sont sensibles a la dénaturation
thermique (THAPON, 2005). On distingue des prot®ingjeures constituées dea-I’
lactalbumine ¢-La), lap-lactoglobuline §-Lg) et I'albumine sérique (SA) et des protéines
mineures représentées par la lactoferrine, la pacboxydase, lysozyme, les

immunoglobulines ainsi que d’autres enzymes du lait

1.2.2.1. Les protéines sériques majeures
1.2.2.1.1. L#-lactoglobuline

D’aprés AL ADJAMI et al (2009), lap-lactoglobulineconstitue la protéine la plus
abondante du lactosérum de différentes especesdait Cependant, des études ont révéle
I'absence de cette protéine dans le lait de chamatlle lait humain (EL-AGAMYet al,
1996).

Cette protéine appartient a la classe des altmsnelle est constituée d’'une seule chaine
de 162 résidus d’acides aminés avec 2 ponts disslfelle a une structure tres compacte
du typeB-a-p qui se présente sous forme d'un dimere de 36 KiZdte organisation
structurale de Ig-Lg est responsable de ses principales propriétésiqp-chimiques
comme les interactions gu’elle établit avec la rasdors des traitements thermiques
(WAL, 2011). Sa structure tertiaire lui permet deef la vitamine A et certains acides gras
(PIEN, 1975).

1.2.2.1.2. Lu - lactalbumine
L’ a- lactalbumine joue un réle dans la biosynthésdadtose (LINDEN, 1987), cette
petite molécule de 14200 Da est une métalloprotglobulaire de 123 résidus d’acides

aminés. Elle posséde un site de liaison spécifdpidaute affinité avec les ions Gde




Synthése des donndslibgraphiques

calcium permet d’assurer une stabilité a la stmectle la protéine (LAFITTEDUPONT,
2011).

L’ a-La constitue la protéine majeure dans le lait deapea concentration est de 7,2
g/l (BEG, 1985 ; KAPPELER, 1998). Cependant, samxtavoisine 1,5 g/l dans le lait
bovin (WAL, 2011) et 2 g/l dans le lait caprin fRSHALL, 2004).

L’ a-lactalbumine posséde une haute valeur nutritidenela chaine peptidique est
composeée de tous les acides aminés naturelsgylemement le tryptophane, la cystéine
et la lysine qui présentent 21,6% du total desescaiminés ded-La cameline, alors qu'ils
n'occupent qu’un taux de 19,6 % dans son homolbgwen (SALAMI et al,2008).

L’o- La joue un rdle dans la biosynthese du lactosBIPEN, 1987). Elle permet
également la liaison des cations divalents commedeium et le zinc et facilite
I'absorption des minéraux essentiels (PERMY AKEABERLINER, 2000).

1.2.2.1.3. L’albumine sérique

L’albumine sérique (SA) est une protéine djore sanguine, elle n’est pas synthétisée
par la glande mammaire. Sa masse moléculaire e689 dda. Elle est présente dans le
lactosérum avec un taux de 0,3g/l.

La BSA bovine présente 76% d’homologie avec I'almersérigue humaine (CAYOT
et LORIENT, 1998), son taux d’homologie est de 74t 92,4% avec la SA caprine et
ovine, respectivement (RESTANt al, 2009).

Sa capacité a créer des liaisons réversibles tuigtede jouer un rble de transporteur de
molécules et de divers ions (colorants, médicamé@s métaux divalents) (CARTER et
HO, 1994).

1.2.2.2. Les protéines sériqgues mineures
1.2.2.2.1. La lactoferrine

La lactoferrine (LF) est une glycoprotéine de 81DQ, constituée de 689 résidus
d’acides aminés, sa structure renferme 7,2% dedgisicElle appartient a la famille des
transferrines. Elle contient au sein de sa stradinws les acides aminés naturels.

La concentration de cette protéine est élevée tarlait camelin (220mg /) (EL-
AGAMY et al, 1997) par rapport au lait de chévre qui contighti2l20 pg/ml (ORAN et
REITER, 1980), alors gu’elle est de 140mg/l dansitebovin (KAPPELERet al, 1998).

La LF est résistante aux traitements thermiques gunaux enzymes digestives. Cette

protéine présente des propriétés antioxydantestibbatériennes trés intéressantes, elle est
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également décrite comme un stimulant de la réponsminitaire cellulaire de I'organisme
contre les infections (WALL, 2011).

1.2.2.2.2. La lactoperoxydase

La lactoperoxydase (LRst une glycoprotéine qui appartient a la familles d
oxydoréductases. Elle est constituée de 612 aciemés et présente une masse
moléculaire de 78 KDa.

La lactoperoxydase du lait de chamelle est plusrbeésistante comparativement a son
homologue du lait bovin (EL-AGAMYet al, 1996). Elle est également résistante a
I'hydrolyse acide et a la digestion enzymatique.s B#udes récentes ont montré la
contribution de la LP dans la défense immunitaireor® rapporté ses propriétés anti-
tumorales (KULA, 2016).

1.2.2.2.3. Les immunoglobulines

Les immunoglobulines(lg) sont des glycoprotéinas rgprésentent environ 10% des
protéines totales du lactosérum, elles sont régsadn cing catégories : 1gG1, 1gG2, IgA,
IgM et IgE (PIEN, 1975).

Dans le lait de vache, on retrouve 3 classes (IgK3,et IgA). sous classes (IgG 1, 1gG
2 etlgG 3)oules IgG 2 et IgG 3 constituent 5@%sérum des camelidaes (DESMYTER
et al, 2001) et présentent une structure uniquessfuilépourvue des chaines légeres, avec
une partie tres étendue portant les CDR «Complaneitetermining Region» (DALEY
et al, 2005). Ces immunoglobulines présentent une agtiahibitrice sur les enzymes et
ilIs agissent comme de vrais inhibiteurs compétitifs pénétrant dans leurs sites actifs
(LAUWERAYS et al,1998). Ces protéines sont de petite taille.

Elles passent dans la circulation sanguine vianestins et peuvent étre considérées
comme de meilleurs candidats pour la thérapie huenkd.

La concentration des IgG est de 1,64mg /ml datetleamelin, 0,70mg /ml dans le lait
bovin ; 0,67 mg /ml dans le lait ovin et 0,55 mgbhahs le lait caprin (EL-AGAMet al,
2009).

Ces protéines anticorps assurent la transmissiolindeunité de la mere au jeune
animal, en particulier lors des deux premiers jodesla lactation durant lesquels leurs

concentrations sont maximales (KELLY, 2003).
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1.2.2.2.4. Le lysozyme

Le lysozyme est une enzyme identique au lysozymelakma sanguin. Elle hydrolyse
la liaisonp entre I'acide muramique et la glucosamine de mglygaccharide de la paroi
des bactéries sensibles (DEBRa&t al 2001). Le lait de chamelle contient une
concentration plus élevée en lysozymeudB00 ml) contre (i{g/100 ml) pour le lait de
vache (ELAGAMY et al, 1996). Sur le plan structural, la masse molépaildii lysozyme
camelin est évalué a 14,4 kDa qui est similaire elecde son homologue bovin
(ELAGAMY et al, 1996) et caprin (JOLLESt al, 1990). Alors que celle du lait ovin, elle
est estimée a 16,2 kDa (MARONI et CUCCURI, 2008 .r&le majeur du lysozyme dans
le lait, est de protéger le nouveau-né des invagiam les bactéries pathogénes au niveau
gastro-intestinal (DEBRYt al, 2001).

Tableau IX : Concentration des différentes séropratines dans les laits de diverses

especes
a: POTOCKNIK etal (2011) ;b : KAPPLER et al (2003) ; ¢ : EL-HATMI et al (2006).
Lait de Lait de Lait de Lait de
Protéines Vaché Brebis chamell& Chévré
Protéines 5,7 (g/kg)* 11 (g/kg)? 3,5 (g/kg) 7,4 (g/kg¥
sérique totales
a-La 53,59 % 8,97-17,00 % 2,29 13,31-34,70%
B-Lac 20,10 % 59,24-77,70 % - 43,54-63,80 %
lgs 11,73 %
BSA 6,20 % 3,6-5,1% 8,5 % 1,8-5,50 %
LF 8,38% - 9,5 %

En plus des différentes protéines citées, le laitldamelle se distingue des autres laits
par la présence de certaines protéines spécifigiexg,le cas de la protéine sérique acide)
(whey acidic protein (WAP), la protéine de recossance du peptidoglycane
(peptidoglycane recognition protein (PGRP) et latgine basique (whey basic protein
(WBP) (BEGet al, 1986, OCHIRKHUYAGet al, 1998, KAPPELERet al, 2003).

F
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1.3. La fraction des protéose-peptones

Les protéose peptones (PPT) sont des phosphoggbtéines qui ont la particularité de
rester solubles aprés un traitement thermique d€ 9%endant30 min. cette fraction
représente 2 a 4% des protéines lactiques totdlemnvron 10 % des protéines du
lactosérum (MATIet al,1991).

Les protéose-peptones correspondent a deuxpgsod’entités distinctes selon leur
origine, on distingue :

- les fragments de la protéolyse de la caggiissus de la région N-terminale, on trouve le
PP5, PP8(F) et PP8(S) ;

- la fraction hydrophobe (PP3) regroupant desapyatéines présentes a I'état natif dans
le lactosérunfGAOUSSOUet al, 2013).

La teneur des protéose peptones dans le laitatesbide chévre, de jument et de yak
est de 1,4; 0,6 ; 0,19 et 0,137 g/l, respectivéam@as taux sont3 a 20 fois inférieurs a
ceux rapportés pour le lait de vache (0.8 g/l).

La teneur en PPT varie entre 0,5 et 3 g/ml (PAQUIBB9) et leur composition dépend
de la conservation, du stade et du nombre de i@wcfadt du traitement thermique subit par
le lait (LARSENet al, 2010). En effet, la teneur en PP3 diminue danfaiirpasteurisé
comparativement a celle d’un lait cru (LARSENal, 2010), tandis que les proportions des
hydrolysats issus de la caséhe’accroissent pendant la conservation dans ledlkest

animaux atteints de mammites (MERéNal, 2008).

1.3.1. Composition et origine des pp
Les principaux constituants de la fraction desdwee-peptones sont la PP3, la PP5 et la
PP8 qui sont réparties en deux groupes selon Igdrophobicité : une fraction non
hydrophobe (FNHPP) et une fraction hydrophobe (FHBPRENSENet al,1993).

1.3.1.1. La fraction non hydrophobe des PP (FNHPP)
La FNHPP est constituée de nombreux polypeptidesirdss majoritairement par la
PP5, la PP8F (Fastapide) et la PP8S (Slowent) (EIGELet al, 1979).
Ainsi, la PP5 correspond aux fragmeft€N-5P (f1-105/107), la PP8F représente le
fragmentp-CN-4P (f1-28) et la PP8S équivaut aux fragm@a@GN-1P (f 29-105/107) de

la caséing.Ces hydrolysats issus de la région N-terminaléadmaséingsuite a I'action




Synthese des donnés bibliographique

de la plasminesont tres solubles, contrairement aux cas yqui sontissues de la région
C-terminale (Figure Yltres hydrophobesSWAISGOOD, 1993).

Le composant PP8 Fast de la fraction prot- peptoneest un prduit stable de
I'nydrolyse deg3-caséines, contrairement a la fraction PP5sembleétre un composé
intermédiaire ANDREWS, 197:).

H.Arg-Glu-Leu-BGlu-8lu-Leu-Asn-VYal-Pro-Gly—Glu- [le—Val-Glu—S’:r‘— Leu- Sr‘-— ﬁ:r‘ —.?rr—ﬁlu—
PP8F o1

Qlu-Ser—-1le—Thr-Arg-ile-Asn—Lys} L
28

His—-LysfGlu-Met-Pro-Phe-Pro-Lys-Tyr=Pro=¥Yal=-0In-Pro-Phe-Tyr-
105 107

Glu-Ser-GIn-Sar-Leu=Thr-Leu-Thr-Asp-VYal-0Glu-Asn-Leu-His-Leu-Pro-nro-Leu-Leu-Leu—
Oln-Ser-Trp—HMet—His—-@In—-Pro-His—-08In-FPro-Leu—-Pro—Pro-Thr-Yal-Het-FPhe-Fro—FPro-0ln—
Ser—VYal-Leu—-Ser—-Leu—Sar—Gln—-Ser—Lys-Yal-Leu—Pro-¥al-Pro-0lu—-Lys—-Ala-Yal-Pro—-Tyr -
Pro-08ln-Arg-Asp—Met—Pro-lle-Gin—-Ala—Phe— Leu— Leu—-Tyr-0in-0In-Pro-Val-Leu-Gly-Pro—
val-Arg-0Gly-FPro-Phe-Pro-|le-ile-val.OH

209

Figure 1: Protéolys«de caséin@ par la plasminédPAQUET, 1989

1.3.1.2. La fraction hydrophobe des PP (FHPI

La FHPP est composéle protéines et d’'un ensemble mEypeptides natifs tels qu
les trois principaux composants a caractere hydriopltontenus dans un groupe comp
de glycoprogines trés hétérogenee constituant le plus important de ce groest la PP3.
Le PP3 estcomposé d'une glycoprotéine trées hydropt de 18kDa et un peptide
hydrophobe de8 kDaPAQUET et al, 1988)C’est une glycoprotéine phosphorylée
28kDa, désormais appelée lactophorine (LP28) ou ddptophorire (KANNO, 1989 ;
GIRARDET et al, 1996).

La LP28 est constituée « 135 résidus d’acides aminéslle préseni cinq sites
phosphorylation (Se29, 34, 38, 40 et 4, deux sites d’Gylycosylatior (Thr 16 et Thr 86)
et un site deNylycosylation (Asn 86). Les 1 résidusd’acides aminés s’organisent
deux domaines bien distin : le domaine de la partie N-terminale 1 a 9 résidus d’ aa,

chargés négativement avplusieurs modifications post-traductionneet le domaine de la
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partie C-terminale de 98 a 135 résidus, sont ckapgsitivement affichant un caractere
amphiphile (CAMPAGNAet al,1998).

Par ailleurs, la LP28 est dégradée par la plasaipartir de la région C-terminale pour
donner certains constituants de la FHPP tels quéPlE6 (16 kDa) et la LP18 (18 kDa)
(SORENSENet al, 1993). La LP18 correspondant au fragment LP28-138), elle
représente la fraction la plus hydrophobe (18 kil'a)Ja FHPP (SORENSEBS! al, 1993).
Elle existe sous deux formes : une forme qui pré&sene O-glycosylation en position
Thr 86 et une forme présentant une N-glycosylatiopesition Asn 86 (INAGAKIet al,
2010a).

Dans le lait de chamelle, la teneur en PP3 passentjple au double lorsque celle des
Igs chute, c’est ce qui justifie le réle probable BP3 dans la défense et qui est
complémentaire a celui des Igs (EL-HATRt al,2006a, 2007).

Plusieurs études ont été menées sur le PPdtcholin et ont rapportées son aptitude a
inhiber la lipolyse spontanée du lait (CARTIER al, 1990) et a stimuler l'activité
cytogénétique des cellules d’hybridomes (MATal, 1993).

1.3.2. Propriétés biologiques et techno-fonctionites des protéose peptones

Les propriétés techno-fonctionnelles des protéic@msespondent aux propriétés qui
influencent la structure, I'aspect, la texture,vlacosité, la perception en bouche ou la
rétention d’arébme du produit alimentaire.

Plusieurs études ont mis en évidence desitastibiologiques et technologiques des
protéose peptones, ces activités ont été éluckléem fraction bovine, particulierement,
sur le composant PP3 (GAOUSS@UtJal, 2013). Cependant, les fractions ovine, caprine et
cameline n’ont fait I'objet que de rares travauxA@JSSOU et al, 2013). Parmi les

principales propriétés techno-fonctionnelles de§,RIA cite :

1.3.2.1. Les propriétés moussantes
C’est la capacité a réduire la tension de surtfoeefacon générale de nombreuses
études sur les protéines associent leur pouvoirssan a leur capacité a réduire la tension
de surface. Trés peu d'études ont cependant portésspropriétés moussantes spécifiques
des PP. Leur réle a été mis en évidence dans kcit@mlobale du lait ou du lactosérum a
produire de la mousg&AOUSSOUet al,2013.
Les PPT peuvent constituer de bons agents mosssaseraient méme en grande partie

responsables de la capacité moussante du laithat@enment, a son composant PP3. Par




Synthése des donndslibgraphiques

exemple, le fromage fouetté contenant 2 % de presédépourvu des protéines majeures
du lactosérum telles que la BSA efl#actoglobuline, ainsi que de lactose, peut pré&sent
des qualités de mousse comparables a celles du dilzruf (GIRARDETet al. 1995).

La fraction hydrophobe PP3 possede un pouvoirdesmsiif supérieur a celui de la fraction
PP totale (PAQUET, 1986) et serait donc fortemeanpliquée dans les propriétés
moussantes des protéose-peptones (JELEN, 1973)

1.3.2.2. Les propriétés émulsifiantes

Les propriétés émulsifiantes des protéines sontretation avec leurs propriétés
tensioactives a linterface liquide-liquide. Les TPPrésentent de meilleures activités
emulsifiantes comparativement aux protéines magedte lactosérum connues pour leur
excellente propriété émulsifiante (SHIMIZEX al, 1989). Cette propriété des PPT est
fortement dépendante de la présence de certaigespgbtéines telles que les LP28 qui
semblent avoir une forte affinité pour I'huile étlsilisent 'émulsion huile-eau (SHIMIZU
et al, 1989).

Par ailleurs, la méthode turbidimétrie décrite BEARCE et al. (1978) montre
également que les propriétés émulsifiantes desgeRiTen fonction des concentrations en
protéines (INNOCENTEet al, 1998b). En effet, plus la concentration en pr@&gin
augmente plus le temps nécessaire aux moléculesf@ooer un film stable a I'interface
huile-eau se réduit. Cela se traduit par un abaisst de la tension interfaciale qui
provogue I'augmentation de la turbidité de 'émols[GAOUSSOUet al,2013.

En outre, la FHPP présente des propriétés émuitdfa trés intéressantes
comparativement a celles de falactoglobuline (INNOCENTE et al, 1998b). Cette
performance s’explique du fait de leur haute hytodjicité qui permettra les interactions
des groupements hydrophobes avec la matiere (ildB$©CENTE et al, 1998b).

Cela permet de considérer la FHPP comme étant neaple des propriétés
émulsifiantes de la fraction totales des protéagaegnes. La FHPP présente une structure
amphiphile qui est conventionnellement considéréemme un modele structurel
fonctionnel des liaisons lipidiques (interaction28ipide) (PARKet al,2009).
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TablauX: Tableau synthétique des différentes foncatins biologiques et technologiques
du PP3 dans le lait de vache. In (SENOUSSI, 2011).

Propriété étudiée

Mode d’action Auteurs

Inhibition de la lipolyse

Propriétés moussantes et

émulsifiantes

Propriétés

antibactériennes
Activité bifidogene
Activité mitogénique et

immunostimulantes

fixation des arbmes

Inhibition de I'activité de la CARTIER et CHILIARD
lipoprotéine lipase par (1990) GIRARDET et
adsorption compétitive sul LINDEN (1996)
linterface huile-eau du  INNOCENTEet al (1998)
globule gras empéchant CAMPAGNA et al (1999)
I'action de la LPL
Réduction de la tension INNOCENTEet al (2002)
interfaciale et stabilisation GIRARDET et LINDEN
des émulsions et des  (1996) VANDERGHEMet
mousses al (2007) CAMPAGNAet
al (1999)
Inhibition de la croissance  CAMPAGNA et al (2004)
des bactéries gram + et
gram -
Stimulation de la croissance ETIENNE et al (1994)
des Bifidobacteries
Activation mitotique des MATI et al (1993)
hybridomes SUGAHARA et al (2005)
Fixation des molécules INNOCENTEet al (2011)
aromatiques hydrophobes
sur leur extrémite

hydrophobe
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2. Matériel et méthodes

2.1. Objectif

La présente étude a pour objectif d’'isoler et daatariser par €lectrophorése la fraction
des protéose-peptones du lait des especes bovine, caprine et cameline. Ainsi que de
mener une étude comparative des profils obtenuslpswuatre espéeces.

Cette partie expérimentale a été réalisée au nivkalaboratoire pédagogique de
Biochimie, département Biochimie-Microbiologie @efaculté des Sciences Biologiques et

des Sciences Agronomiques (université Mouloud MarndeeTizi Ouzou).

2.2. Matériel
2.2.1. Echantillons de lait
Les échantillons de lait utilisés dans le eade cette étude proviennent de quatre
especes animales différentes (bovine, ovine, cagircameline), ils sont collectés dans les
régions de M’chedallah, Fréha et Ain Oussara (AdQéra collecte a été réalisée en

printemps de 'année 2021.

2.2.2. Appareillage
-Centrifugeuse réfrigérée ;
-PH-metre (Hetro HLM, Suisse) ;
-Balance analytique (0,01 g) ;
-Balance de précision (0,01 mg) (OHAUS, USA) ;
-Agitateur magnétique ;
-Spectrophotomeétre UV- visible (SHIMADZU) ;
-Bain-marie (MEMMERT, Allemagne) ;
-Unité d’électrophorese en mini- cuves (HOEFFERE-280).

2.2.3.Produits chimiques, réactifs et matériel biologige
-Solvants: acide acétique, acide chlorhydrique, acide sigjfie, acide trichloracétique,
éthanol, glycérol, hydroxyde de sodium, méthanol.
-Sels et tampons sulfate d’ammonium, TRIS.
-Colorants et réactifs spécifiqgues acrylamide, N,N’- méthyléne - bis-acrylamide ble
de bromophénol, bleu de Coomassie R250, Dodéddtsude sodium, 2-mercaptoéthanol,
persulfate d’ammonium, N, N, N', N'-tétraméthyldéme diamine (TEMED), réactif de

Gornall).
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-Matériel biologique : Albumine sérique bovirfBSA) protéine étalon pour le dosage des
protéines.

2.3. Méthodes
2.3.1. Préparation des échantillons
Le lait frais provient de quatre especes animaiférentes saines, il est transporté au
laboratoire dans une glaciére a +4°C.
A l'arrivée, une mesure de pH est réalisée, endaiteste du lait est réparti en petites

guantités dans des flacons et congelé a — 20°Cyrmuutilisation ultérieure.

2.3.2. Isolement des protéines
Les protéines sériques sont séparées des aoties8tuants du lait a des fins de dosage

et de contrble électrophorétique. L’isolement estenu en passant par les différentes
étapes en figure (02).

-



Lait entier

l

Ecrémage
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Centrifugation a 4000g/20min a 4°C

I

Lait écrémé

|

Créme

» Acidification par ajout de HCI 4N au pHi des
caséines : pHi 4,6 pour LV ; 4,3 pour le LC et

4,2 pour LB et LCh.

» Centrifugation a 3500g9/20min a20°C

l

Protéines
sériques

YV VYV

Dialyse 72h
Congélation
Lyophilisation
Controle
électrophorétique

Figure 02 : Etapes suivies pour l'isolement des ptéines sériques des échantillons de

lait étudiés

&
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2.3.2.1. Ecrémage
Une centrifugation & 4000g pendant 20 min a 4 t@é&sdisée pour le lait des 4 especes.
Apres centrifugation, la creme est écartée a I'aide@e spatule, le lait écrémé est filtré a
travers le papier filtre Whatman N°102ette opération est répétée deux fois afin

d’éliminer totalement la matiere grasse.

2.3.2.2. Acidification

L’isolement et la séparation des protéines sérigass réalisé par précipitation
isoélectrique des caséines de chaque lait (4,6 lpdait de vache et le lait de brebis, 4,3
pour le lait de chamelle et 4,2 pour le lait dewwbgavec du HCI 4N.

Les échantillons de lait acidifiés sont centrifuge4000g pendant 20 min a +20°C. Les
surnageants qui renferment les protéines sériqoisrécupérés et neutralisés a pH 6,9
avec du NaOH 1N. Une deuxieme étape d’acidificagibde neutralisation des surnageants
est effectuée afin d’éliminer toute trace de casiqui risquent de contaminer les

protéines sériques.

2.3.2.3.Dialyse
Cette étape a pour but d’éliminer toutes ledéoules de taille inférieure a 8000 Da
(lactose, sels..). Le lactosérum obtenu a été satpntre I'eau distillée en utilisant des
membranes avec un seuil de coupure de 8000 Daialysel a été effectuée contre I'eau

distillée & +4°C sous agitation.

2.3.2.4.Congélation et lyophilisation
Les échantillons dialysés sont répartis eresfitouches dans des coupelles, puis

congelés a -18°C pendant 72 heures et lyophilisés.

2.3.3. Méthodes physico-chimiques
L’analyse physico-chimique des échantillonsoaé sur la mesure de pH et le dosage

des protéines. Ces parametres ont été évaluésssal3.




Matériet méthodes

2.3.3.1.Mesure du pH
Le pH est mesuré a une température de+20 °C, sanest lue directement sur le pH
metre aprés immersion de I'électrode dans chagu@nétons a analyser. Le pH meétre est

préalablement étalonné avec des solutions de phueon

2.3.3.2.Détermination de la teneur en protéines paia méthode de Biuret
(GORNALL et al, 1949)

Le dosage des protéines est réalisé sur les pestéotales (PT) et sur les protéines
sériques (PS) des échantillons de lait des quapéces étudiées. La méthode utilisée est
celle de Biuret (Gornalét al, 1949). Le principe de la méthode repose sur lm#tion
d’'un complexe entre les liaisons peptidiques eéetif de Gornall en milieu alcalin et en
présence des ions cuivriques Cu2+. Le complexeppeuainsi formé absorbe fortement
a540 nm.

La teneur en protéines est déterminée en se réf@rame courbe d'étalonnage :
DO=f(c) (Figure 3), en utilisant I'albumine sérigl®vine (BSA) comme protéine de
référence (annexe 01). La teneur en caséines éshumb par la difféerence entre les

protéines totales et les protéines sériques.

0,7
0,6
0,5

0,4
y = 0,059x

0,3 R%=0,989

DO a 540 nm

0,2

0,1

0 2 4 6 8 10 12

concentratin en BSA (g/l)

Figure 03 : Courbe étalon du dosage des protéineampla méthode de Biuret (Gornall
et al, 1949), réalisée avec I'albumine sérique bax¢(BSA) comme protéine de

référence.
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2.3.4. Traitement thermique

Les échantillons de lait bovin, ovin, caprin et edimsont réparties dans des tubes en
verre et fermés hermétiquement. Les tubes sonépldans le bain marie une fois que ce
dernier ait atteint la température désirée. Desifthges a 95° C et a 90°C sont effectués
pendant 30,40 et 60 min.

Le traitement thermique est arrété en portant lbgd a refroidissement sous un jet
d’eau froide. Le lait chauffé est traité selonéespes décrites en figure (04).

Le surnageant de thermocoagulation est soumisnalyse par électrophorese avant et

apres traitement par le TCA.

2.3.5. Mise en évidence et isolement de la fraction desqieose-peptones
2.3.5.1. Effet de la température et du tempsecchauffage
Les PPT sont isolés selon le protocole de PAQUEBY)L appliqué sur le lait de vache,
des essais d’optimisation de ce protocole surt@éachévre, de brebis et de chamelle sont
réalisés, ceci en testant deux températures deffagau95° C et a 90°C) pendant des
temps différents (30, 40 et 60 min).

2.3.5.2. Effet du TCA
Les PPT se trouvant dans les surnageants de tbeaguation (STC) sont précipités
par addition de I'acide trichloracétique (TCA) dfélientes concentrations 6% ; 8% et
12%. Ensuite, les STC sont soumis a une centrifugat 8000g/30 min, les culots sont

récupérés et analysés par électrophorese.
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Lait entier

l

Ecrémage

(Centrifugation a 3500g/20min a +4°C)

Lait écrémé
Creme
4 » Chauffage a90 et 95°C pendant 30min. N

» Acidification par ajout de HCI 4N au pHi des
caséines : pHi 4,6 pour LV ; 4,3 pour le LC et
4,2 pour LB et LCh.

» Centrifugation a 35009/20min a 20°C.

" )

L

Surnageant de
thermocoagulation

[ Précipitation au TCA ]

» Centrifugation a 8000g/30min '
» Electrophorése (PAGE native)

Figure 04 : Protocole de préparation de la fractiomprotéose-peptone selon
PAQUET(1989)

*
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2.3.6. Méthodes électrophorétiques
2.3.6.1. Principe général de I'électrophorese

L’électrophorése consiste a faire migrer et a foacter grace a un champ électrique, et
dans un tampon de pH déterminé.
Les particules chargées sont placées dans un clédeaprique créé par une tension
continue et se déplacent dans la direction du chaenp le pble de signe opposé a leur
charge, a une vitesse proportionnelle a cette eharg

Ce principe s’applique aux protéines et pour guilsssent migrer, elles doivent étre
ionisées. Elles sont solubilisées dans un tampgiHdsupérieur a leur pHi (ATIG, 2010).

2.3.6.2. Electrophorese sur gel de polyacrylamid®AGE)
2.3.6.2.1. Principe

L’électrophorése sur gel de polyacrylamide (PAGH)la méthode analytique la plus
utilisée, elle consiste a faire migrer les macrauoles protéiques dans un systeme
réticulé (gel obtenu par polymérisation d’acrylaeniet de bis-acrylamide) soumis a un
champ électrique.

Le gel de polyacrylamide est le plus courammenisatdans ces séparations pour ses
nombreux avantages (transparence, reproductibpibévant servir lui-méme de tamis
moléculaire). La propriété de tamisage du gel dggooylamide est liée a sa structure
spécifique, a savoir la structure en réseau tridsiwanel de fibres et de pores produits par
le greffage d'unités bifonctionnelles N, N-méthyebisacrylamide sur des chaines
polyacrylamides adjacentes. La réaction de polysa@dn radicalaire est catalysée par le
TEMED (tétraméthylene-éthylamine diamine) en présedu persulfate d’ammonium
(NH,).$S,0s.La réticulation du gel dépend de deux facteurs :

* La concentration en acrylamide total T

T= (a+b/v) x 100(%)
* Le pourcentage de réticulation C
C= (b/ a+b) x 100(%)

a : acrylamide (g) ; b : N, N-méthylene -bisacryiden(g) ; v : volume du tampon (ml).

La réticulation du gel augmente avec T et C, ptugdl est réticulé, plus le diamétre des

pores est petit.
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2.3.6.2.2. Conduite de I'électroptese en conditions non dissociantes et non
dénaturantes (PAGE-Native)

L’électrophorése sur gel de polyacrylamide dansctexlitions non dissociantes et non
dénaturantes (PAGE-Native) est une méthode padremhent résolutive pour les
protéines sériques du lait, celles-ci sont sépadées leur état natif. Elles migrent en
fonction de leur charge, leur taille et de leunfer

Un gel de polyacrylamide a T = 12% et C = X8¥%préparé puis coulé avant qu'il ne
se polymérise entre une plaque d’alumine et unguelan verre (figure02). Un peigne est
placé entre les deux plaques puis retiré apresygigation du gel pour I'obtention des
puits, dans lesquels sont déposés les échanti(lbhsa 20ul) a l'aide d’'une seringue
Hamilton.

Les échantillons sont préalablement préparésgabilisation a raison de 1mg/ml dans
un tampon de charge composé du tampon de gel YIXA)) de I'eau distillée (7/10 V/V),
du glycérol (50%) (2/10 V/V) et du bleu de bromopble
La migration a lieu a courant et voltage consté2®nA et 250V).

A la fin de la migration, une révélation est eftes tout d’abord par immersion du gel
dans une solution de fixation (acide trichloraadéid.2%) pendant 45 minutes. Puis il est
transféré dans un bain de coloration pendant haudes (bleu de coomassie 0,2% (P/V)
dissous dans une solution constituée du mélange :destillée, méthanol et TCA 2%,
ensuite une décoloration est réalisée par immexdiogel dans une solution composée du
mélange (eau/méthanol/acide acétique) dans lesopiimps respectives 3,12/1,5/0,37
(VIVIV).
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Figure 5: Photographie de la cuve d'électrophorés (HOEFFER SE260

A : cuve de migratior ; B : générateur de courant

sampls oadad omto gel
vy EEpeetie

Figure06: Schéma illustratif du dispositif de migration életrophorétique en PAGE
(Davidovic et al,2007).
Buffer : tampon ; plastic casing: boitier en plastique ;sample loaded onto gel b
pipette : dépot de I'échantillon sur le gel a I'aide d’'une pette

E
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3. Résultats et discussion
3.1. Analyse physico-chimique des échantillons dait étudiés
3.1.1. Mesure du pH
Les valeurs moyennes des trois essais mesuréesegdaits étudiés (bovin, ovin, camelin

et caprin) sont portées sur le tableau (X).

Tableau XI: Valeurs moyennes du pH mesuré du lait €s 4 espéces.

Parametres LV LB LC LCh

pH a 20°C 6,7+ 0,005 7,040,005 7 0,005 6,67/40,01

Il est a constater que les valeurs du pH degréifits laits sont relativement proches ce
qui est cohérent avec les résultats de SBAHELKE®#REK2012) qui ont rapporté des
valeurs proches entre les 4 espéces étudiéesp@®)le lait bovin, ovin et caprin,(6,5)
pour le lait camelin. Le pH du lait de chévre estche de celui du lait de vache (6,7 et6,
67), respectivement. Et que le pH du lait de chiest proche de celui du lait de brebis.
La valeur du pH du lait de vache trouvé dans lagmée étude est proche de celle avancée
par MOUALEK(2011), qui est de 6,7.Pour le lait deere, AITAMER MEZIANE (2008)
et MAYER et FIECHETER (2012) ont rapporté des vedade pH relativement similaires
a celle des échantillons étudiés, (6,6 et 6,82¢asEment.

Le pH du lait de brebis est inférieur a celui dépar PELLIGRINI (1994) qui est de
6,63, mais proche de la valeur rapportée par AITERVWEZIAN (2008) (6,81).
Le pH du lait camelin est similaire aux valeurs w@es par RAHLI(2015) qui varienie
6,6 2 6,8.

En effet le pH reflete la composition physico-clgoe du lait, notamment sa richesse
en certains nutriments (caséine, phosphates atecit), mais aussi I'état sanitaire lors de la

traite et lors de I'entreposage avant consomm@i&THIEU, 1998).
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3.12. Détermination de la teneur en protéine
Le tableau (IX) représente la teneur en différentastions protéiques déshantillons

delait étudiés

Tableau XlI : Teneur en protéines (g/l) des échantillons de lait étudiés.

PT : protéines totales ; PS : protéines sériq@s ; caséines.

Parametres LV LB LC LCh
PT 30 50,5@1,35 32,531,5 28,3t3,22
PS 12,820,08 13,03%0,4 6,480,28 9,462,04
CN 17,18 37,46:0,89 26,05:1,2 18,84:1,18

3.1.2.3. Les protéines totales

Les teneurs en protéines des échantillons du laiinp camelin et caprin sont
relativement proches, alors que le lait de breb&sgnte la teneur la plus élevée en
protéines totales (50,50g/l), ces résultats samth@s de ceux rapportées par PELLIGRINI
et al (1994) ainsi que AIT AMER MEZIAE (2008) qui sewsit entre 53,5 et 56¢/l. La
teneur en protéines du lait de brebis varie sedlalson, ZOBIRI (2021) a avancé un taux
de 729/l sur des échantillons collectés en hiersaque YABRIR (2014) a rapporté un
taux de 41,69/l en printemps.

La teneur moyenne en protéines totales du lait aehes de la présente étude se
rapproche de celle rapportée par DEBO&iAl (2015) qui est de 34,97¢g/l. Quant au lait de
chevre, les résultats obtenus se situent dansueshiettes (24-33g/l) des valeurs citées par
AlIT AMER MEZIANE(2008) et MOUALEK (2011).

Le lait de chamelle présente un taux €levé en imeddar rapport aux laits de vache et
de chévre.

Ce résultat est supérieur a celui trouvé par DEB@UZI (2014) (28g/l), néanmoins, il
semble étre proche de celui rapporté par SIBOUKERURt SIBOUKEUR O. (2012) qui
est de 35,68 g/l. La variation dans les teneurgretéines dans le lait de chamelle dépend
de la période de lactation. Car selon KAMOUN(19%9€3,deux premiers mois de lactation
se caractérisent par une diminution du taux deséjmes, ce taux retrouve en fin de

lactation un niveau comparable a celui du départ.
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3.1.2.4. Les protéines sériques

La teneur moyenne en protéines sériques du lamdee et de brebis est de 12,839/l et
13,039/, respectivement. Ces concentrations seux dois plus élevées que celle du lait
camelin 6,48g/l (Tableau IX).

Le taux de protéines sériques du lait de vachevér@emble étre supérieur a celui
rapporté par MOUALEK (2011) (6g/l). Quant au lag dhamelle, la teneur en protéines
sériques est égale a 6,48g/l, ce résultat estienfécelui obtenu par d'autres auteurs :
KIHAL et al (1999) (8,5g/l), SI AHMED-ZENNIA (2015) (8,00 g/)ALBU LEHIA
(1987) (9,00 g/l) et BAYOUMI (1990) (10g/l). Cepeat, il est proche du résultat
rapporté par SIBOUKEUR (2007).

Concernant le lait de brebis, la teneur en progseriques enregistrée est proche de
celle signalée par ZOBIRI (2021) qui est de 11,669/

Pour le lait caprin, les résultats enregistrés spns élevés que ceux rapportés par
MOUALEK (2011) (6,8 g/l) ainsi que MAYER et FICHTERO012) (6,3g/1).

3.1.2.5. Les caséines

Les teneurs moyennes en caséines obtenus daséntwr étude montrent que celles du
lait de vache (17,18g/l) et du lait de chevre (48/8 sont proches (Tableau IIX). Quant au
lait de brebis, il est plus riche en caséines @3

Pour le lait camelin, le résultat trouvé egté&ieur a celui rapporté par CHETHOUNA
(2011) (20 g/l) et SI AHMED ZENNIA (2015) (23 g/lCependant, il est proche de celui
obtenu par SIBOUKEUR (2007) qui est de 28,15 g/l.

Concernant le lait de brebis, HILALI (2001) a rapgaune teneur en caséines proche de
celle enregistrée dans la présente étude (39,3g#bL est a l'origine des propriétés
fromageres de ce lait qui se singularise par utesse de raffermissement plus élevée et
une fermeté du gel deux fois plus supérieure & ckillait de vache (ABIAZAR, 2007).

Quant au lait de chevre la teneur en caseéines é(¥8,84g/l) est proche de celle
rapportée par MOUALEK (2011) et qui est de 19,3 g/l
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3.2. Isolement et caractérisation électrophorétiguepar PAGE- native des

protéines sériques bovines, ovines, camelines epdaes

L’électrophorése sur gel de polyacrylamide en dimus non dénaturantes et non
dissociantes est appliquée aux fractions protéigudait de vache, de brebis, de chamelle
et de chevre.

L’analyse des profils éléctrophorétiques obtenuedigure (7) montre une similitude
des profils entre les différents échantillons dis lanalyseés.

Les protéines seériques bovines migrent en cinq dmmdajeures, en s’appuyant sur les
données bibliographiques, et selon I'ordre croissi@nleurs mobilités éléctrophorétiques,
il est a distinguer : les immunoglobulines, I'albam sérique, b-lactalbumine et -
lactoglobuline (EGITGet al, 2001).

Les séroprotéines du lait de chamelle migrent@s trandes principales, une bande qui
migre au méme niveau que la SA bovine pourraitespondre a la SA cameline. La bande
qui est au méme niveau de migration que les Iggbeyelle pourrait correspondre a leurs
homologues camelines. Une bande trés intensewseesitre la BSA etd-La bovine, elle
pourrait correspondre a aFLa cameline. Cette intensité est en relation alac
concentration élevée de cette protéine dans led®ithamelle, car elle est considérée
comme la protéine la plus abondante dans le latteséamelin. Contet al (1985) ont fait
état de présence de deux variants génétiqueside Icameline, cependant Si Ahmetd
al(2015) ont démontré que ces variants ne sont gsdadmes de b-La désamidée. La
désamidation non enzymatique de cette protéineleewsur les résidus Asnl6 et Asn45.
Les trois isoformes de d*La cameline ont des points isoélectriques difftrequi
correspondent a 5,63 ; 5,36 et 5,05.

Le profil des séroprotéines camelines est caraééoar I'absence de la bande qui
correspond a I@-Lg. L'absence Ia3-Lg dans le lait de chamelle a été rapportée par
plusieurs études (KIHAIet al, 1999 ; LEVIEUXet al, 2006).

Les protéines sériques caprines migrent en cingldsanqui peuvent correspondre aux
mémes especes protéiques du lactosérum bovin.epaigne bande de migration a partir de
la zone de dépdt se positionne au méme niveauaguby$ bovines, cela suggére que la
bande peut correspondre a la méme espéce protdangle lait caprin (MOUALEK,
2011). Une autre bande qui migre faiblement parpodapau PP3 bovin pourrait
correspondre a son homologue caprin. D’aprés lasé&ks bibliographiques relatives aux
Immunoglobulines (Ig) et au composant-3 des pretgeptones (PP3), ces entités ont une
migration électrophorétique faible compte tenu gaesticularités de leur structure non
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globulaire, a caractéere glycosylé et hydrophobe TMet al, 1991). D’apres Les résulte
rapportés par MATI X992, le PP3 bovin essitué plus en avant que son homolo
caprin. La troisieme banayant un niveau de migration similaire a la BSAihepourrait
correspondre a celle-ci.

Deux autres bandes sitis entre La BSA et lo-La bovinepourraien correspondre a
I'a-La et laB-Lg caprine. L'a-La et lap-Lg bovine, migrent plus en avant quers
homologues caprindAMIGO et al, 1992).

Le profil électrophorétique des protéines séricovines estaractéris par cing bandes
de migratim qui correspondraient a IBSA ovine qui présente méme niveau de
migrationque son homologue bovialors que les niveaue migration de ti-La et de la
B-Lg ovines est moingmportant que les protéines bovines. Ce constdé aapporté pa
PESICet al (2011a) e{2011b).

L'intensité de la bande qui correspond &B-Ig ovine est da a la présence de de
varians génétiques dont la migration est retardée parorap lap-Lg bovine,ceci a été
observé par MAYERZ005)

LV LB LC L.CH

BSA

a-La

B-Lg

Figure 07: profil électrophorétique des protéines sériques en PAC-native (T=12% ;
C=2,9% ; pH=8,9) ; LV : Lait de vache ; LB : Lait de brebis ; LC : Lait de chamelle;
L .CH : Lait de chévre.

E
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3.2.1. Effet du traitement thermique sur les protéies sériques totales des
échantillons de laits étudiés

L’effet du chauffage a 95°C sur les protéinesgess des échantillons de lait étudiés
est illustré sur les figures (08) et (09). Commapiparait sur les profils éléctrophorétiques,
I'effet de la thermodénaturation est proportioraé&Elévation du temps du chauffage.

Apres 20 minutes de chauffage, les profils éléttopgtiques des séroprotéines ovines,
bovines et caprines montrent quelques bandes lole faiensité, en augmentant le temps a
30, 40 et 60 minutes, ces bandes disparaissentertw@at. Cependant, les profils
caractérisant les protéines camelines montrent theemostabilité importante de ces
derniéres comparativement aux espéces bovine, atineaprine. L’albumine sérique
cameline se dénature apres 40 minutes de chau#ag@®°C, alors que la bande qui
caractérise ti-La, son intensité devient trés faible apres 60uteim de chauffage.

Plusieurs études (LEVIEUXet al, 2006 ; SENOUSSEt al, 2011) ont observé la
thermostabilité des séroprotéines camelines cortipam@ent a leurs homologues bovines.
Selon OLDFIELDet a1998), la sensibilité des protéines sériques awufthge est due a
la présence de BLg. Le chauffage active la fonction thiol de cqitetéine et réagit avec
d’autre protéines par formation de complexes, tel lg complex@-Lg-a-La.

L’absence de If8-Lg dans le lait de dromadaire expliquerait enipdd stabilité des

séroprotéines sériques dans ce lait.
LV LB

4 - C - 2
T 20 30 40 66 T 20 3C 40 6C

§

Figure08: Electrophorégramme en PAGE-Native (T=12%C=2,9; pH=8,9) des
protéines des lactosérum du lait de vache et brebisgprés traitement thermique 95°C
pendant 20, 30, 40 et 60minutes.
T : Protéines sériques du lait cru
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Figure09: Electrophorégramme en PAGE-Native (T=12% C=2,9;
pH=8,9) des protéines du lactosérum des laits deroalin et caprin brebis
Aprés traitement thermique 95°C pendant 20, 30, 46t 60minutes.

T : Protéines sériques du lait cru

3.3. Isolement et caractérisation électrophorétiqudes fractions protéose-peptones

bovines, ovines, caprines et camelines

Aprés dénaturation des protéines majeures du kchos la fraction des protéose-
peptones totales des différents laits est caraégmar électrophorese en conditions non
dissociantes et non dénaturantes (PAGE-native)di&erents profils obtenus sont
représentés sur les figures (10), (11), (12) ex (13

E
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TCA 6% TCA 8% TCA 12%

Figurel0: Electrophorégramme en PAGE-Native (T = 1% ; C = 2,9% ; Ph 8,9) des
protéose-peptones totales des laits bovin, ovin,malin et caprin traité au TCA 6,
8,12%, Apres traitement thermique (90°C pendant 30rm)
1: Lait bovin ; 2 : Lait ovin ; 3 : Lait camelin ; 4 : Lait caprin

TCA 6% TCA 8% TCA 12%
1 2 3 4 12 3 4 1 2 34

Figurell: Electrophorégramme en PAGE-Native (T = 1% ; C = 2,9% ; Ph 8,9) des
protéose-peptones totales des laits, bovin, ovirgroelin et caprin traité au TCA 6, 8,
12% Apreés traitement thermique (95°C /30min)

1: Lait bovin ; 2 : Lait ovin ; 3 : Lait camelin ; 4 : Lait caprin

5
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Pour l'isolemendes PPT, le protocole de Paquet et Alais (1appliqué sur le lait d
vache est testé pour le lait de brebis, de chewmdeechamelle Deux températures ¢
chauffage sont appliqguées 90°C et 95°C pendant iBQ puisque aprés 30 minutes
majorité des séroprotéines sont dénaturées. LessBR{Tprécipitées ensuite en utilis
différentes concentrations de TCA 6%, 8% et 1
L’examen deprofils électrophorétiques obtes en figures (10) et (11fait ressortir que la
température de chauffage a 95°C permet d’isolePRE des quatre échantillons étud
les profils sont similaires ceux obtenus par MA1992), Paquet (198¢ et senoussi
(2011).

Les électrophoreses révelent également que ledéatiichloroacétique a 12%
concentration finalepermet une trés bonne précipitation des protéosptopes
comparativement au TCA 6% etau TCA ¢
De ce fait, Nous concluons que le protocole d’ismat des protéo-peptones par
thermocoagulation peut étre appliqué sur les quesjpece.

L’électrophorése en conditions non dissociantewatdénaturantes (PA(-native) est
résolutive pour la fiction protéos-peptones du lait, ANDREWS et ALICHANIDI¢
(1983) ont pu détectgrar PAGE-native 38 bandes appartenant dréaction PP du lait
bovin.

La figure (12)représente un profil électrophorétic comparatif de la fraction PPT «

lait bovin, ovin, caprin et camelin, isolés en difat le lait & 95°C pendant 30minutes

enprécipitant les PPT au TCA 12
LV LB LC LCH

PP3

PP5 —

PP8S -

PPSF —

Figure 12 profil électrophorétique des protéosepeptones des laits bovin, ovin, capril
et camelinPrécipité au TCA 12% Apreés traitement thermique (95C pendant 30min
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L’analyse du profil en figure (12) montre une sitnille relative de la fraction PPT des
échantillons étudiés, particulierement les PPT t®viet ovins. Plusieurs bandes
eléctrophorétiques caractérisent les PPT avecndessités et des niveaux de migrations
différents. Les bandes majeures présentent deauxvee migration comparables a ceux
du PP3, PP5 et PP8 qui sont cités par la biblidaeap

L'identification des composants de la fractiBPT en fonction de leurs mobilités
éléctrophorétiques croissantes est comme suit :

Une bande de mobilité tres faible et d’'une fortiemsité correspondrait au composant
PP3, dans le lait bovin et ovin, le PP3 présentademe niveau de migration, alors que sa
mobilité est plus faible dans le lait camelin eproa Dans le lait de chamelle, la bande
PP3 est plus intense comparée a celle des auttgscleci est di a I'abondance de cette
protéine dans le lait camelin, KAPPELER al (1999 b) ont enregistré une concentration
de 900 mg/I, trois fois plus supérieure que danaitele vache (300 mg/l).

Un doublet au milieu du profil qui pourrait étraérdtué au composant PP5, il présente
la méme mobilité dans les quatre laits étudiéssnhaist de trés faible intensité dans le lait
caprin. Le PP5 correspond aux fragmpr@N-5P (f1-105/107)

Le PP8 se présente en deux bandes de molitéeé une entité plus rapide que l'autre,
elle est nommée PP8 rapide ou PP8F (fast), lenkeat retardé est nommé PP8 lent ou
PP8S (slow). Ces fragments correspondent respeaivieauxp-CN-4P (f1-28) eB-CN-
1P (f 29-105/107).

SCHAAR (1985) a rapporté que la teneur en prot@eptones du lait est moins élevée
pour des animaux présentant un variant génétype AA de la B-lactoglobuline. Dans
le méme contexte, POLITI8t al (1993) ont observé une inhibition de l'activité lde
plasmine dans ce méme type de lait.

Des profils de PPT qui se ressemblent pouriegre laits suggerent des homologies
structurales et séquentielles df3taaséine des espéces étudiées et des sites deealapu
la plasmine identiques. D’aprés les travaux de MATBP92) il existe trois sites
préférentiels de coupure deflacaséine par la plasmine, il s’agit des régionsgo@s Lys-
Lys en position 28-29, Lys-His (105-106) et Lys-Gl06-107).

La thermo-stabilité de la fraction protéose-pepsorest testée en effectuant un
chauffage a 95°C pendant 30, 40 et 60minutes. laggaimmes éléctrophorétiques obtenus

en figure (13) illustrent une diminution progressile l'intensité des bandes, elle est plus
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prononcée apres 60 minutes de chauffage. SENOW2B$1) a obtenu le méme profil sur

le lait de chamelle.
30min 40min 60min

PPz L,

PPE

PP8S —

_’ .
] J— -
PPSF { bt -

Figurel3: Electrophorégramme en PAGE-Native (T = 1% ; C = 2,9% ; Ph 8,9) des
protéose-peptones totales des laits bovin, ovin,man et camelin traité au TCA 12%,
Apres traitement thermique 95°C pendant, 30, 40 éd0minutes

1:LV;2:LB;3:LC;4:LCH
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Conclusion

Le lait est un aliment complexe d’'une grande riskesutritionnelle. Il apporte
protéines, lipides, glucides, minéraux, vitamineazymes, immunoglobulines... Il est
indispensable a la survie de tous les mammiferest thomme. En plus il est le seul
aliment du nouveau-né.

L’étude comparée de la composition des laits metedence une similitude des
composants, malgré leurs présences en quantitgblar’'un lait a l'autre. A travers son
homogénéité apparente, le lait révéle de nombreuagations aussi bien sur le plan
gualitatif que quantitatif.

La présente étude est initiée par I'analyse desct@nistiques physico-chimiques du lait
de quatre espéces animales (bovine, ovine, captinemeline), elle a porté sur le dosage
des protéines totales et des protéines sériquadadtressortir la richesse du lait de brebis
en protéines ou des taux de 50,50 g/l sont enrégigiour les protéines totales et 13 g/l
pour les protéines sériques

L’isolement et la caractérisation éléctrophiorét des protéines sériques en conditions
non dissociantes et non dénaturantes a révéléessemblance des profils, excepté pour
le lait de chamelle ou aucun homologue B-lag n’a été détecté.

La séparation des protéose-peptones a étésé@éalpar thermocoagulation puis
précipitation au TCA 12%, les profils éléctrophagaes les caractérisant ont révélé des
entités homologues aux PP3, PP5 et PP8 bovind@&aisovin, caprin et camelin.

Cette étude de base sur l'isolement et la coamxen des PPT du lait bovin, ovin, caprin
et camelin nous incite a mener des investigatidus gpprofondies sur cette fraction. Dans
ce cadre, il estintéressant :

- d’étudier l'origine des différents composants ddtecdraction, en isolant et en

hydrolysant la beta casé€ine de ces quatre espéces ;

- de mesurer I'activité de la plasmine dans les guatts ;

- d’étudier les activités biologiques et techno-famutelles de cette fraction

&
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Annexes

LES ANNEXES

ANNEXE 1: Détermination de la teneur en protéine pr la méthode de Biuret
(Gornall et al (1949)

. Solutions

Solution mére de BSA

Eau physiologique. ... e e e e 2000M

Le réactif de Gornall

Sulfate de CUIVIE ... e et e D)

Tartrate double anhydréNK" ..........coiiiiii e e e, 8.70g

Kl ettt e s 5g

NAOH . e 249
Méthode :

Mélanger les deux premiers produits puis solubdesés chauffage ;
Ajouter le Kl puis solubilisé ;
Ajouter le NaOH puis ajusté avec de I'eau disjiliggu’a 1000ml.

Gamme étalon :

A partir de la solution de BSA, des dilutions spréparées suivant le tableau ci-dessous

Tubes 0 1 2 3 4 5
Concentration en BSA O 0.5 1 2 4 5
(mg/ml)

Solution mére de BSA (ml) 0 0.05 0.1 0.2 0.4 0.5
Eau physiologique (ml) 0.5 0.45 0.4 0.3 0.1 0
Méthode :

1 ml d’échantillon contenant 100 pug de protéinegimam et 25 pg minimum ;
Ajouter 2 ml dd réactif de Gornall ;

Laisser 30 mn a l'obscurité ;

Lire la D.O & 540 nm.

Expression des résultats :

Une courbe étalon DO = f(C) est tracée. Pus la exunation de la protéine
inconnue X est déterminée.
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Annexe 02 : électrophorése en conditions non dissactes et non dénaturantes
(PAGE native)

Solution d'acrylamide (A)

ACTYIAMITE. .. et e e 369
BiS @Crylamide.........ou i e e 19
Eaudistillée. ... 2. 100M
Tampon de gel (B)
LI5S 9.14g
Eaudistillée ... e 100
Ajuster a pH 8.9 avec du HCI 4N

Tampon d'électrode (pour une plaque)
L1557 0.12g
1Yo T 1= 0.58g
Eaudistillée. ... 2. 200m
Ajuster a pH 8.3 avec du Tris.

Tampon d'échantillon

Tampon du gel (B) ... .ov v e e e e 100pul
Eau distill@e...... ..o 700ul
GIYCEIOlI 5OY0....ceviiiiiieieeeieeeee e 200pl
Bleu de bromophenol............ccooiiiiiieeees une téte d'aiguille

Dissoudre 1mg de protéines lyophilisées dans 1needampon
Electrophorese

Préparation du gel: T-12% et C-2,7% (pour une plaqe)

SOIULION A e e 3,250

SOIULION B e 5mi
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Eau distill€e. ... .o

Dégazer le mélange (maximum 2 mn)

Solution de persulfate d'ammonium 10%...................

Couler et mettre le peigne immédiatement

Solution de fixation

= U o [ U] (=T (o 1< o) PP

Solution de coloration

Bleu de coomassie R250........oueveiiiiiiiaaeen,

METNANOL. .. o e e e e e

Bau distill@e. .. ..o e e e

Solution de décoloration

ACIdE aCELIQUE.......i it vt e
Eau distillée..........ooii

MELNANOL. ..o e e

Dépobt d'échantillon : 10 a 20 ul

Mise sous tension 20 mA, 25V

Fixation : 45 mn dans la solution de fixation
Coloration: 1 heure dans la solution de coloration

Décoloration: dans la solution de décoloration

eeeeen.150mI
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Annexe 03: électrophorese en conditions dissociasteet dénaturantes en

présence du SDS et du 2-8 mercaptoethanol (PAGE-SPS

Solution d'acrylamide (A)

Y = 100 = 369
BiS @CIylamide. .. ...t e e e e e 19
Eau distille. ... 100ml

Tampon de gel de séparation (S)

Bau distill@e ... e e e e 100M

Ajuster a pH 8.9 avec du HCI 4N
Tampon de concentration (C)

Bau distill@e. ... e e e e .200m

Ajuster a pH 8.3 avec du HCI 4N.

LI 69
1Yo T = 0.58g
S S e e e 0.29

BEau distill€e.........ooeiiei 2. 200
Ajuster a pH 8.3 avec du HCI 4N.

Tampon d'échantillon

SOIULION ()it e e e e e e e 500ul
EaU diStillE. ... .o e —— 250pul
SDS L090.cceiiiiiieeeeee ettt a e e e e e e e e e e e e e e e aaaas 250pl

-2-mercaptoéthanol....... ... 50ul



Annexes

Dissoudre 1mg de protéines lyophilisées dans 8@@ute tampon chauffage a
100°C pendant 4 a 5 mn puis refroidir dans un baau froide.
Ajouter 200ul d’'une solution de glycérol 50% (V/&f) quelques grains de bleu de

bromophenol

Solution de fixation
T A o e 129

Eau diStilIEe (0SQ) «vvvviriieie it e e e et e 100ml

Solution de coloration
Bleu de coomassie R250.........oiiiiiiii e 0.5¢g

T A e e e e A0

MELNANAL... ... .t 100ml
Eau distillée...... ..o e 2. 100

Solution de décoloration

ACIHE ACELIQUE. .. .. ittt e e e e e e e e e 3 7.5M
Eau diStill@e.... ..o 312.5ml

MELNANOL. ... e e e e e 150mM





