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Résumé

La présente étude a pour objectif d’une part, de caractériser par électrophorése les
séroprotéines de quatre espéeces laitiéres : bovine, caprine, ovine et cameline. D’autre part,
étudier leur sensibilité a différents traitements thermiques.

Les séroprotéines bovines, ovines, caprines et camelines ont été isolées et caractérisées par
électrophorése sur gel de polyacrylamide (PAGE) en conditions natives, les profils
éléctrophorétiques obtenus ont permis d’identifier des analogies entre les quatre especes
laitieres comme ils ont permis de mettre en relief certaines particularités liées au lait camelin
qui est dépourvu de la B-lactoglobuline.

L’effet des traitements thermiques appliqués sur les échantillons étudiés a été évalué par
PAGE-native, il a révéle des variations dans les profils éléctrophorétiques selon les espéces.
Ces variations sont plus importantes avec 1’augmentation du temps et de la température du
chauffage. L’¢tude a montré que les protéines sériques camelines sont moins sensibles a la
dénaturation thermique par rapport a leurs homologues bovins, ovins et caprins. Un
pourcentage de dénaturation de 52,25% a été noté pour les séroprotéines camelines suite a un
chauffage de 95°C pendant 30 min alors qu’il est de 58,86% ; 60,50% et 75,19% pour les

séroprotéines caprines, ovines et bovines, respectivement.

Mots cles : Lait, bovin, camelin, caprin, ovin, protéines sériques, électrophorése, traitement

thermique, dénaturation.



Summary

The present study aims to characterize the seroproteins of four dairy species: bovine, caprine,
ovine and camel, in the other hand, to investigate their sensitivities to heat treatments and to
study their electrophoretic behaviors after heating and to evaluate their denaturation rate. We
first carried a study that aims to assess the physico-chemical characteristics of the various
studied milks, the analyses carried out have focused on the measurement of pH and the content

of different protein fractions (total protein, serum protein and casein).

The results obtained for these parameters show a certain richness of sheep milk in total
protein, serum protein and casein compared to the protein content of the other three samples:

bovine, camel and sheep.

The isolated serum proteins were characterized by polyacrylamide gel electrophoresis
(PAGE) under native conditions. The resulting electrophoretic profiles allowed the
identification of analogies between the four dairy species as well as highlighting some

particularities related to camel milk which lacks B-lactoglobulin.

We tested the sensitivity of serum proteins of the different species to heating, and the results
obtained reveal that the camel serum albumin is more resistant to thermodenaturation than that
of the other species studied. The denaturation of this protein occurs after a heating of 95°C for
20 minutes, and also for the a-Cameline, it persists after a heating of 95°C for 40 minutes. The
study also revealed that thermal denaturation is more pronounced for bovine and ovine

seroproteins compared to camel and goat.

The degree of protein denaturation depends on both the duration and intensity of heat

treatment.

Key words: Milk, bovine, camel, goat, sheep, serum proteins, physicochemical analyses,

electrophoretic behavior, heat treatments.
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INTRODUCTION

Introduction

Le lait occupe une place stratégique dans I'alimentation quotidienne de I'hnomme, de par sa
composition équilibrée en nutriments de base (protéines, glucides et lipides) et sa richesse en
vitamines et en minéraux, notamment en calcium alimentaire. Le lait est considéré comme un
aliment complet, il garantit un apport non négligeable en protéines animales bon marché et
ayant une bonne digestibilité.

De nos jours, les besoins en lait sont de plus en plus importants vu que ce produit est
consommé a 1’état frais ou transformeé en produits dériveés.

En Algérie et partout dans le monde, la production en lait bovin occupe une place
primordiale, mais elle ne couvre pas tous les besoins en ce produit. Bien que, la chevre, la
brebis et la chamelle sont connues pour leur rusticité et leur adaptation aux conditions
extrémes du climat ou elles sont implantées.

Afin de combler ce déficit et répondre aux besoins du consommateur qui sont sans cesse
croissants, 1’état recours a I’importation d’importantes quantités de lait sous forme de poudre,
avec un codt, malheureusement, trés cher.

C’est dans cette optique, que I’état encourage les éleveurs a s’intéresser a d’autres espeéces
laitieres (ovines, caprine et cameline) et a ameliorer leur élevage. D’aprés des études menées
dans le monde, il a été constaté que ces espéces peuvent produire des quantités non
négligeables de lait, surtout la chamelle, qui peut étre destiné soit a la consommation directe
ou a étre transformé a petite échelle.

C’est dans ce cadre que s’inscrit la présente étude, qui a pour but de caractériser la
fraction protéique du lactosérum des laits camelin, ovin, bovin et caprin et d’étudier le

comportement des séroprotéines de ces especes Vis a Vvis des traitements thermiques.
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1. Synthese des données bibliographiques
1.1. Généralités sur le lait
1.1.1. Définition du lait cru
Le mot lait, sans indication de ’espéce, désigne le lait de vache ; il est le produit intégral
de la traite totale et ininterrompue d’une femelle laitiére bien portante, bien nourrie et non

surmenée ; il doit étre recueilli proprement et ne pas contenir de colostrum.

En vertu du Reglement (CE) N° 853/20043 , le lait cru est défini comme étant le lait
produit par la sécrétion de la glande mammaire d'un ou plusieurs animaux d'élevage et non

chauffe a plus de 40°C, ni soumis & un traitement d'effet équivalent.

Selon BITMAN et al., (1996) le lait est un liquide blanc, opaque, deux fois plus visqueux
que I’eau, de saveur douce légerement sucrée et d’odeur peu accentuée. Il s’agit d’un fluide

plus ou moins jaunatre selon la teneur en 3-caroténe et en matiere grasse (ALAIS, 1984).

1.1.2. Production laitiere dans le monde et en Algérie
Généralement le lait bovin est le lait le plus consomme et le plus produit. Dans le monde,
la production du lait bovin occupe 85%, suivie de lait de chevre (2,3%), de brebis (1.4%), et
de chamelle (0,02%) (FAO en 2015) (Tableau I).

Tableau I : La production laitiere mondiale des différents types de laits (FAO, 2015)

Type du lait Lait de vache | Lait de brebis | Lait de chévre Lait de

camelin

Production 85% 1.4% 2.3% 0.02%

mondiale

En Algérie, Le secteur laitier représente une dynamique trés forte, liée aux conditions

générales de I’évolution de la demande. Cependant, la production laitiére est relativement

faible par rapport a la demande de consommation (DILMI BOURAS, 2008).
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La production de lait cru beau aller en augmentant, elle n’a pas suivi, non plus, la capacité
de transformation de I’industrie, bien qu’elle ait évolué en augmentant durant les derniéres

années (Tableau II).

Tableau II : Evolution de la production nationale et de la collecte de lait.

Année 2009 2010 2011 2012 2013 2014

Production | 3213312 1857142 2083935 2202401 2411794 3548825

laitiére

Quantité 300556 393305 536364 70985 831946 903599
collectée

1.1.3. Propriétés physico-chimiques et nutritionnelles du lait
1.1.3.1. Caracteristiques physiques
Les principales propriétés physico-chimiques étudiées dans le laitsont: la masse
volumique et la densité, le point de congélation, le pH et I’acidit¢ (GAUCHER, 2007).
Ces proprietes sont liées en particulier a la composition du lait de chague espece laitiére
(tableau IIT).

Tableau III : Caracteéristiques physico-chimiques des laits bovin, ovin, caprin et camelin.

Propriétés Viscosité Acidité titrable Densité pH
(%)
Lait de vache 1,0231-1,0398? 0,15-0,18? 1,032° 6,65-6,712
Lait de chevre 3,21° 0.13¢ 1,026-1,038° 6,57-6,97°
Lait camelin 1,029-1,039% 0,14-0.23% 1,0299¢ 6,50-6,80°
Lait de brebis | 1,0347-1,0384% 0,22-0,25? 1,036f 6,51-6,85

(SAWAY Aet al., 1984 (d) ; KAMOUN, 1995 (b) ; PARKGet al., 2007 (a) ; SBOUlet al.,
2009 (c) ; SAINT-ETIENNE-SAINT-ETIENNE, 2015 (¢) ; YABRIR, 2017 (f)
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Le lait de brebis est plus dense et présente une acidité élevée par rapport aux autres laits.
Le lait camelin et lait de brebis présente un pH similaire alors que le lait de vache possede le
pH le plus élevé. Le lait de chévre posséde une plus grande viscosité comparé aux laits de

brebis, vache et camelin.

1.1.3.2. Composition biochimique
Le lait secrété par les différentes espéces de mammiféres présente une composition
biochimique relativement similaire en nutriments de base (eau, protéines, sucres, lipides
vitamines et minéraux), cependant, les teneurs de ces constituants difféerent entre les espéces

animales (tableau IV).

Tableau I'V :Composition biochimique du lait de diverses espéces animales
(LAPOINTE-VIGNOLA, 2002)

Constituants Vache Brebis Cheévre Chamelle
(%) (%) (%) (%)
Eau 87,5 81,5 87 87,6
Protéines 3,2 53 2,9 3,0
Caséine 2,6 4.6 2,4 2,8
Matiére grasse 3,7 7,4 3,8 5,4
Glucides 4.6 4.8 4.4 3,3
Minéraux 0,8 1,0 0,9 0,7

Le lait de brebis soit le plus riche en protéines, caséines, matiere grasse et en minéraux par
rapport aux autres especes. Le lait de chamelle et le lait de vache sont tres riches en eau en

comparant a d’autres especes.

Le lait est une source excellente de la majorité des minéraux et vitamines essentiels

représentés dans le tableau V et VI.
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Tableau V : Composition en minéraux du lait bovin, ovin, caprin et camelin
(ALWABEL, 2008).

Les minéraux Vache Brebis Chévre Chamelle
(mg/kg)

Ca 661,000 822,500 751,700 699,300
K 113,700 127,410 123,850 133,700
Zn 2,000 3,090 2,320 1,480

Mn 1,291 1,144 1,129 1,299
Cu 1,800 0,620 0,570 1,610
Fe 4,214 5,011 4,908 2,981
Na 91,600 95,400 101,300 115,870

Tableau VI : Teneur en vitamines du lait bovin, ovin, caprin et camelin (FAO, 1998 ;
HADDADINet al., 2008).

Vitamines pour 100 g de lait vache brebis chevre | chamelle
Vitamines A ou Rétinol (mg) 0,04 0,08 0,04 0,264
liposolubles D ou Ergocalciférol (ug) 0,08 0,18 0,06 0,003
E ou Tocophérol (mg) 0,11 0,11 0,04 0,0178
Vitamines B1 ou Thiamine (mg) 0,04 0,08 0,05 0,480
hydrosolubles B2 oy Riboflavine (mg) 0,17 0,35 0,14 1,680
B3 ou PP ou Niacine (mg) 0,09 0,042 0,2 0,780
B5 ou Acide pantothénique 0,34 0,41 0,31 3,680
(mg)
B6 ou Pyridoxine (mg) 0,04 0,08 0,05 0,550
B8 ou Biotine (pg) 2 - 2 -
B9 ou Acide folique (ng) 5,3 5 1 0,087
B12 ou Cyanocobalamine 0,35 0,71 0,06 0,0085
(ng)
C ou Acide ascorbique (mg) 1 5 1,3 57-98
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Le lait de brebis est riche en minéraux (tableau V) notamment en Calcium et en Zinc par
rapport aux autres laits. Le lait de chamelle présente la teneur la plus élevée en sodium.

Le lait de chamelle contient la teneur la plus élevée en vitamine C et en d’autres vitamines
comme la vitamine A, B2, B3,B5 et B6 (tableau VI); le lait de vache est le plus riche en B9
alors que le lait de brebis est riche en vitamine D par rapport aux autres laits.

Tableau VII : Apport énergétique pour 1 L de lait des especes bovine, ovine, caprine et
cameline (KOLETZKO et al., 2005).

Laits vache Brebis chévre chamelle
Calories 630 980 640 800
(kcal /L)

Sur le plan énergétique, le lait de brebis apporte plus de calories comparativement aux laits

de vache, chamelle et chevre (tableauVII).

1.2. Les proteines du lait

Les protéines du lait est un ensemble complexe (WITHNEY et al., 1976) dont la teneur
totale avoisine 35 g/litre. Ce sont des constituants essentiels et vitaux en raison de leur grande
valeur nutritionnelle, de leurs propriétés biologiques et de leurs qualités techno-fonctionnelles
recherchées (BARLOWSKA et al., 2011), elles contribuent de fagon significative a 1’apport
en ¢léments nutritifs dans I’alimentation en tant que source d'énergie et d'acides aminés
exogenes nécessaires a la croissance d'un organisme (SZWAJKOWSKA et al., 2011) et
assurent le transfert des différentes molécules dans et en dehors des cellules elles sont
réparties en deux fractions distinctes selon leur comportement lors de I'acidification a pH 4,6
et leur point isoélectrique a température ambiante. Ces groupes se réferent a :
- une fraction soluble contenant des protéines de lactosérum, a savoir l'alpha-lactalbumine (o-
LA) et la béta-lactoglobuline (B-LG), qui représentent 20 % des protéines totales.
- L'autre fraction est insoluble, c'est la que I'on retrouve les caséines alpha s1 (as1-Cs), alpha
s2 (0s2-Cs), Beta (B-Cs) et Kappa (k-Cs), qui représentent 80% des protéines totales du lait.
(HURLEY et al., 2012).
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1.2.1. Les caséines

Les caséines sont des phosphoprotéines élaborées dans les cellules lactogenes mammaires.
Ce sont des particules colloidales, dont la matiére seche est constituée de 93% de protéines
(caséines) et de 7% de minéraux. Elles se divisent en quatre grands groupes : les caséines aS1,
aS2, B et k. Ces caséines ont tendance a 1’association en forme de micelle, I’assemblage et la
cohésion de cette structure micellaire sont assurés par une liaison phosphocalcique.

Les caséines se présentent comme une fraction protéique trés hétérogene. Elles se
distinguent par leurs tailles, composition en acides aminés, niveau de phosphorylation et de
glycosylation. Les caséines se structurent sous forme de micelles sphériques de dimensions
variables selon les espéces animales. Les dimensions des caséines camelines (260 & 300 nm)
sont supérieures a celles des autres laits (FARAH et RUEUGG, 1989). PARK et al.,(2007)
ont enregistré une dimension de 260 nm pour le lait caprin qui est supérieur a celles du lait
ovin 193 nm et lait de vache 180 nm.

Le séquencage des caséines asl, as2 ovines permet d’énumérer respectivement 199 acides
aminés pour as1-CN avec une masse molaire de 22,7kDa et 208 pour as2-CN avec une masse
molaire de 24,7kDa (PARK et al., 2007). Les caséines ovines sont caractérisées a I’instar de
leurs homologues bovins par un polymorphisme génétique éleve, ou cing variants (A, B, C, D,
E) de la caséine asl ont été identifiés (CHIANESE et al.,1996). La comparaison des
séquences primaires des caséines camelines et bovines montre de faibles différences
structurales. Cependant, aS1-CN exprime un faible pourcentage de similitude (39%), alors
qu’il est de 56% pour aS2-CN et K-CN et 64% pour la B-CN (KAPPELER et al., 1998).

Le nombre des acides aminés constituant ces protéines est de 207 pour les caséines aS1,
178aa pour aS2 et 162 aa pour K-CN. La distribution des acides aminés apolaires et chargés
des caséines aS1, aS2 et B camelines est similaire a celle des caséines bovines ou les hélices-a
prédominent surtout pour aS2-CN, ce qui explique son caractere hydrophile par rapport aux
autres caseines (KAPPELER et al., 1998).

1.2.2. Les protéines sériques
Les protéines sériques constituent 20 a 25 % de I’ensemble des protéines du lait de
chamelle (AL HADJ et ALKANHAL, 2010), 25,84% des protéines totales du lait ovin
(PELMUS et al., 2012), 22% du lait caprin (JOUANE, 2002) et 20 % des protéines du lait
bovin (DEBRY et al., 2001).
Les protéines du lactosérum présentent une grande valeur biologique, car elles sont

considérées comme une source équilibrée en acides aminés indispensables notamment en
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lysine, acide aminés soufrés et en tryptophane (LINDEN et LORIENT, 1994), parallelement a
I’aspect nutritionnel de ces protéines, plusieurs activités biologiques (anticancéreuses,
antimicrobiennes, antivirales et immuno-modulatrices) ont été rapportées (MADUREIRA et
al., 2007).

Les protéines sériques sont essentiellement représentées par : la p-lactoglobuline (B-Lg),
I’a-lactalbumine (a-La), les immunoglobulines (Ig), I’albumine sérique(SA), les protéose-
peptones (PP), et d’autres protéines mineures (lactoperoxydase, lactoferrine, Xanthine

oxydase) (FARRELL et al., 2004).

1.2.2.1. p-lactoglobuline

La B-lactoglobuline (B-Lg) est la plus dominante des séroprotéines, elle représente 50% a
60% des protéines totales du lactosérum (EUGENIA et al., 2006; ROUFIK et al., 2007). Cette
protéine n’est pas détectée dans le lait humain et camelin (MERCIER et al., 1973).

La B-Lg est de structure globulaire compacte. Elle est composée de 162 residus d'acides
aminés avec une masse moléculaire relative de 18,1kDa (FERNANDEZ-ESPLA et al., 1993 ;
PARK et al., 2007), un nombre identique a celui de I’espéce bovine (CAYOT et LORIENT,
1998 ; CROGUENNEC et al., 2008).

Plusieurs variantes génétique de la B-Lg ont été identifiés, les variantes A, B et C dans le
lait ovin (PARK et al., 2007), 11 variantes dans le lait bovin (A, B, C, D, E, F, G, H, I, Jet H)
(FARREL et al., 2004) et enfin deux variantes (A et B) ont été trouvés dans le lait caprin
(MOIOLI et al., 1998). La température de dénaturation de cette protéine est au-dessus de
65°C (MORR et al., 1993). La B-Lg en plus de son importance physiologique qui réside dans
la synthése du lactose, elle possede la capacité de fixer des molécules hydrophobes et
amphiphiles (hexane, acide palmitique, vitamine D) (NARAYAN et BERLINER, 1997 ;
SAWYER et al., 1998). En plus de son role dans le transport des molécules hydrophobes et
des métaux, la B-Lg semble avoir un effet mitogénique sur la culture des hybridomes
(MOULTI-MATI et al., 1991).

1.2.2.2. a- lactalbumine
L’a-lactalbumine (a-la) est la protéine soluble majeure du lait de femme (BRIGNON et al.,
1985) et des camélidés (BEG et al., 1985; CANTISANI et al., 1990). Alors que chezles
ruminants domestiques (bovins, ovins, caprins), c’est la B-lactoglobuline qui constitue la

principale protéine du lactosérum du lait.
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Le taux de I’a-La, dans le lait ovin est variable selon les auteurs : POTOCNIK et al.,
(2011) ainsi que MOATSOU et al., (2005) I’estiment entre 8,97 et 17%. Quant & ASSENAT
(1985), il rapporte un taux égal a 25,1%. L’a-La présente une variabilité génétique, deux
variantes A et B ont été identifié dans les laits ovin et caprin, trois variantes génétiques A, B,
C ont éte isolés dans le lait bovin (MOIOLI et al., 1998). L’a-La cameline est constituée de
123 acides aminés avec 8 résidus cystéine formant 4 ponts disulfure. L ’analyse des séquences
primaires de ces deux protéines bovine et cameline révéle des différences dans 39 résidus et
un PM de 14,4 kDa (BEG et al., 1985), présentant ainsi un taux de similitude séquentielle de
68,29%. Sur le plan structural, I’a-La est apparentée au lysozyme, ce qui démontre 1’origine
ancestrale commune de ces deux protéines (BEG et al., 1985 ; MCKENZIE et WHITE, 1991 ;
TING et JERNIGAN, 2002).

L’a-La bovine est présente sous forme de 2 variantes génétiques A et B. Le variant A
contient un résidu Glu en position 10 substitué par le résidu Arg dans le variant B (FARRELL
et al., 2004). De méme, pour I’a-La cameline, 2 variantes génétiques ont eté detectés et qui
différent dans leurs points isoélectriques estimes respectivement a 5,1 et 5,2, ainsi que dans
leurs extrémités N-terminales (BEG et al., 1985 ; CONTI et al., 1985 ; OCHIRKHUYAG et
al., 1998).

Sur le plan nutritionnel, la richesse de ’a-La en résidus tryptophane est a la base de la
fabrication de peptides destinés a l'alimentation diététique (BERGEL et al., 2004) en acides
aminés essentiels (Phe, Tyr, Leu, lle, Thr, Met, Cys et Val) qui représentent un taux de
63,2% de I’ensemble des acides aminés qui la constituent (FARRELL et al., 2004). Cette
propriété nutritionnelle ainsi que les similitudes de structure avec 1’a-La humaine (70%)
rendent cette protéine idéale pour la préparation de laits Maternisés et d’autres produits
infantiles. Elle possede une fonction biologique bien définie dans la glande mammaire, en
interagissant avec la  (1,4) galactosyl transférase pour former le complexe lactose synthase
(BEG et al., 1985 ; FARRELL et al., 2004). Certaines formes de 1’a-La peuvent induire
I’apoptose dans les cellules tumorales. L’a-La est aussi identifiée comme une métalloprotéine
transportant le calcium (HIROAKA ,1980).

1.2.2.3. Albumine sérique (SA)

L’albumine sérique bovine (BSA) représente 0,1 a 0,4 g/L des protéines du lait. Elle est
composée de 582 résidus d’acides aminés (ELAGAMY, 1997), La Sérum Albumine (BSA)
est la protéine majeure du sérum sanguin, synthétisée dans le foie. Elle passe du plasma vers
la glande mammaire pendant la production du lait (CARTER et HO,1994).
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Les PM de la Sérum albumine (SA) cameline et bovine sont respectivement de 69,6 et 66
kDa. La BSA bovine présente76% d’homologie dans sa séquence en acides aminés avec celle
du lait Humain 71,2 % (CAYOT et LORIENT, 1998) et la SA caprine et 92,4% avec la SA
ovine (CAYOT et LORIENT, 1998).

1.2.2.4. Immunoglobulines

Les immunoglobulines constituent un groupe hétérogéne de protéines. Ces protéines, se
présentant sous forme d’un « Y » et jouant un rdle d’anticorps, constituent environ 13 % des
protéines du lactosérum (DEBRY, 2001 ; LEBEUF et al., 2002 ; WAL, 2001 ). Elles sont
transférées du sang au lait au niveau des cellules des glandes mammaires (CAYOT et al.,
1998). Différentes classes d’Igs (A, M et G) ont été isolées et purifiées a partir du lait de
chamelle par ELAGAMY, (1996). La concentration en I1gG dans ce lait est supérieure a celle
rapportée dans le lait de vache (ELAGAMY, 2000 ; KONUSPAYEVA et al., 2008). Un taux
moyen de 100,7 mg/ml a été enregistré en premier stade de lactation. Ce taux baisse ensuite a
2,3 mg/ml apres le 14eme jour. Ces IgG semblent ne pas étre restreints a une seule sous classe
comme dans le lait bovin, mais ils englobent trois sous classes (IgG1, 1gG2 et 1gG3) ou les
IgG2 et 1gG3 constituent 50% du sérum camelin (DESMYTER et al., 2001).

1.2.2.5. Lactoferrine

C’est une glycoprotéine, sa séquence est composée de 689 résidus d’acides aminés avec
masse moléculaire de 75,3 kDa. La lactoferrine se trouve a des taux tres elevés dans le lait de
chamelle (220 mg/l) (EL-AGAMY et al., 1997), alors que sa concentration dans le lait de
vache est estimée a 140 mg/l (WALL, 2002). La concentration élevée de cette derniere dans le
lait camelin lui confere un role protecteur, en prévenant la prolifération des microorganismes
(HABIB et al., 2013).

A coteé de sa fonction antibactérienne, la lactoferrine est un puissant antioxydant, elle piége

les radicaux libres et protége 1’organisme contre le stress oxydatif (WALL, 2011).

1.2.2.6. Lysozyme
Le lysozyme est une enzyme, présente naturellement dans le lait des mammiféres. Elle
hydrolyse la liaison B entre I’acide muramique et la glucosamine du mycopolysaccharide de la
paroi bactérienne (DEBRY et al., 2001). Sur le plan structural avec 129 acides aminées, la

masse moléculaire du lysozyme bovin est estimée a 14,4 kDa, elle est similaire a la protéine

10
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cameline (ELAGAMY et al., 1996) et caprine (JOLLES et al., 1990). Alors que dans le lait
ovin le lysozyme présente un poids moléculaire de 16,2 (MARONI et CUCCURI, 2001).

Le taux du lysozyme dans le lait varie selon 1’espéce animale, il est estimé a 7 ug/100 ml
dans le lait de vache, sa concentration est plus élevée dans le lait de chamelle (15 pg/100 ml)
(ELAGAMY et al., 1996).

1.2.2.7. Lactoperoxydase
La lactoperoxydase est une enzyme d’oxydoréduction secrétée naturellement dans le lait.
Le poids moléculaire de la lactoperoxydase bovine est de 72,5, alors qu’il se situe entre 69 a
78 dans le lait camelin (EL AGAMY et al., 1996). La séquence de cette protéine cameline est
formée de 611 acides amines. Elle permet en effet de prolonger la durée de conservation et

d’améliorer la qualité du lait collecté ou en conserve.

1.2.2.8. Protéose-peptones
C’est la fraction protéique mineure du lactosérum, restant soluble méme dans des
conditions extrémes (JOUAN, 2002). Les protéose-peptones sont classés en deux catégories :
Les peptides issus de I’hydrolyse enzymatique de la B-caséine par la plasmine endogene du
lait (PP5, PP8-S et PP8F) ; le composant PP3 ou lactophorine ce dernier est une glycoprotéine
phosphorylée comportant 16 a 17 % de glucides. Elle est thermostable et peut complexer le
calcium soluble dans le lait. Elle a un effet inhibiteur sur la lipolyse plus efficace que toutes

les autres protéoses-peptones (JOUAN, 2002).

1.2.2.9. Les protéines spécifiques au lait de chamelle

Différentes ¢tudes ont montré I’existence de protéines dites spécifiques au lait de chamelle
qui n’ont pas ¢été isolées dans d’autres laits, c’est le cas de la protéine de reconnaissance du
peptidoglycane, la protéine acide et la protéine basique du lactosérum camelin.

- La protéine de reconnaissance du peptidoglycane (PGRP)

La protéine de reconnaissance du peptidoglycane (PGRP) c’est une protéine soluble qui a
été détectée dans le lait de chamelle, mais pas dans le lait de vache (MAL et PATHAK,
2010). La PGRP présente une masse moléculaire de 19,1 kDa avec un pH isoélectrique de
9,02. Elle est constituée de 172 résidus d’acides aminés et elle est homologue a celle du lait
humain, La PGRP est riche en arginine mais pauvre en lysine (KAPPELER et al., 1998 ;
KAPPELER et al., 2004).

11
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La concentration de la PGRP dans le lait de chamelle est estimé a 0,12 g¢/l, son taux
décroit durant la lactation et augmente en cas de mammites

- La protéine acide du lactoserum (WAP)

La (WAP) protéine sérique majeure dans le lait des rongeurs et dans le lait de chamelle,
elle a été décrite pour la premiére fois par BEG et al., (1986). C’est une protéine a caractére
acide, son pH isoélectrique est de 4,70 (KAPPELER et al., 1998). La séquence de la WAP est
composée de 117 résidus d’acides aminés, sa masse moléculaire est d’environ 12,6 kDa
(KAPPELER et al., 1998).

- La protéine basique du lactosérum camelin (CWBP)

La CWBP a été isolée dans le lait de chamelle par OCHIRKHUYAG et al., (1998), c’est
une protéine basique, présentant un pH isoelectrique de 9,3. Sa masse moléculaire a été
évaluée par PAGE SDS a 20 kDa (OCHIRKHUYAG et al., 1998).

1.3. Effet des traitements thermique sur les séroprotéines du lait

1.3.1. Traitements thermiques appliqués sur le lait

1.3.1.1. La pasteurisation

C’est un procédé thermique, qui consiste a chauffer le lait a 63°C pendant 3 mn
(pasteurisation basse), ou entre 72°C et 76°C pendant 15 a 20 s (pasteurisation haute). Elle
permet la destruction totale des germes pathogénes et la plupart des germes saprophytes. Elle
détruit aussi certaines enzymes, en particulier, les lipases dont I’activité est indésirable
(VEISSEYRE, 1975), Ce chauffage du lait a peu d'impact sur les constituants, mis a part une
faible perte de la thiamine (vit B1) a et de la vitamine C (7 a 10 %).

1.3.1.2. La stérilisation
Elle vise la destruction totale des microorganismes et des spores présentes dans un
produit. La stérilisation consiste a chauffer le produit alimentaire, au-dela de 100°C pour lui

assurer une conservation prolongée (VEISSEYRE, 1979).

1.3.1.3. Stérilisation UHT
C’est un traitement a trés haute température (UHT), soit 140-150°C, pendant un temps trés

court de 1 a 5 secondes.

12
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1.3.2. Dénaturation thermique des séroprotéines du lait

La dénaturation résulte d'une modification des structures quaternaire, tertiaire et secondaire
sans fragmentation de la chaine peptidique. La dénaturation des protéines passe par des
structures éphémeres qui peuvent aboutir a un déplissement total de la molécule.

La stabilit¢ d’une protéine peut étre définie comme étant sa capacité a conserver la
structure tridimensionnelle d’une chaine polypeptidique dans certaines conditions plus au
moins extrémes (chaleur, pH, agents chimiques ou physiques).

A mesure que la température augmente, les liaisons de faible intensité (forces de Van Der
Waals, ponts hydrogeénes) sont rompues, les homopolymeéres natifs de -lactoglobuline et les
ponts hydrogenes intramoléculaires des différentes protéines sont progressivement détruits,
permettant le dépliement de leur structure et I’exposition des régions réactives inaccessibles a
I’état natif (KINSELLA et WHITEHEAD, 1989 ; MORR et HA, 1993).

La denaturation des proteines solubles consiste a un processus qui peut étre réversible ou
irréversible, il entraine une perte totale ou partielle de I’activité biologique. Il produit trés
souvent un changement de solubilité de la protéine, la digestibilité des proteines dénaturées a
la chaleur est supérieure a celle des proteines natives. Les protéines chauffées précipitent dans
le milieu acide de I'estomac en particules plus fines et donc plus dispersées. Elles sont ainsi
plus accessibles aux enzymes hydrolytiques qui agissent plus facilement sur une protéine
ouverte. Le meilleur coefficient d'utilisation digestive des laits pasteurisés et UHT compares
au lait cru est le témoin de cette différence.

Le traitement a la chaleur permettrait aussi de neutraliser certains inhibiteurs naturels du
lait, des anti-trypsines notamment, a haute température une réaction de Maillard peut se
déclencher, cette réaction résulte principalement de la condensation entre le lactose et la R-
lactoglobuline (ADRIAN et LEPEN, 1987).

- Influence du chauffage sur R-Lg

La dénaturation de la B-Lg se déroule en deux étapes, la molécule initialement sous forme
de dimere se dissocie et se présente a I'état de monomere puis, dans un deuxieme temps, le
déploiement de la chaine moléculaire. Le degré de dénaturation dépend a la fois de la durée et
de lintensité du traitement thermique. Ainsi, en prolongeant 1’exposition de la J-
lactoglobuline aux températures plus grandes ou égales a 65°C (figure 01), I’ouverture des

structures tertiaires et secondaires est accentuée, rendant le sulfhydrile encore plus réactif (De
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la FUENTE et al., 2002), pour une durée égale d’exposition a la chaleur, les températures plus

¢levées permettent d’atteindre une dénaturation plus importante (De WIT, 2009).

Structure Température
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Monoméres oxydés

AR R >75

Figure 01 : Les différentes structures de la p-lactoglobuline aprés traitement thermique
(de WIT, 2009).

- Influence du chauffage sur I’a-la

L’absence de thiol libre dans la structure de I’a-lactalbumine la rend moins réactive que la
B-lactoglobuline, mais la présence de deux ponts disulfures et une fonction thiol libre la rend
particulierement résistante aux traitements thermiques. Elle est si peu réactive qu’elle aurait
besoin d’un catalyseur tel qu’une protéine portant un groupement sulfhydrile libre pour

former des homopolyméres (HAVEA et al., 2001). MORR et HA (1993) rapportent qu’aprés
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avoir eté chauffée pendant 15 minutes a 95°C, elle serait capable de retrouver 40% de son

état natif apres refroidissement.
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MATERIEL ET METHODES

2. Matériel et méthodes

La partie expérimentale de cette étude a été réalisée au niveau du laboratoire pédagogique

de Biochimie, département Biochimie-Microbiologie de la faculté des Sciences Biologiques et

des Sciences Agronomiques (université Mouloud Mammeri de Tizi Ouzou).

2.1. Matériel

2.1.1. Matiere premiére

Les échantillons de lait utilisés dans le cadre de cette étude proviennent de quatre espéces

animales différentes (bovine, ovine, caprine et cameline), ils sont collectés dans les régions de

M’chedallah, Fréha et Ain Oussara (algérie). La collecte a été réalisée en printemps de

I’année 2021 (tableau VIII).

Tableau VIII: Origine des échantillons de lait étudiés

Lait Période de collecte Région de collecte
Lait de vache Mai 2021 Fréha
Lait de brebis Mai 2021 M’chedallah
Lait de chamelle Mai 2021 Ain Oussara
Lait de chévre Mai 2021 M’chedallah

2.1.2. Appareillage
- pH meétre (HANNA) ;

- Centrifugeuse réfrigérée(SIGMA) ;

- Balance analytique et balance de précision ;

- Agitateur ;

- Spectrophotometre UV-visible (SHIMADZU, Japon);

- Bain marie (MEMMERT, Allemagne) ;

- Unité d’électrophorése en mini cuve (HOEFFER, USA) composée de gel, cuves de

migration horizontale et verticale, générateur de courant (max 250V, 100mA), plaques

en verre et en alumine, espaceurs.

2.1.3. Petit matériel

Un nombre de petit matériel et d’accessoires spécifiques sont utilisés dans cette étude :
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- Micropipette/ micro-seringue Hamilton/papier filtre Whatman/ laine de verre/

- Verrerie (fiole jaugé, bécher, éprouvette, entonnoir, tubes a essai,...)

2.1.4. Produit chimique et réactifs
Acrylamide, N, N’-méthylene-bis-acrylamide, bleu de bromophénol,glycérol, bleu de
Coomassie R250, glycine, persulfate d’ammonium10%, TCA, acide acétique, TEMED, tris,
réactif de Gornall, BSA.

2.2. Méthodes
2.2.1. Collecte du lait
Le lait frais provient de quatre especes animales différentes saines, il est transporté au
laboratoire dans une glaciere.
A Tarrivée, une mesure de pH est realisée, ensuite le reste du lait est reparti en petites

quantités dans des flacons et congelé pour une utilisation ultérieure.

2.2.2. Analyses physico-chimiques

L’analyse physico-chimique des échantillons a porté sur la mesure de pH et le dosage des
proteines. Ces paramétres ont été évalués en 3 essais.

2.2.2.1. Mesure du pH

La mesure de pH est effectuée a une température de + 23°C, a I’aide d’un pH métre. La
valeur du pH est lue directement sur I’appareil, aprés immersion de son électrode dans
I’échantillon a analyser. Le pH métre est préalablement étalonné avec des solutions de pH
connues.

2.2.2.2. Détermination de la teneur en protéines

La concentration en protéines des échantillons de lait étudiés est déterminée par la méthode
de Biuret. C’est une méthode de dosage colorimétrique rapide, développée par GORNALL et
al.,(1949).

Le principe de cette méthode est basé sur 1’obtention d’un complexe pourpre entre le biuret
(NH2-CO-NH-CO-NH_) et deux liens peptidiques consecutifs en présence de cuivre en milieu
alcalin, le complexe de coordination résultant absorbe fortement a 540 nm.

Les DO obtenues a cette longueur d’onde permettent de déterminer les concentrations des
protéines des échantillons analysés en se référant & une courbe d’étalonnage (DO=f(c))
obtenue en utilisant 1’albumine sérique bovine (BSA) comme protéine étalon(figure 02), la

teneur en caséines est obtenue par la différence entre les PT et PS.
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Figure (02) : Courbe étalon de dosage des protéines par la méthode de Biuret, en

utilisant la BSA comme protéines de référence

2.2.3. lIsolement des protéines sériques

Les protéines sériques sont séparées des autres constituants du lait a des fins de dosage et
de controle ¢lectrophorétique. L’isolement est obtenu en passant par les différentes étapes en
(figure 03) :

- Ecrémage

L’écrémage constitue la premicre étape du protocole d’isolement des protéines des
échantillons du lait entier. Il consiste a éliminer la matiére grasse du lait par centrifugation a
4000 g pendant 20 min et a 4°C.

A la fin de la centrifugation, on obtient une séparation de phase avec la formation d’une
couche en surface qui correspond a la creme (MG), ensuite la creme est écartée a 1’aide d’une
spatule et le lait écrémé est filtrée a travers la laine de verre, cette opération est répétée deux
fois afin d’éliminer totalement la matiére grasse.

- Acidification
La séparation des caséines et protéines sériques a été réalisée par acidification avec du HCI

4Ndes laits jusqu'aux pH isoélectriques (pHi) des caséines qui sont 4,6 pour le lait bovin, 4,2
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pour les laits caprin et ovin et 4,3 pour le lait camelin (WANGOH et al., 1998).Les laits ainsi
acidifiés sont centrifugés a 4000 g pendant 20 min a +20°C.

Les surnageants qui correspondent aux protéines sériques sont neutralisés a pH 7,00 avec
une solution de NaOH 1N puis acidifiés une deuxieme fois et centrifugés afin d’éliminer les
résidus de caséines.

- Dialyse

Cette étape a pour but d’éliminer toutes les molécules de taille inférieure a 8000 Da
(lactose, sels..). Le lactosérum obtenu a été dialysé contre 1’eau distillée en utilisant des
membranes avec un seuil de coupure de 8000Da. La dialyse a été effectuée contre 1’eau
distillée a +4°C sous agitation.

- Congélation et lyophilisation

Les échantillons dialysés sont répartis en fines couches dans des coupelles, puis congelés a

-18°C pendant 72 heures et lyophilisés.

2.2.4. Traitement thermique
Les échantillons de lait ecrémé sont repartis dans des tubes a essai fermés hermétiqguement,
ces tubes ne sont placés dans le bain marie qu’une fois que ce dernier a atteint la température
voulue. Les temperatures et les durées du chauffage sont bien déterminées, les températures
testées sont 70, 80,90 et 95°C pendant 20, 30, 40 et 60 min.
Le traitement est arrété, les tubes sont placés immédiatement dans d’eau froide pour
refroidissement.Les protéines solubles sont isolées en acidifiant le lait selon les étapes citées

en figure 03 puis soumises a une analyse électrophorétique.
Les pourcentages de dénaturation thermique sont détermineés par la formule :
PrD= (Pr-PrT) *100/Pr

PrD : % des protéines dénaturées ;
Pr : quantité des protéines avant chauffage ;

PrT : quantité des protéines apres chauffage a la température T pour une durée déterminée.
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[ Lait entier }

Centrifugation 4000g / 20 min a

4°C
(etm Do

LAIT écrémé

» Acidification avec du HCI 4N au
pHi des caséines : pHi 4,2 pour le
lait ovin et caprin et a pHi 4,3 pour
le lait camelin et 4,6 pour le lait
bovin.

» Centrifugation a 3500 g /20min a
20°C

\4
Protéines
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A 4

Caséines

» Dialyse
» Congelation et lyophilisation
» Controéle électrophorétique

Figure 03: étapes suivies pour I’isolement des protéines sériques des différents laits.
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2.2.5. Méthodes éléctrophorétiques
2.2.5.1. Définition et principe général
L’électrophorése est une méthode d’analyse basée sur la migration différentielle de
particules chargées sous I’effet d’un champ ¢lectrique. Dans ces conditions, les protéines, du
fait de leurs caracteres amphotéres, peuvent se comporter comme des anions ou des cations et
se déplacer de ce fait soit vers 1’anode ou la cathode et étre visualisées sous formes de bandes

de migrations distinctes selon leurs charges et leurs masses moléculaires.

2.2.5.2. Electrophorese sur gel de polyacrylamide (PAGE)
- Conditions generales

Le gel de polyacrylamide est I'un des supports éléctrophorétiques les plusutilisées pour ces
séparations en raison de ses multiples avantages (transparence, reproductibilité, tamis
moléculaire).La propriété de tamis des gels de polyacrylamide est liée a leur structure
particulieére, quiest celle dun réseau tridimensionnel de fibres et de pores résultant du
greffage d’unités deN, N-méthyléne-bisacrylamide (CH,=CH-CO-NH-CH2-NH-CO-
CH=CHy) bifonctionnellessur des chaines de polyacrylamide (CH,=CH-CO-NH.) adjacentes.
La polymérisation est catalysée par un générateur de radicaux libres composé de persulfate
d’ammonium(NH4)2 S;Og et de N, N, N, N- tetraméthylenediamine (TEMED).

La structure du gel est définie par les indices T et C. Sa porosité est ajustée en faisant
varier les concentrations relatives de a et b. La taille effective des pores d’un gel est d’autant
plus petite que sa concentration en acrylamide est élevée.

T= (a+b/v) x 100(%0)
C= (b/ a+b) x 100(%b)

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

-Conduite de I’électrophorése

Le gel est préparé en mélangeant les solutions d’acrylamide et de bis acrylamide avec une
solution tampon, I’ensemble est dégazé puis additionné des agents initiateurs (persulfate
d’ammonium et de TEMED).

Le mélange est immédiatement coulé entre deux plagues (en verre et en alumine) séparées
par des espaceurs et enfin un peigne y est introduit permettant la formation des puits apres

polymérisation du gel.
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Les échantillons a analyser sont dissous a raison de 1 a 2mg/ml dans un tampon approprié
et additionnés du bleu de bromophénol qui est un indicateur coloré qui détermine le front de
migration des protéines et permet de détecter la fin de 1’électrophorése.

Les échantillons ainsi préparés sont déposés a raison de 10 a 20ul dans chaque puits aprés
avoir monté sur 1’unité d’électrophorese les 2 plaques renferment le gel et remplis les cuves
inférieurs et supérieurs de tampon d’électrode. L’unité est alors mise sous tension, courant et

voltage constants : 10mA, 250V.

-PAGE en conditions non dissociantes et non dénaturantes (PAGE- native)

La PAGE native est réalisée selon la méthode de HILLIER,(1976), adaptée a un systéeme de
mini cuves HOEFFER au niveau du laboratoire pédagogique de Biochimie, avec un gel de
polyacrylamide de porosité (T=12% ; C=2,7%).

Le tampon de gel est constitué de tris 0,75M, pH 8,9, le tampon d’électrode contient du tris 5
mM, de la glycine 77 mM, pH 8,3.

Les échantillons sont dissous dans le tampon d’échantillon composé du tampon de gel, de

I’eau distillée et du glycérol 50%.

Figure 04: Photographie d’une unité d’électrophorése (HOEFFER SE260)
A : générateur de courant ; B : cuve de migration
-Révélation des bandes de migration
A la fin de la migration, les protéines sont fixées avec I’acide trichloracétique (TCA) 12%
(p/v) pendant 45 min puis colorées pendant 1h avec une solution de bleu de coomassie R250,

la décoloration du gel s’effectue, sous agitation dans une solution de décoloration (annexe
02).
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3. Résultats et discussion
3.1. Analyse physicochimique des échantillons de lait étudiés
3.1.1. Mesure du pH
Le pH est un bon indicateur sur I’état de la fraicheur du lait (LUQUET, 1985). Les valeurs
moyennes du pH mesurées sur les échantillons de lait étudiés sont représentés dans le tableau

suivant.

Tableau IX : Valeurs moyennes du pH mesurés des différents laits étudiés.

Lait de Vache Lait de Brebis | Lait de Chevre Lait de
Parametre (LV) (LB) (LC) Chamelle
(LCH)
pH a 20°C 6,70+ 0,005 7,04+ 0,005 7,00+ 0,005 6,66+ 0,010

La moyenne du pH se situe dans l'intervalle (6,4 — 6,9) fixé par la FAO (1995), ces valeurs
sont aussi en concordance avec celles rapportées par plusieurs auteurs (REMEUF et al., 2001;
BAMOUH, 2006 ; DIAO, 2000). Le pH des laits étudiés est conforme aux normes indiquées.

Les pH du lait de chévre et de brebis sont les plus élevées avec une moyenne égale 7 £+ 0,005,
la valeur du lait de chévre est dans I’intervalle des valeurs mentionné par REMEUF (1994).

Selon MATHIEU (1998), le pH du lait varic d’une espece a une autre, il dépend de la
richesse du lait en certains constituants, particulierement, en phosphates, citrates et caséines.
Or il est connu que le lait de brebis est particulierement riche en ces constituants que les autres
especes (CHILLIARD et SAUVANT, 1987 ; MATHIEU, 1998). Toutefois, la valeur du pH du
lait de brebis obtenu dans la présente étude est proche de celle rapportée par JAUBERT (1997)
(6,98). Alors que, la valeur moyenne obtenue pour le lait de vache est égale a 6,7 = 0,005 proche
de celle rapportée (6,44 a 6,71) par LABIOUI et al., (2009).

Le pH du lait camelin est le plus faible par rapport aux autres laits étudiés avec une moyenne
de 6,66+ 0,01. Plusieurs auteurs ont rapporté des valeurs supérieures qui peuvent varier de 6,6
a 6,8 selon RAHLI (2015). La forte concentration en acides gras volatiles (YAGIL, 1985) et la
teneur relativement élevée en vitamine C du lait de dromadaire font diminuer le pH de celui-ci
(YAGIL, 1985 ; FARAH et al., 1992 ; SALEY, 1993 ; HADDADIN et al., 2007).
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3.1.2. Taux des protéines

Les teneurs en protéines totales (PT) et en protéines sériques (PS) pour les laits de Vache,

Brebis, Chévre et Camelin sont rapportées dans le tableau (X).

Tableau X : Teneurs moyennes en proteines en (g/l) des laits bovin, caprin, ovin et

camelin.

Laits PT PS CN
Vache 30,00 + 0,00 12,82+ 0,08 17,18+0,00
Brebis 50,50 + 1,35 13,03+ 0,46 37,46%0,89
Chevre 28,30+ 3,22 09,46+ 2,04 18,84+ 1,18

Chamelle 32,53+ 1,50 06,48+ 0,28 26,05+ 1,20

PT : protéines totales ; PS : protéines sériques ; CN : caséines.

3.1.2.1. Teneur en proteines totales

Selon les résultats obtenus, il est a constater que le lait de brebis présente une teneur élevée
en protéines totales (50,50£1,35). Celle-ci est proche de ce qui a été rapporté par PELLIGRINI,
(1994) (53,5¢/), MARTINI et al., (2008) (53 et 57 g/l), YABRIR, (2014) (38,6-67,7 g/l) et
CLAEYS et al., (2014) (45-70 g/l). Néanmoins, cette teneur en protéines semble inférieur a
celle citée par d’autres auteurs (SIMOS et al., 1996 ; HILALI, 2001; ROUISSI et al., 2006 ;
CASTRO et al., 2009 ; COZMA et al., 2011) qui ont trouveé des résultats qui se situent entre 60
et 80 g/I.

Les fluctuations importantes dans les valeurs rapportées par plusieurs recherches concernant
cette richesse en protéines du lait de brebis seraient dépendantes de plusieurs facteurs tels que
larace, I’alimentation, le stade de lactation, la santé de I’animal, la saison (PAVIC et al., 2002).

Le dosage de la fraction protéique du lait de vache donne une teneur moyenne en protéines
totales de 1’ordre de 30g/1, elle est proche de celle du lait de chevre (28,3g/1). Le résultat obtenu
est proche aux normes du JORA (1998) (31g/l et 33g/l) et aux normes FIL- AFNOR (1986)
ainsi qu’aux résultats d’ALAIS et BLANC (1975), qui rapportent une teneur moyenne en

protéines allant de 32 g/l a 34g/l. Ces teneurs sont également en concordance avec celles
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rapportées par EVERSHED et al., (2006) ; DECNDIA et al., (2007) et ZAHRADEEN et al.,
(2007) qui ont avancé des taux allant de 30 g/l a 35 g/I.

Quant au lait camelin, il présente une teneur moyenne en protéines totales de 32,53 g/l £1,5.
Cette valeur est trés proche de celle trouvée par SI AHMED ZENNIA, (2015) (31 g/l) et
(SIBOUKEUR A. et SIBOUKEUR 0., 2012) (35,68g/l) dans des échantillons de lait de
chamelle du sud d’Algérie et par SHAMSIA, (2009) (34,6 g/l) . Toutefois, ALLOUI-
LOMBARKIA et al., (2007) ont rapportés des taux relativement faibles (29,42 g/l et 29,48 g/).

Concernant la concentration des protéines du lait de chévre (28,30 g/l), elle est relativement
similaire a celle rapportée par plusieurs études : MAHIEU et al., (1977) (27,8 g/l), REMEUF
et LENOIR, (1985) (27,2 g/l) VASSAL et al., (1994) (27,1 g/l) et RAYNAL-LJUTOVAC et
al., (2008) (26,1 g/l).

De nombreux auteurs comme SRAIRI, (2008), ont montré qu'un régime alimentaire basé
sur I'herbe entraine la baisse des taux de proteines et de matiere grasse du lait de vache, tandis
qu’un régime a base de blé¢ induit une élévation de ces teneurs. WOLTER, (1997) a montré
que l'élevage par ensilage de mais, de betterave entraine une augmentation du taux des
protéines, alors que I'¢levage par I'herbe ou I’ensilage médiocre, entraine son abaissement
(BOUZID et LABIDI, 2016). Enfin, les races et les conditions saisonnieres en particulier
influenceraient également la teneur en protéines du lait (AL HADJ et KANHAL, 2010).

3.1.2.2. Teneur en protéines sériques

Le tableau (10) révele des teneurs variables en protéines sériques des différents laits étudiés:
des teneurs de 13,03 g/l et 12,82 g/l ont été enregistrées pour le lait de brebis et le lait de vache,
respectivement. Alors que, des taux plus faibles ont été observés dans le lait de chévre (9,46
g/l) et le lait de chamelle (6,48/1).

Concernant le lait ovin, les résultats enregistrés dans la présente étude sont les mémes que
celles rapportées par PELLIGINI et al., (1994) (9,469/1) et supérieurs a celles enregistrées par
MOUALEK (2011) (5,5 a 6,8 g/l) et par MAYER et FIECHTER, (2012) (6,3g /1).

Dans le lait de chamelle, le résultat obtenu est proche de celui avancé par FARAH (1993) (7
g/l), toutefois, des teneurs supérieures ont été rapportées par (ABU LEHIA, 1987) (9 g /l),
(BAYOUMI, 1990) (10 g /l), KIHAL et al., (1999) (8,5 g/l ), SIBOUKEUR, (2007) (7,51g /1)
et S| AHMED ZENNIA, (2015) (8 g/l).

Le taux des protéines sériques dans le lait de chévre obtenu (9,46 g/l) est légerement
inférieur a celui rapporté par ZOBIRI, (2021) soit 11,56 g/l, alors que MOUALEK, (2011) a

observé un taux de 6g/I.
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3.1.2.3. Teneur en caséines

Concernant le taux des caséines des différents laits étudiés, le tableau (X) révele que le lait
de vache et le lait de chévre ont des teneurs proches en caséines 17,18 g/l et 18,84 gll,
respectivement. Quant au lait de brebis, il présente la teneur la plus élevée en caséines (37,46
g/l). Alors que le lait de chamelle présente une teneur moyenne de 26,05 g/l.

Le taux des caséines obtenu dans le lait de chévre est proche a celui évoqué par PIERRE et
al., (1998) avec 17,49/l et ROUDJ, (2005) qui est 20,85 g/l. Alors que d’autres études ont
avancé des taux plus élevés, a citer MOUALEK, (2011) (19,3 et 22,5¢g/I) et MASL et
MORGAN, (2001) (24,1g/l).

Pour le lait de chamelle SIBOUKEUR, (2007) et SI AHMED ZENNIA, (2015) ont rapporté
des teneurs en caséines proches de celles enregistrées dans la présente étude, a savoir, 28,15
g/l et 23 g/l, respectivement. Cependant, KAMOUN, (1995), HADDADIN et al., (2007) et
ALLOUI-LOMBARKIA et al., (2007) ont rapporté des taux plus faibles (19,7 g/l, 19,8 g/l et
21,3 g/l, respectivement).

En ce qui concerne le lait de brebis, la valeur obtenue (37,46 g/l) est proche de celle avancee
par YABRIR, (2014) (38,6 a 67,7 g/l).

La teneur en caséines du lait de vache étudié (17,18 g/l) est faible par rapport a celle
rapportée par IMRAN et al., (2008) (21,8 g/l).

3.2. Isolement et caractérisation électrophorétique des protéines sériques camelines,
bovines, caprines et ovines
Le comportement électrophorétique des protéines sériques isolées est étudié sur gel de
polyacrylamide (PAGE) dans des conditions non-dénaturantes et non-dissociantes. Dans ces
conditions, la protéine se trouve a 1’état natif, sa mobilité dépend a la fois de sa charge et de son
PM.
La figure (05) montre le profil électrophorétique en PAGE native des protéines sériques des

échantillons de lait étudiés.
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Figure 05: Profil électrophorétique des protéines sériques en PAGE-native (T= 12% ;
C=2,7% ; pH=8,9) ;
LV : lait de vache, LB : lait de brebis, LCH : lait de chévre, LC : lait de chamelle.

L’analyse du profil électrophorétique (figure 05), montre que les protéines sériques du lait
bovin dans les conditions natives migrent en six bandes. Dans 1’ordre croissant de leurs
mobilités électrophorétiques et en se basant sur des données bibliographiques, on distingue : les
immunoglobulines, le composant -3- des protéose-peptones (PP3), I’albumine sérique bovine,
’alpha-lactalbumine et les deux variants de la 3-lactoglobuline (A et B). Des profils similaires
sont observés pour les séroprotéines caprines et ovines, cependant, il est a relever I’absence de
la bande éléctrophorétique qui correspond a la B-lg dans le lactosérum du lait camelin.
L’absence de cette protéine a été constatée par FARAH, (2004), SIBOUKEUR, (2008),
SENOUSSI, (2011), EL-HATMI et al., (2015) et SI AHMED ZENNIA ,(2015).

La comparaison du profil éléctrophorétique des séroprotéines bovines a celui obtenu des
especes étudiées révele que :

Les protéines du lactosérum camelin migrent en cing bandes, la bande (I) se trouvant au
méme niveau que les Igs bovins pourraient correspondre a leurs homologues camelins. La
bande (I1) intense et migre au méme niveau que la BSA pourrait correspondre a cette protéine
dans le lait de dromadaire .Quant a la bande (IV), elle désigne I’a-La cameline qui se situe au

méme niveau que la protéine bovine. Les deux bandes (I11) et (V) qui n’ont pas d’homologues
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bovins pourraient correspondre a I'a-La désamidée du lait camelin. Dans ce contexte, Sl
AHMED et al., (2015) ont démontré que les variants génétiques de 1’a-La cameline rapportés
par CONTI et al., (1985) ne sont que des formes de I’a-La désamidée. La désamidation non
enzymatique de cette protéine a eu lieu sur les résidus Asnl16 et Asn45. Les trois isoformes de
I’a-La cameline ont des points isoélectriques différents qui correspondent a 5,63 ; 5,36 et 5,05.

Les protéines sériques du lait ovin étudié migrent également en cing bandes, notées de | a
V. Celles-ci pouvant correspondre aux mémes especes protéiques retrouvées dans la fraction
sérique bovine. Les premiéres bandes seraient assignées aux immunoglobulines (lg) et au
composant-3 des protéose-peptones (PP3), ces entités ont une mobilité électrophorétique faible
compte tenu de leurs particularités structurales (MATI et al., 1991). Concernant les trois
dernieres bandes, elles sont bien apparentes et correspondent selon PESIC et al., (2011b) a la
BSA, 'a-La et la B-Lg.

Dans le lait caprin, Les protéines sériques migrent en cing bandes distinctes qui
correspondraient aux mémes especes protéiques bovines. Il est a distinguer une bande fine qui
se situe au méme niveau que les Igs bovines, qui pourraient correspondre a la méme espece
proteique dans le lait caprin (MOUALEK, 2011). Une autre bande qui migre aussi au méme
niveau par rapport au PP3 bovin pourrait correspondre a son homologue caprin.

Les bandes (I11), (IV) et (V) présentent des niveaux de migration différents des protéines
bovines, mais selon ’ordre de leur migration, elles pourraient correspondre a la BSA, I’alpha-
lactalbumine et a la B lactoglobuline. Ce constat a été rapporté par AMIGO et al., (1992), qui
a situé les bandes caractéristiques a I’alpha-lactalbumine et a la B lactoglobuline bovines plus
en avant que leurs homologues caprines.

Les travaux de GROSCLAUDE et al., (1987) et de KUMAR et al., (2006) ont montré
I’existence de deux variants de la béta-lactoglobuline caprine ce qui peut expliquer I’intensité

de la derniére bande.

3.3. Etude de la sensibilité des seroprotéines bovines, ovines, caprines et camelines aux
traitements thermiques
L’¢tude de l’effet du chauffage sur les protéines sériques permet de comprendre le
comportement de ces protéines lors des différents processus technologiques appliqués sur le
lait. L’effet des traitements thermiques sur les protéines du lait de vache a fait I’objet de
plusieurs études, cependant, il est a noter que trés peu de travaux sont réalisés sur le lait des

autres espéces animales (lait ovin, caprin et camelin).
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La sensibilité des séroprotéines bovines, ovines, caprines et camelines a été étudiées en
appliquant différentes températures pendant des temps différents. Les résultats de la

dénaturation sont exprimés sous forme de profils éléctrophorétiques.

3.3.1. Comportement électrophorétique apres les traitements thermiques
La figure (06) montre les profils éléctrophorétiques obtenus lors du chauffage des protéines
sériques des laits bovin, caprin, ovin et camelin a 70, 80, 90 et 95°C pendant 20, 30, 40 et 60

min respectivement.

L’examen des profils éléctrophorétiques obtenus en PAGE-native (figure 06, A) montre
que la sensibilité des séroprotéines des laits étudiées est différente vis-a-vis des temperatures
du chauffage appliquées. Il est a noter que les Igs sont les plus sensibles au traitement thermique
suivis par la BSA puis la B-Lg, enfin I’a -La qui s’avere la plus résistante.

Les profils montrent que la SA bovine, ovine, caprine et cameline n’est pas complétement
dénaturee lors de chauffage a 70°C, car la bande électrophorétique qui la caractérise persiste
aprés 1 heure de chauffage avec une faible intensité.

La sensibilité de la sérum albumine au chauffage a été rapportée par 1’é¢tude de EMOND,
(2014) qui a montré que des températures entre 40°C et 50°C sont suffisantes pour ouvrir
partiellement sa structure. HAVEA et al., (2001) ont constaté que la BSA est plus sensible au
traitement thermique que la B-lactoglobuline, au-dela de 50°C, sa structure est dénaturée de
maniére irréversible et ’homopolymérisation est observée (MORIYAMA et al., 2008; SU et
al., 2008).
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Figure 06: Profil électrophorétique en PAGE-native (T= 12% ; C=2,7% ;
pH=8,9)) des protéines sériques apres différents traitements thermiques : A : 70°C ; B :
80°C et 90°C ; C : 95°C ; T: protéines sériques du lait cru ; 1, 2, 3 et 4 temps de chauffage
correspondant respectivement a 20, 30, 40 et 60 min a 70°C ; PS : protéines sériques ; LV
- lait de vache; LB: lait de brebis.
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Figure 07: Profil électrophorétique en PAGE-native (T= 12% ; C=2,7% ; pH=8,9)) des
protéines sériques apres différents traitements thermiques : A : 70°C ; B : 80°C et 90°C ;
C : 95°C; T: protéines sériques du lait cru ; 1, 2, 3 et 4 temps de chauffage correspondant
respectivement a 20, 30, 40 et 60 min a 70°C ; PS : protéines sériques ; LCH : lait de chevre
; LC : lait de chamelle.
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MORR et HA, (1993) ont constaté que les immunoglobulines sont relativement stables aux
traitements thermiques, mais cela est uniquement observable lorsqu’elles sont isolées. Par
contre en présence d’autres protéines du lactosérum (BSA, B-Lg...) elles deviennent les plus
sensibles ce qui concorde avec les résultats obtenus dans la présente étude.

L’intensité des bandes qui correspondent a 3-Lg pour le lait bovin, ovin et caprin apparait
plus faible aprés 30 min de chauffage a 70°C, il a été observé qu’avec 1’¢lévation de la
température les sous-unités de la B-Lg se dissocient a n’importe quel pH du milieu (De WIT,
2009). Apres dissociation, seulement quelques ponts hydrogénes intramoléculaires sont
rompus, mais la protéine conserve la grande majorité de sa structure tertiaire ce qui veut dire
qu’elle n’est pas totalement dénaturée, néanmoins les revues de De WIT (2009), De La
FUENTE (2002) et MORR (1993) s’entendent pour dire qu’a 65°C les changements de la
structure tertiaire sont suffisamment importants pour exposer les régions hydrophobes et activer
le groupement sulfhydryle libre et que la protéine ne puisse plus retrouver son état natif.

L’étude de HAVEA et al., (2001) a montré que le nombre élevé de ponts disulfures de I’a-
lactalbumine la rendent particuliérement résistante aux traitements thermiques, ceci est observé
dans la présente étude, particulierement pour I’a-La cameline et bovine. MORR et HA, (1993)
ont rapporté qu’aprés chauffage a 77°C, 1’a-La serait capable de retrouver 90% de son état

natif lors du refroidissement.

En analysant les profils éléctrophorétiques obtenus en PAGE- native (figure 06 B), il est a
constater qu’un traitement de 80°C entraine la dénaturation de la plupart des séroprotéines pour
les laits bovin, ovin et caprin ou nous constatons la disparition des bandes éléctrophorétiques
qui les caractérisent. Cependant, dans les mémes conditions les protéines sériques camelines

sont plus stables, mais les bandes éléctrophorétiques apparaissent moins intenses.

A 90°C, nous remarquons que les mémes profils se dessinent pour les espéces bovine, ovine
et d’une plus intense pour I’espéce caprine, alors que dans le lait de chamelle il ya persistance

de la bande qui caractérise I’a-La avec un aspect moins intense.

Lors du chauffage a 95°C (la figure 06, C), les profils électrophorétiques mettent en relief
I’absence et la disparition de bandes caractérisant les séroprotéines (Igs, BSA, a-lactalbumine
et B-Lg) du lait bovin, ovin, caprin ce qui veut dire que ces protéines sont denaturées. En
paralléle, il est a constater I’apparition de nouvelles bandes éléctrophorétiques stables de trées

faible intensité durant le traitement appliqué dans le lait bovin et camelin aprés 20 min de
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chauffage, ces bandes pourraient correspondre a la fraction des protéose peptones qui sont
connus pour leur thermorésistance.

Les résultats observés correspondent a ce qui a été cité par la bibliographie (De WIT, 2009),
un traitement thermique plus poussé permet d’atteindre une dénaturation plus importante.
Concernant I’a-La, lorsqu’elle est chauffée 15 minutes a 95°C, elle serait capable de retrouver
son 40% de son état natif apres refroidissement (MORR et HA, 1993). Byrne et FITZPATRICK
(2002) ainsi que TAYLOR et FRYER (1994) ont constaté que le prolongement du temps de
résidence qui correspond a la durée pendant laquelle la protéine est maintenue a la température

de dénaturation, permet une dénaturation plus poussée de celle — ci.

3.3.2. Comparaison inter-espéces des taux de dénaturation thermique des

séroprotéines

La diminution de la teneur en protéines sériques solubles est considerée comme le critére de
dénaturation, la denaturation est évaluee par le calcul des pourcentages de dénaturation
thermique.

L'étude de la dénaturation en fonction de la durée du chauffage (figure 07, A) montre qu'a
70°C les taux de dénaturation enregistrés sont plus importants pour les protéines sériques du
lait de chévre par rapport aux autres laits, car un taux de 60,97% de dénaturation est constaté
aprés 60 min de chauffage. Alors des taux de 48,58%, 46,80% et 40,12% ont été enregistrés
pour les protéines sériques ovines, bovines et camelines, respectueusement.

Les résultats obtenus suite a ce traitement thermique concordent avec ce qui a été rapporté
par les données bibliographiques. Dans ce contexte, HARLAND et al., (1952) ont observé
qu’un chauffage a 74°C pendant 2 minutes dénature 10% de protéines sériques du lait. Quant a
TAGARI et ROY (1969), ils ont enregistrés des taux de 50% suite au méme traitement pendant

30 minutes.
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Figure 08 : Représentation des taux de dénaturation des protéines sériques apres
traitements thermiques A : 70°C ; B : 80°C et 90°C ;C :95°C ,des : LV : Lait de vache ; LCH : lait de

chévre ; LC : lait de chamelle ; LB : lait de brebis, pendant 30 ; 40 et 60min respectivement.
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L’¢tude de la dénaturation en fonction du chauffage (figure 07, B) montre que a la
température 80°C que la dénaturation est plus élevé dans le lait de chévre a 80°C/60min, on
remarque que plus de la moitié de protéines sériques qui se sont dénaturés avec un taux de
62,55% par rapport a d’autres laits, suivi de lait de brebis et de vache qui donnent un
pourcentage de dénaturation proche a la méme température et au méme temps(méme
conditions), 52,71% pour le lait de brebis et 56,94% pour lait de vache et selon la figure 08 on
a analysé que la moitié des séroprotéines qui sont dénaturé pour toutes les especes(LV, LB,
LCH) a 80° C pendant 30,40 et 60 minutes a 1’exceptions de lait camelin qui semble résistant a

80° C/60 minutes et cela apres ’enregistrement d’un taux de dénaturation inférieur a 50%.

A 90°C (figure 07, C) et 95°C (figure 07, D), la denaturation thermique est plus prononcée
pour les séroprotéines bovines et ovines comparativement a leurs homologues camelines et
caprines. Il a été constaté qu’a 95°C pendant 30 minutes, des taux de 84,86% et 86,49% ont été
observeés pour les protéines bovines et caprines, respectivement. Aprés 40 minutes de chauffage
a la méme température, les séroprotéines camelines semblent plus sensibles que les
séroprotéines caprines, car un pourcentage de 71,75% a été observé dans le lait de chamelle

contre 69,74% dans le lait chévre.
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CONCLUSION

Conclusion générale

La production du lait de vache occupe une place importante parmi les autres especes
laitieres, cependant les quantités produites ne parviennent pas a satisfaire les besoins du
consommateur. L’¢élevage des espéces caprine, cameline et ovine est trées marginalisé, alors

que ’apport en lait de ces espéces peut couvrir une part non négligeable des besoins.

La présente étude est entreprise dans le but de contribuer a une meilleure connaissance des
protéines du lactosérum du lait de vache, chévre, brebis et chamelle, ainsi que d’étudier le
comportement de cette fraction suite a différents traitements thermiques. L’effet du chauffage
sur les séroprotéines est évalué par électrophorése sur gel de polyacrylamide (PAGE) en

conditions natives et par estimation des pourcentages de leur dénaturation.

Les protéines sériques des quatre laits étudiés sont isolées des caséines par précipitation
acide a leur différent pHi puis dosées. Les résultats du dosage font ressortir la richesse du lait
de brebis en protéines comparativement aux autres laits ou des taux de 50,50 g/l et 13,03 g/l

ont été enregistrés pour les protéines totales et les séroprotéines, respectivement.

La caracterisation éléctrophoreétique des protéines des laits étudiés montre des profils qui se

ressemblent avec la particularité de I’absence de la B-lactoglobuline dans le lait camelin.

L’¢tude de la sensibilité des séroprotéines au chauffage montre que les protéines camelines
sont trés résistantes a la dénaturation thermique par rapport a leurs homologues bovins, ovins
et caprins. Un pourcentage de dénaturation de 52,25% a été noté suite a un chauffage de
95°C pendant 30 min alors que des taux de 58,86% ; 60,50% et 75,19% sont enregistrés pour

les séroprotéines caprines, ovines et bovines, respectivement.

Les résultats de cette étude incitent a une meilleure valorisation des espéces étudiées, ceci
en améliorant les conditions d’élevage de la chévre, la chamelle et la brebis surtout qu’elles

ne sont pas tres exigeantes et en encourageant la production et la transformation du lait.
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Annexe 01 : détermination de la teneur en protéines par la méthode de Biuret

(Gornall et al, 1949)

1- Préparation des solutions :

e Réactif de Gornall est composé de :

- Sulfate de cuivre (coloration bleu).

- Hydroxyde de sodium (pH basique).

- Tartrate double de sodium et de potassium (empéche la précipitation d’ions Cu2+).
- lodure de potassium (empéche la réduction des ions Cu2+).

e Solution mére de BSA :

2- Gamme étalon :

[EY
N
w
SN
(6]
(op]

Tubes

Solution mere 0 0.05 0.1 0.2 0.4 0.5
d’albumine sérique
bovine (BSA) mi

Eau phyiologique 0.5 0.45 0.4 0.3 0.1 0
(1)

Réactif de Gornall 2
(ml)

3- Méthodes :
- 1ml d’échantillon contenant 100 ug de protéines maximum et 25 ug minimum.
- Ajouter 2 ml du réactif de Gornall.

- Laisser 30 min a ’obscurité.

- Lire laDO a 540 nm.

4- Expression des résultats
Une courbe étalon est tracée en portant sur ’axe des abscisses, les concentrations en
BSA des dilutions (gamme étalon) préalablement préparée et sur ’axe des ordonnées, les DO

mesurées respectivement pour chaque dilution.
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Annexe 02 : électrophorése en condition non dissociantes et non dénaturantes
(PAGE native)

1-
°

Solutions :

Solution d’acrylamide(A)

ACTYIAMIAE ... e 369
BISaCrylamide. ... ..o e 19
Bau distillée . ... 100 ml

Tampon de gel(B)

Tl et e 9.14g
Bau diStilBe. . ... 100ml
Ajuster a pH 8.9 avec HCI 4N

Tampon d’électrode

LT PSP 0.12g
Gy N . o e 0.58¢g
Bau distilEe. ... 200ml

Ajuster a pH8.3 avec du tris.

Tampon d’échantillon

Tampon du gel(B).....oveeieii 100ul

BaUu diStillée ... .o s 700ul

Glycerol 50%.

Bleu de bromophénolune tete d’aiguillie.

Electrophorese

Préparation du gel(T=12% et 2.7%)

SOMULION(A) .o 3.25ml
SOIULION(B) . .t 5ml

BaUu diStillée ... o 1.68ml

TEMED ..o 10ul

Persulfate d’ammoniumI0%0...........cooouiiiiiiiiiiiei e 75ul

Couler et mettre le peigne immédiatement.

Solution de fixation
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Solution de coloration

Bleu de Coomassie R2500...........ouiiiiiii e 559
T A el 4g
IMELNANOL. ... e 100ml
Bau distillée. ... ... 100ml

Solution de décoloration

ACIHE BCELIQUE. . ... e 37.5ml
BaU diStIBO3. ..o 12.5ml
MBENANOL. . ..o 150ml

Dépot d’échantillon : 10ul a 20ul
Mise sous tension : 20 mA, 250V

Fixation : 45 min dans la solution de fixation

Coloration : 1 heure dans la solution de coloration

Décoloration : 1 heure dans la solution de décoloration.

Annexe 03 : électrophorese en condition dissociantes et dénaturantes :

Solution d’acrylamide (préte a I’emploi)

ACTYIAMIAE. ..o 369
BisSaCrylamide. ... .. ..o 19
BaUu diStillée. ... ... 100ml
Tampon de gel de séparation :
LT 24.229
Bau diStillée. ... ...t 100ml

Ajuster a pH 6.8 avec de HCI 4N.

Tampon d’électrode :

Tl e 1.2g
Gy CINE L. 5.769

DS 0.2¢g
Bau distillée. . ... 200ml

Tampon d’échantillon
SOIULION (). v e e e 500 pl
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Bau distillée. ... ... 250yl
SDS (10%).
2-MercaptoBtNaNO. ...t 150pl

Dissoudre 1 mg de protéines lyophilisées dans 800 pl de ce tampon chauffage a 100°C
pendant 4 a 5 mn puis refroidir dans un bain d’eau froide.

Ajouter 200 ul d’une solution de Glycérol 50% (V/V) et quelques grains de bleu de
bromophénol.

Solution de fixation :

Solution de coloration :

Bleu de coomasSiER250.........oviniii i, 0.5g

T A e ] 4q
MENANOI ... .o 100ml
Bau distillée. ... ... 100ml

Solution de décoloration

ACIAR ACELIQUE. ... vt e 37,5ml
Bau distilleed. ... 12,5 ml
MEENANOL. ... 150 ml

Solution de persulfate d’ammonium
Persulfate d’ammoOniUmML. ......uun ettt e e 0,19

BaU distille ... 1mi

Préparation du gel de séparation T = 15%

SOIULION (A) .ottt 3ml
SOULION (S) o.veii i 1.33 ml
Bau diStillée. ... ... 3.67 ml

Dégazer le mélange pendant 2 mn maximum.

SDS (L000) . . ettt 80 ul
TEMED . .. 20 ul
Persulfate d’ammonium 10%0........c.oooiiiiiiiieiie s 80 ul

Couler a environ 1,5 cm du sommet de la plaque de moindre hauteur

Préparation du gel de concentration : T=4,8% et C =2,7%
SOIULION (A e e 1,3ml
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= SOIULION (C) i 2,5 ml
- BAUIStIlIEe. ... 5,8 ml

- Dégazer le mélange quelques secondes

= SDIS L090. eiiiiiieee eeeeeeeeeeteeeaeeeabe et e re et e e s aeeaaeenbeennen 100 pl
= U TEMED ..., 20 ul
- Persulfate d’ammonium & 10%0.......cc.eecuiiiiiriiieniieeie et e ens 10ul

- Couler immédiatement sur le gel de separation puis introduire le peigne.

Dépot d’échantillon : 10 a 20 pl

Mise sous tension : 20 mA, 25 V

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

Annexe04 :

pH- metre (HANNA)
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Photographie d’une centrifugeuse réfrigérée, max 28000g (SIGMA)

Photographie d’une unité d’électrophorése (HOEFFER SE260).



