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Résumé

Le lait caprin, qui est trés prisé emrfee notamment ou de nombreux fromages de
renomme y sont fabriqués, pourrait répondre auribsgles populations vivant en montagne,
qui peuvent le consommer a I'état frais ou tramafosous forme de dérivé. Néanmoins, pour
ce dernier cas, il est établi que seuls les laits@dant la caséineS1 exprimée avec un fort
pourcentage pourraient donner lieu a la fabricadi@fromages.

Pour cela, nous avons mené une étudeig@idans un premier temps a évaluer les
caractéristiques physico-chimiques du lait capollecté dans trois régions de Tizi-Ouzou.
Les analyses effectuées ont portées sur le pHditégc I'extrait sec total, les protéines, la
matiére grasse, le lactose et la vitamine C.

Les résultats obtenus pour ces parasjemetamment I'extrait sec (109,3g/l),
la matiere grasse (30,7g/l), le lactose (39,1d/Ige protéines (26g/l), font état de la bonne
valeur nutritionnelle du lait collecté localemeNtanmoins, les teneurs obtenues sont en deca
de celles du lait bovin analysé dans les mémesitoomsl

Dans un deuxieme temps, nous avonsgéoa l'isolement et a la caractérisation des
protéines. Pour cela, nous avons utilisé la piatipn a pH isoélectrique des caseéines (pH
4.2) suivie de la chromatographie d’échange d’isas DEAE-cellulose. Les fractions ont
ensuite été controlées par électrophorése sur gelpalyacrylamide dans différentes
conditions (natives, en présence d'urée, en présdacSDS). Les profils électrophorétiques
résultants, ont permis d’identifier des analogieresle lait caprin et bovin comme ils ont
permis de mettre en relief certaines particularitéss tant aux caséines notammemn§)
gu’aux protéines sériques (PR3l.a etp-Lg).

L'utilisation de la résine anioniqueible en une seule étape de séparation
chromatographique est avantageuse dans le senteaal &bouti a I'isolement de protéines

caprines (caséing caseines S, PP3, SA €t-Lg) avec un haut degré de pureté.

Mots clés Lait / Caprin / Caséines / Protéines sériquesolément / Phénotypage /
Electrophorese / Chromatographie.



Abstract

Goat milk, which is very popular espdlgiin France where many famous cheeses are
made, could meet the needs of people living intfmntains, and can be eaten fresh or
processed. However, for the latter case, it isbéisteed that only milk witha S1-casein
expressed with a high percentage could result ie tmanufacture of cheese.

For this, we conducted a study that aims first step to assess the physical and
chemical characteristics of goat milk collectedthnee regions of Tizi-Ouzou. The analysis
performed has carried on the pH, acidity, totaldsolproteins, fat, lactose and vitamin C.

The results obtained for these pararagtercluding total solids (109.3 g / 1),
fat (30.7 g /1), lactose (39.1 g/ I) and protefB86g / ), are state of the good nutritional value
of milk collected locally. However, the levels oined were below those of bovine milk
analyzed under the same conditions.

In a second step, we performed thaisni and characterization of proteins. For this,
we used the precipitation of the casein at theselectric pH (pH 4.2) followed by ion
exchange chromatography on DEAE-cellulose. Thetibms were then checked by
polyacrylamide gel electrophoresis under differamditions (native, in the presence of urea,
in the presence of SDS). The resulting electroglog@ofiles have identified similarities
between goat and cow milk as they have helpeddhblight some particularities including
both caseinsoS) as serum proteins (PRB8La andB-Lg).

The use of weak anionic resin in a leinghromatographic separation step is
advantageous in that it led to the isolation oftgwatein (caseifs, caseinu S, PP3, SA and

B-Lg) with a high degree of purity.

Keywords: Milk / Goat / Caseins / Whey proteins / Isolation Phenotyping /

Electrophoresis / chromatogsap
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Introduction

L'intérét nutritionnel du lait réside dans sa Bske en nutriments de base (protides,
lipides et glucides) mais aussi en calcium, enmvit@s et en oligo-éléments. C’est I'un des
rares aliments qui convient pour les différentesi¢ches d’age ou il peut étre consomme tel
guel a I'état frais ou sous forme de produit transk, notamment en fromages et yaourt. De
plus, les différents ingrédients constitutifs dut Igprotéines, peptides, lactose, matiére
grasse...) sont utilisés a bon escient par l'indesfigro-alimentaire depuis ces derniéeres
décennies pour fabriquer des produits ayant destitomalités nouvelles et répondant au
mieux aux exigences du consommateur.

C’est précisément pour ces raisons lgaebesoins en cette matiere ne cessent de
s’accroitre dans le monde alors que la produgationdiale du lait n’arrive pas a suivre cette
tendance. Ainsi, au cours de ce dernier quart delesila consommation en lait de la
population mondiale a augmenté de 32% tandis gpeolduction par habitant a reculé de 9%.

Dans ces rapports, le lait de vache peda plus grande proportion (environ 80 %), le
reste est constitué de lait de bufflonne, de ché&ladrebis et de chamelle.

Cette situation de déficit en lait priidest encore plus accentuée quand on s’intéresse
de prés au cas de notre pays qui est considérgetjtre comme le premier consommateur
maghrébin de lait (100 l/an/habitant) mais donpiaduction laitiere (1 milliard de I/an) ne
permet pas de couvrir les besoins estimés a plu& méliards de l/an. La-aussi, les autres
especes laitieres (chévre, brebis, chamelle) nerentigu’environ 10% des besoins qui sont
comblés par le recourt chaque année a l'importatierpoudre de lait (250 000t/an) et de
matiere grasse anhydre.

Afin d’endiguer un tant soit peu cettadance et rétablir les équilibres, notre pays a
mis en place une stratégie de développement etaleagement de la production nationale
en permettant notamment aux éleveurs d’importerrdess laitieres appropriées et de se
constituer en coopératives d’élevage pendant qeedait de collecte du lait a été amélioré
par I'introduction des centres de collecte et degens de réfrigération précoce du lait.

Ce plan de développement a enregistifledirs un accroissement de la production et
de la collecte en lait frais. Mais jusque-la, legydes efforts a été centré sur la filiere bovine.
Les autres filieres (ovines, caprines et camelimes)ent marginales avec une production
destinée essentiellement a I'auto-consommation.

Par ailleurs, dans I'agriculture de montagne,dprin, réputé pour sa rusticité et son

adaptation a ce relief particulier a toujours cinét une solution tout indiquée aux
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populations locales qui tiraient pratiquement lemble de leurs besoins en lait de cet animal,
qui est connu et prisé dans d'autres pays, notammenFrance pour la renommée des
fromages d’appellation garantie qu’on fabrique dipaxclusivement de son lait.

Si I'effort de développement dans notre pays sequit les tonnages en lait caprin,
seront revus a la hausse, ce qui donnera des pgvggeintéressantes pour la vente et la
consommation de ce lait a I'état frais ou sa tramsétion, notamment en fromages.

Dans ce volet particulierement, il est établi gaels les laits ayant de la caséu®l
exprimée avec un fort pourcentage sont transforesabh fromages. De ce fait, il parait
évident que l'analyse de ce lait et sa caractévisagur le plan protéique peuvent aider a
mieux orienter les technologues sur les possibild@&xploitation industrielle de ce lait de
collecte.

Dans cette perspective, la présenteéducomme obijectif, d'une part, d’évaluer sur le
plan physico-chimique le lait caprin collecté da@hdsrois régions de Tizi-Ouzou (Azazga,
Mekla et Larbaa Nath Irathen) et, d’autre partpdecéder a I'isolement et la purification des
protéines majeures de ces laits avant de les éaismt sur le plan de leur comportement

électrophorétique.
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1-Synthese bibliographique
1-1-Le caprin

Domestiqué il y plus de 10000 ans avant Jésus{Chaishevre Capra Hircug, est
réputée pour sa rusticité. C'est un animal adapte cnditions rudes et a la sécheresse
(SHKOLNIK etal, 1980), ou bovins et ovins ne peuvent survivre QB¥OUR etal, 2007).

Bien que relativement homogéne, la patmn caprine algérienne est divisée en
guatre races : La race Arabia, la race Makatiaaiae de Kabylie et la chéevre du M’'Zab,
auxquelles s’ajoute le cheptel importé (notammesitraces Alpine et Saanen) et les produits
de croisements (FELIACHI, 2003).

1-2-Localisation et effectif

Les laits de mammiféres qui ont une importance @cogue et nutritionnelle sont
avant tout les laits de vache, de bufflonne, deveheét de brebis. Dans certaines régions
spécifiques, le lait d’autres mammiféres est égatdgnaxploité : C'est le cas par exemple du
lait de chamelle (Afrigue et Asie) ou du lait dem& (Ameérique du nord),
de yak (Asie centrale) ou de renne (Europe du)f@HAU et al, 2008).

La production du lait de chévre se place en troisigosition aprés celle du lait de
vache et de bufflonne mais elle est assez irrégmlient repartie dans le monde selon les
zones geéographiques et selon les pays (LE JAORBERN, 1990).

Selon les statistiques de la FAO,I'an 2000, I'Asie détenait 453 millions de
caprins, soit 63% de I'ensemble du cheptel capomdrial. La Chine et I'Inde, se partagent a
eux seuls respectivement 21 et 17% du cheptel rabnBn seconde position, vient le
continent Africain avec 29% du cheptel mondial. ridrique et I'Europe viennent clore ce
classement avec respectivement 5 et 3%.

Le caprin dans le monde montre une ngssgon de 70% en passant de 462 millions
de tétes en 1985 a 786 millions de tétes en 2088 (2006).

Concernant les caprins en Algérie, lefiiectif est plus élevé dans les zones
montagneuses et surtout broussailleuses (piémestmdntagnes), dans les zones steppiques
et le sud saharien (oasis) que dans la zone lgtaya I'espece est faiblement présente
(BADIS et al, 2005) (tableaul).

Pour les trois pays du Maghreb, I'élevage caesinpratiqué par la quasi-totalité des
foyers ruraux, les chiffres suggerent que plus diars des foyers tunisiens, la moitié des

foyers marocains et trois quarts des foyers alggrsent concernés (CHICHE, 1999).
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Cet élevage constitue 26% du produit bBgricole du Maroc, 30% celui de la Tunisie
et 50% celui de I'Algérie (CHICHE, 1999).

Le cheptel caprin algérien comprend iremv 2,5 Millions de chévres
(FELIACHI, 2003). 1l représente 14% du cheptel global et vient apeesheptel ovin qui
représente 26% (BADI8t al, 2005).

Malgré une progression de 4,7% en 2003, la prodidtitiere en Algérie demeure
encore insuffisante pour combler un déficit estind@ 3 milliards de litres
(GHOZLANE etal, 2006), alors que le lait frais collecté (dont 8&%us du bovin) n’atteint
pas 1 milliard de I/an. Dans cette proportion,di tle chevre représente environ 5% de cet
apport.

Tableau 1 : Répartition du cheptel caprin en Algére (FELIACHI, 2003).

Zone Effectif %
Littoral et sub-littoral 212,801 8,26
Atlas tellien 462,831 8,75
Haute plaines telliennes 439,611 17,81
Haute plaines steppiques 531,495 21,54
Atlas saharien et Sahara 820,726 33,26

1-3-Les productions caprines

Le fromage est le principal produit de transformatidu lait caprin. Néanmoins,
d’autres produits existent comme le yaourt, laitifié, Kéfir, huile de beurre, créme, beurre
clarifié (Inde et Iran), laits infantiles (TaiwaNpuvelle Zélande, Australie), glaces et méme
bonbons fabriqués a base de lait caramélisé siegique, Norvége, Inde) (SOUSTRE,
2007).

En 2003, la production mondiale de fages atteint 17,5 millions de tonnes. La
production francaise compte 1,82 million de tontest 72 348 tonnes au lait de chévre avec
12 fromages AOC (Chabichou, Charolais, Chevrotimtiih de Chavignol...) (Foucaud-
Scheunemann, 2005).

En Algérie, contrastant avec I'essotadfiliere caprine en France, la transformation du
lait de chevre reste faible malgré la rusticitél'atlaptation de la chévre aux conditions
gu’offre notre pays. Les produits dérivés sontllgpart du temps des laits fermentés (Raib,
Lben et Jben), le plus souvent de qualité sensonaliée (BADISet al, 2005).
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1-4- Caractéristiques du lait de chévre
1-4-1-Caractéristiqgues organoleptiques
Comme le lait de vache, le lait de chévre est unalgion de matiére grasse sous
forme de globules gras dispersés dans une solagjoause (sérum) comprenant de nombreux
eléments, les uns a I'état dissous (lactose, presédu lactosérum, ... etc.), les autres sous
forme colloidale (caséines) (DOYON, 2005). En raide I'absence d@-caroténes, le lait de
chévre est plus blanc que le lait de vache (CHARID, 1997), blancheur se répercutant sur
les produit laitiers caprins. Le lait caprin a vodglégérement sucré (DUTEURTRE al,
2005). Il est caractérisé par une flaveur paritcalet un godt plus relevé que le lait de vache
(ZELLER, 2005 ; JOUYANDEH et ABROUMAND, 2010). Cettflaveur, en grande partie
due a certains acides gras libres (JAUBERT G, 188JRGAN etal, 2001), estccentuée
par la lipolyse (JAUBERT G, 1997).
1-4-2-Caractéristiques physico-chimiques
1-4-2-1-Le pH
Le pH du lait de chévre, se caractérise par desuvalallant de 6,45 a 6,90
(REMEUF etal, 1989) avec une moyenne de 6,7 différant peu dmplfen du lait bovin qui
est de 6,6 (REMEUFetal, 1989 ;LE JAOUENetal, 1990).
Néanmoins, le lait de chevre en radam polymorphisme génétique important de
ses protéines, se démarque par une variabilitdHdsuprant le type génétique en question.
1-4-2-2-L’acidité
L’acidité du lait de chévre reste assez stablerduasactation. Elle oscille entre 0,16
et 0,17% d’acide lactique (VEINOGLOWtal, 1982b).En technologie fromagere, celle-ci
réduit le temps de coagulation du lait caprin papiésure et aussi accéléere la synérése du
caillé (KOUNIBA, 2007).
1-4-2-3-La densité
La densité du lait de chevre est relativement stfSEINOGLOU et al, 1982b) et
se situe a 1,022, inférieure a celle du lait dénegd,036).
1-4-2-4-’eau
Cet élément essentiel, est le compagéritaire du lait (DAHLBORN et al, 1997).
L’établissement d’un comparatif ente le lait dewkede vache et humain montre peu de
différence. Ces laits se caractérisent respectiaeipar 87,5, 87,7 et 87,1g d’eau pour 100g
de lait analysé (DESJEUX, 1993).
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1-4-2-5-Les minéraux

La fraction minérale du lait caprin, m@résente gu’une faible portion de celui-ci, en
moyenne 8% de la matiére seche contre 7% pouitlddarache (KERN, 1954). Elle Joue un
réle important dans la structure et la stabilité d@celles de caséine (BLOOMFIELD et
MEAD, 1974 ; GAUCHERON, 2005).

Le lait de chévre semble étre pluseieh calcium, phosphore, magnésium, potassium
et chlore que le lait de vache mais moins richeahum (MAHIEU etal, 1977 ; JENNESS,
1980 ; SAWAYA etal, 1984a).

1-4-2-6-Les vitamines

Par rapport au lait de vache, le lait de chévredstingue par I'absence de
[B-caroténe. Cette caracteristique a été utiliseemmemoyen de détection de I'adultération du
lait caprin par le lait bovigMUCIO, 1983).

Les données sur le contenu vitaminidudait de chévre, montrent que la Vitamine A
y est plus présente que dans le lait de vache (HEIN et CACCESE, 2006). Pour ce qui
est des Vitamines B1, B2, B5, B6, B8 et B12, lateau des deux laits est quasi identique
(JAUBERT, 1997). En dehors des vitamines E, B3®{pRis riche dans le lait de vache, les
deux laits, (qui ont des teneurs relativement siimgk), sont assez carencés en vitamine C et
D (JENNESS, 1980 ; JAUBERT, 1997 ; RAYNAL-LJUTOVAEtal, 2008).

1-4-2-7-Le lactose
Comparativement au lait de vache (0@ lait de chévre est moins riche en lactose,
avec une variation allant de 44 a 47¢g/l (VEINOGLGi#al, 1982b ; ROUDJet al, 2005).
C’est le constituant le plus stable du lait de cbéau cours de la lactatighOPEZ et al,
1999).

En plus du rble énergétique en tant que substrda dore lactigue endogéne, le
lactose joue un role dans la régulation de la presssmotique entre les cellules sécrétrices
mammaires et le milieu sanguin a partir duquel Emelle puise les éléments minéraux,
I'eau, les acides gras et les vitamines (GNANB#al, 2006).

1-4-2-8-La matiére grasse

Moins riche en matiere gras$@OUDJ et al, 2005), le lait caprin est aussi plus
difficile a écrémer (JENNESS et PARKASH, 1971 ;AIE et RICHTERT, 2000) que le
lait de vache du fait que les globules gras caps@sdémarquent par leur petite taille

(HOLMES et al, 1945), Cette disparité leur confere une meidledispersion ainsi que
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I'obtention d’'une phase plus homogene (HEINLEINCACCESE, 2006). La membrane du
globule gras caprin est composée de protéines aminine forte tendance a I'association aux
caséines, qui ne se retrouve pas chez le bovin (AB10).

Le contenu lipidique total du lait caprsujet a une forte variation (CERBULI& al,
1982), se caractérise par une richesse en trigtigsa forte proportion d’acides gras a chaine
courte, notamment en C8 et C10, qui représentehfidel2% des acides gras totaux caprins,
contre 3 a 4% chez les bovins (LE JAOUENKal, 1990 ; DESJEUX, 1993 RUIZ-SALA et
al, 1996). On y trouve aussi des triglycérides palginrés a chaine moyenne (RUIZ-SALA
etal, 1996).

1-5-La fraction protéique

Les protéines du lait de chévre comme celles dieesaaspeces de mammiferes, sont
composées de deux fractions, 'une majoritaire dénée caséines (représentant environ
80%) (MAHE etal, 1993), précipite a pH 4,2 pour le lait de chéwe4,6 pour le lait de
vache (MASLE et MORGAN, 2001). L’autre, minoit&a (représentant 20%) et dénomme
protéines seériques se caractérisant par leur d$icdulians les mémes conditions de pH
(COLLIN etal, 1991 ; TRUJILLOetal, 2000 ; CHANOKPHAT, 2005).

Par rapport au lait de vache, les tesnen protéines sont nettement plus faibles dans
le lait de chevrg28 g/l contre 32g/lfREMEUF et LENOIR, 1985ROUDJ etal, 2005).

1-5-1-Les caséines

Par rapport au bovin, le lait caprireggnte les mémes constituants caséiniques
(caséinenS1,0S2,3 etk) (RAZANAJATOVO et ALAIS, 1977 ; BOULANGERet al, 1984)
et partage avec celui-ci plusieurs similitudes $&SIAT, 1976).

Les caséines sont dépourvues d’acides aminés spdfsdcnon structurées par des
ponts disulfures. Elles sont par contre richesésidu proline (particulierement la caséf)e
résidus connus pour leur rigidité stéréochimiguepliquant ainsi I'absence de structure
organisées pour ces protéines (PAYENS, 1982).

Ces caséines possedent des chainésaldst polaires (résidus phosphoseryle,
glutamyle et aspartyle) du c6té N-terminal et désimes latérales apolaires du coété
C-terminal (caséinaS etp), représentation inversée pour ce qui est dadainex (figure 1)
(LORIENT et CAYOT, 2000).
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= Région hydrophobe. N et C: Parties N et C terminale de la caséine.

s Région hydrophile.

Figure 1 : Représentation des parties hydrophobeg Bydrophiles des différentes
caséines bovines (PHOEBE, 2007).

Ces protéines, forment des structuméllaires en suspension par interaction du
phosphate de calcium, avec les résidus phosphesédim celles-ci (PIERREet al, 1998 ;
MARLETTA et al, 2007). Ces structures (pelote statistique) ontir poonséquence
'exposition des groupements hydrophobes des oaseéiplus que ceux des protéines
globulaires, ce qui explique la grande tendancecdss8ines a I'association (PAYENS, 1982 ;
LEONIL etal, 2007).

L’hydratation des micelles est coreelgositivement avec leur stabilité thermique
(FARRELL, 1973)et négativement avec leur minéralisation (REMEe&tfal, 1989).

La structure micellaire caprine, a ldfédence de son homologue bovin est de
diamétre et de degré de dispersion plus impo@biLD ELEYA etal, 1995), diametre qui
augmente avec la diminution de la teneur en cagBB&EUF etal, 1989).

Aussi celle-ci en differe par une nmaliisation elle aussi supérieure, ce qui pour ce
facteur Ilui est préjudiciable au plan de son hyadi@n qui en sera fortement diminuée
(REMEUF et LENOIR, 1985 REMEUF etal, 1989 ; OULD ELEYA etal, 1995).
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K-casein molecules

[

e PO, groups

hydrophobic core

o Cag(PO4)6 cluster

Figure 2 : Modéle a sous unité de SCHMIDT 1982 (RUETIMANN et LADISCH, 1987)
1-5-1-1-La caséinaS1

Des trois caséines, la caséifid est la plus sensible au calcium (SLATTERY, 1976),
elle est composée dans les deux laits (bovinmirgade 199 acides aminés pour une masse
moléculaire de 23600 Da (FARRELL, 1973 ; MARLETTAet al, 2007) avec 80% de
similitude (BOULANGER etal, 1984 ; TRUJILLOetal, 2000).

La caséineS1 posseéde un domaine d’environ 40 acides aminésootilocalisés
d'une part, des résidus phosphates (sept a (HARRELL, 1973 ; SLATTERY, 1976 ;
TRUJILLO et al, 2000) et, d’autre part, douze résidus carboxgkguconférant a cette
protéine une grande acidité et une charge hautemégative (FARRELL, 1973 ;
SLATTERY, 1976).

Cette protéine se démarque de son hauelobovin par une forte variation
individuelle liée a I'existence d’un haut degrémymorphisme génétique (LE JAOUEN
al, 1990).

1-5-1-1-1-Impact du polymorphisme de laS1-CN

Les genes de la caséine caprine, munttes modifications complexes conduisant a
une grande hétérogénéité de cette fraction (PIERREI, 2001 ; CAROLI et al, 2006 ;
MARLETTA etal, 2007),ainsi qu’a sa variabilité tant au niveau quanfitqtie qualitatif ce
qui se répercute aussi bien sur la composition sue les propriétés technologiques
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(propriétés fromageres) du lait de chevre (PIACEREELSEN, 1992 ; MOATSOUet al,
2006).

Le polymorphisme le plus marqué, est celui de BéiteeaS1, qui en plus du fait
d’avoir un effet sur son propre taux de synthésaussi des répercutions sur les teneurs en
caséines totales (LE JAOUEMal, 1990 ; MANFREDI etal, 1993 ; GROSCLAUDEet al,
1994). Le polymorphisme de cette fraction assodférdnts taux de synthése a différentes
classes alléliques (PIACERE et ELSEN, 199REMEUF, 1993 ; GROSCLAUDEzet al,
1994 ;DELACOIX-BUCHET etal, 1996).

Ainsi, pour cette fraction il existe 7 alleles pant étre regroupés en 3 groupes, le
variant « fort » représenté par les alleles A, B ett associés a des taux de synthese éleves de
3,69/l, le variant « intermédiaire » représentéljadlele E et associé a des taux de synthese
moyens de 1,6g/l, deux variants « faibles » F etsBociés a un taux de synthése faible de
0,69/l et un dernier variant « nul » O dépourvucdseéineaS1 (MANFREDI et al, 1993;
VASSAL et al, 1994 ; RICOORDEAU et al, 1999 ; MARTIN et LEROUX, 2000),
(AA > AE,AF > EE,EF> FF (BARBIERIetal, 1995).

Chaque variant a un impact technologicignificatif, c’est ainsi que pour le
parametre « diametre des micelles » l'influendenete. Les laits issus du variant (AA), ont
des micelles de diametre plus faible que les (&), eux méme de diametre inférieur aux
laits (FF), (AA< EE < FF) (REMEUF, 1993 GROSCLAUDE etal, 1994 ; PIERRE etal,
1995 ;REMEUF etal, 2001).

Alors que pour «le degré de minérélisacalcique des micelles », le phénomene
s’inverse. Les taux pour les laits (EE) et (FF)tssupérieurs aux laits (AA) (REMEUF,
1993 ;GROSCLAUDE et al, 1994).

Au plan technologique, ces laits adoptdes comportements différents. Ainsi, la
fermeté du gel présure est supérieure pour le(Ae) par rapport au lait (EE) lui-méme
supérieur au lait (FF), la méme tendance est sipoier la vitesse de raffermissement,
(REMEUF, 1993 ; REMEUF et al, 2001) et aussi pour le taux de matiére grasse
(VASSAL etal, 1994).

Les laits (FF) étant les moins riches en matier@assgg, se caractérisent par des
anomalies de comportement a I'écrémage avec aussiegré de lipolyse plus important
(LAURET, 2002a; RAYNAL-LJUTOVAC etal, 2004), ce qui est a l'origine de la flaveur
"chévre" plus prononcée pour celui-ci (MARTIN eEROUX, 2000) et est bien moins

10
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marquée pour les fromages issus des laits (AA) @EDRIX-BUCHET et al, 1996 ;
REMEUF etal, 2001).

Ces différents parametres, font quéalie(AA) est un lait se rapprochant du lait bovin
(MORA-GUTIERREZ etal, 1993 ; GROSCLAUDEetal, 1994).

1-5-1-2-La caséina2

La caséinenS2 caprine est la caséine la plus phosphorylée pluscde 13 résidus
phosphate. Elle contient 288 résidus d’acides asnjng de plus que son homologue bovin)
pour une masse moléculaire de 25 300 Daltons (PAY,EI982) Elle partage aussi environ
88% de similitude avec I’'homologue bovin (TRUJILL&Dal, 2000).

1-5-1-2-1-Impact du polymorphisme de laS2>-CN

Les travaux sur le polymorphisme des caséieprines, ont permis de mettre en
evidence l'existence de 3 variants pour la caséiB2, qui sont, I'allele A (allele le plus
répondu (MANFREDI et al, 1993), B et C (RICOORDEAUet al, 1999)associés a une
production de 2,5¢/l de casém®2, ainsi qu’un variant a taux faible et un autdalix nul
(MOATSOU et al, 2006). Aucune association entre les aptitudes technolegicet les
variants de cette fraction n’a pour le moment étblie (REMEUFetal, 2001).

1-5-1-3-La caséinf

La caséing3 est une phosphoprotéine constituée d’'une seulmehmlypeptidique
(RIBADEAU-DUMAS et al, 1972) avec cing résidus phosphosérines pour uagssen
moléculaire de 24000 Daltons (FARRELL, 1973).

Cette protéine est bien plus hydrophqbe la caséineS1, mais d'une sensibilité
moindre au calcium (SLATTERY, 1976CHANOKPHAT, 2005).

Cette fraction est constituée par dearmposants de poids moléculaire identique,
mais avec deux niveaux de phosphorylation différefming et six). La caséinp est
composée de 207 résidus d’acide aminés soit deumalas que la protéine homologue
bovine et avec une homologie de 90% avec celld@RIUJILLO etal, 2000 ; MARLETTA
et al, 2007). Ellepartage néanmoins la méme mobilité électrophorétanec la caséing
bovine (MUCIO, 1983).

Le clivage de la caséirfe conduit d’une part a la formation aux caséines d’autre
part a plusieurs des composants de la fractionépsetpeptone (LE BARS et GRIPON,
1993).

11
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1-5-1-3-1-Impact du polymorphisme de I§-CN
Pour la caséirfe 3 variants A, B et O ont été identifiés (TRUJILLEX al, 2000).
L’existence du variant O de teneur en caséhesl s’accompagne d’'une baisse sensible de la
teneur en caséines totales du lait caprin. En eoptartie, ceci s’accompagne d’une
augmentation des teneurs en caséfdg. Il a été constaté que les laits sans cagéime un

temps de prise beaucoup plus long et donnent déssgalus mous par rapport aux laits ayant
une teneur normale en casé@CHIANESE etal, 1993).
1-5-1-4-La caséin&

Seule la caséimeest une glycoprotéine dotée de proprietés amaripBLATTERY,
1976 ; MARTIN et LEROUX, 2000).

La caséine caprine a une masse moléculaire de 19000 Da(PAYENS, 1982)
pour171 résidus d’acides aminés. Elle contient deuxluésphosphate. Elle est difficilement
précipitée par les ions calcium (SLATTERY, 1976CHANOKPHAT, 2005). Ces deux
facteurs combinés, font que la caséinpue le rdle de stabilisant pour les autres caséin
(PAYENS, 1982 ; CHANOKPHAT, 2005).

Pour ces raisons, la caséinest localisée a la périphérie de la micelle deticas
jouant le role a la fois de limitant de la croissamle la micelle et de maintien de celle-ci en
suspension dans le lait (CREAME®& al, 1998 ; LEONIL etal, 2007).

La fractionk se démarque des autres fractions par son conysteiraque, au hombre
de deux résidus localisés dans la frange hydropl@ee résidus permettent la polymérisation
via des ponts disulfures (SLATTERY, 1976).

1-5-1-5-La caséing

Cette fraction se retrouve en faiblamiié dans le lait, et résulte d’'une protéolyse
naturelle et limitée de la cas€iBdTRUJILLO etal, 1997 ; CHANOKPHAT, 2005).

D’un point de vue sensibilité au calgjucette derniere fraction de caseéine est plus

affectée que la caséimS1 et} (EIGEL et RANDOLPH, 1975).

12
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Tableau 2: Caractéristiques des caséinespeaes et bovines (MARTIN, 1993).

Caseéines aS1 B aS2 K
C =chévre
C \Y C V C \ C \Y
V = vache
Acides aminés 199 199| 207 209 208 207 171 169
% de la caséine totale 10 | 38 | 48 38 20 11 22 13
Groupements phosphate| 7/9 | 8/9 | 5/6 5 9/11 | 10/13 | 2/3 1/2

1-5-2-Les protéines du lactosérum

Ces protéines ont une bonne valeur nutritionnele, elles sont riches en Lysine,
Tryptophane et acides aminés souf(€&HEFTEL et LORIENT, 1982)Elles ont une
structure compacte stabilisée par des ponts dreul@e sont des protéines qui sont sensibles
au traitement thermique (LORIENT et CAYOT, 200Bn moyenne, le lait de chévre est
plus riche en protéines solubles que le lait ddh@dEINOGLOU etal, 1982b).

1-5-2-1-Lap — lactoglobuline

La B-lactoglobuline est la protéine majeure du lactasecaprin (FOX, 2003). Elle
représente environ 55% soit plus de 4,49 /| deckaittre 25% pour le bovin (MEZA-NIETO
etal, 2006). Cette protéine posséde une structure globulairataeraie et stabilisée par deux
ponts disulfures (EIGELet al, 1984 ;FOX, 2003).0n y note aussi la présence, en un coeur
central de feuillet$ antiparalléles, formant un site de fixation hydrobe (QIWU et al,
1997).

Cette derniére caractéristique permdixation de petites molécules hydrophobes tels
les acides gras et explique la fonction supposéeetie protéine dans la fixation et le
transport du rétinol, précurseur de la vitaminegAWU etal, 1997 ; FOX, 2003).

De plus, les travaux réalisés par MOUMRATI (1991), mettent I'accent sur le rble
majeur de cette protéine dans la proliférationutaile et donc par ce fait se révele étre un

outil essentiel en culture cellulaire.

13
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Tableau 3: Composition moyenne en g/litre et disbution des protéines dans le lait de
diverses especes animaleAQF 2006)
Protéines Vache Bufflonne Jument Chevre Brebis
a-lactalbumine | 1,5 (45%) | 2.50 (37%) |2.30 (26%) | 2,0 (25%) | 1,3 (10%)
3-lactoglobuline 2,7 (25%) 2,70 (39%) 5,30 (59%) 4 &B5%) 8,4 (67%)
Albumine sérique| 0,3 (5%) 0,20 (3%) 0,20 (2%) T %) 0,6 (5%)
Immunoglobulineg 0.7 (12%) 1.35 (20%) 1.10 (13%) 0.5 (6%) 2.3 (18%)
Protéose-peptone| 0,8 (1 3%) - - 0,6(7%) -

Total PS (100%) | 6,0 (100%) | 6,75 (100%) 9,00 (100%4.10 (100%) | 12,6 (100%)
Caséinen-S 12,0 (46%) | 9,30 (26%) - - 21 .0 (47%)
Caséine B 9,0 (36%) 18,20 (51%) - - 16,1 (369
Caséin 3,5 (13%) - - - 4,5 (10%)
Caséing/ 1,5 (6%) 8.25 (23%) - ] 3,0 (6%)
Total CN (100%) | 26,0 (100%) 35.75 (1009@3,60 (100%) 26,0 (100%) | 44,6 (100%)
Protides totaux 32,0 42,50 22,60 34,1 57,2

- 1 non déterminé

1-5-2-2-La-lactalbumine

Représentant environ 20 a 25% des protéines sériqiEBNER et BORDBEC,

1968 ;

MARSHALL, 2004), k-lactalboumine, est une métalloprotéine globulaire,

caractérisée dans sa structure par la présencedetd disulfures lui conférant une stabilité

thermique remarquable (CHEFTEL

et LORIENT, 198HAERTLE, 2000). Il faut

néanmoins noter que malgré une structure procheelke du lysozyme, celle-ci ne présente

pas d’activité enzymatique (HOUDEBINE, 1995 ;

ERTLE, 2000).

Toutefois H#-lactalbumine, présente la particularité de fixartains ions tel le

calcium, le magnésium, le sodium, le potassiuntuliere et le zinc et aussi et surtout elle

intervient dans

le processus de biosynthese duosact(EIGEL

RIBADEAU-DUMAS, 1991 ; HOUDEBINE, 1995 ; DE WIT, 1998 ).

1-5-2-3-La sérum albumine

et al,

1984 ;

La sérum albumine est une protéine largement @édans le lait, il est toutefois

clairement démontré qu’elle possede une similifpligsique et immunologique accrue avec

son homologue sanguin (EIGELet al, 1984 ; LONNERDAL, 1985 ;SHUSTER

et

HARMON, 1990).Ceci s’explique par le passage de la sérum albudiingang vers le lait,

14
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au travers des jonctions des vaisseaux sanguins lale glande mammaire
(LONNERDAL, 1985).

Caractérisée par une forte tendance a I'agrégdtiliSKE et al, 2005),celle-ci se
retrouve dans le lait associée au cuivre et ay zmqui est en phase avec la capacité de cette
protéine a lier un nombre élevé de ligands (LONNBRDL1985).

1-5-2-4-Les immunoglobulines

D’une grande hétérogénéité, les immunoglobulineat san groupe protéique
complexe et différent significativement des aupeséines sériques (EIGEktal, 1984).

Sur les 5 classes d'immunoglobulines seules |€5,14 et M se retrouve dans le lait
caprin (PARK, 2007).

La fonction protectrice largement coarde ces protéines, s’exprime a travers le lait
d’'une part par la protection des glandes mammatabautre part par celle du nouveau né
(CAFFIN etal, 1983 ;DE WIT, 1998 ;MARSHALL, 2004).

1-5-2-5-Les protéose-peptones

Les protéose-peptones constituent une fractionégpae¢ soluble apres traitement
thermique a 95°C pendant 30 minutes suivie d’'undifamation au pH isoélectrique des
caséines (KOLAR et BRUNNER, 1970IG etal, 1970).

Les constituants de cette fraction se distinguarfbrction de leur origine : ceux issus
de I'hydrolyse de la caséifie(composant 5 et 8) (LE BARS et GRIPON, 1993 ; KBL et
BRUNNER, 1970 ; PAQUET, 1989%t le composant 3 (ou PP3) (NGt al, 1970 ;
PAQUET, 1989),qui est une glycoprotéine phosphorylée, représenkancomposant
majeur de la fraction hydrophobe des protéose-pegto(MATI et al, 1991 ;
LISTER etal, 1998).

1-5-2-6-La lactoferrine

Métalloglycoprotéine fixatrice du fer (HURLEMet al, 1993 ; MARSHALL, 2004),
la lactoferrine joue le rdle de promoteur dans l'absorption intedé de celui-ci
(HURLEY et al, 1993). De plus, du fait de son homologie avedrdamsferrine, elle est
souvent qualifiee de lactotransferrine (VOJTE@HAI, 2008).

Connue pour ses propriétés bactérigsies (SHUSTER et HARMON, 1990 ;
MAUBOIS, 2002), par ferriprivation (MAYNARDet al, 1989), sa concentration dans le lait
est un indice de résistance des glandes mammairésngiantation d’'une infection
bactérienne (SHUSTER et HARMON, 199RIBADEAU-DUMAS, 1991).
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1-5-2-7-La lactoperoxydase

Enzyme la plus abondante du lait (RIBADEAU-DUMASt @RAPPIN, 1989),
la lactoperoxydase est connue pour son caractétérlzade du fait qu’elle est le catalyseur
de l'oxydation par le peroxyde d’hydrogene ,Qd) du thiocyanate (SCIN donnant
naissance a I'hypothiocyanate (OSENRIBADEAU-DUMAS et GRAPPIN, 1989 ;
RIBADEAU-DUMAS, 1991 ; MARSHALL, 2004), composé #csur les bactéries Gram
négatif (ZAPICO etal, 1991).

Du fait de cette caractéristique bacige la lactoperoxydase est utilisee comme agent
protecteur du lait cru en particulier dans les aagitropicales (RIBADEAU-DUMAS et
GRAPPIN, 1989) et cela par I'ajout de faibles giié@stde thiocyanate et de peroxyde
d’hydrogeéne au lait de chévre (ZAPIC&al, 1991).

1-6-Aptitudes technologiques

La fabrication de fromage reste la ferprincipale de valorisation du lait de chevre.
L'aptitude fromagére de ce lait est sous l'influendirecte de sa composition physico-
chimiques (qualité intrinséque) (COLINet al, 1992 ; PIACERE et ELSEN, 1992). Cette
gualité, sujette a forte variation, peut se répmrcaléfavorablement sur le produit final
(LE JAQUEN etal, 1990).

La faible teneur en protéines des laitdamment en protéines coagulables, constitue
un défaut majeur, entrainant la production de é&swillle texture friable, avec des pertes
importantes et des rendements fromagers excessiefaibles (GROSCLAUDE et al,
1994).

De plus ceci est confirmé par les ttavde REMEUF (1993) qui montre qu’un gel
présure obtenu avec des laits a faible teneur séireenS1 est moins ferme, ce qui marque
limportance de la fractiomS1 et fait de sa carence un facteur de dégraddticendement
fromager, en favorisant les pertes de matiereeséahs le lactosérum.

Comparativement au lait de vacheaiede chevre au repos ne forme pas de creme
(RUTGERS et al, 2006). Il présente une résistantécéémage di au faible diamétre des
globules gras et a I'absence d’agglutinine dansit€HILLIARD, 1997).

La température de coagulation thermique du laithtevre est en moyenne de 134°C,

ce qui reflete son inaptitude a subir un traitenttype UHT (LE JAOUENet al, 1990 ;
REMEUF, 1993).
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L'une des particularités du lait de chévre est gfaible teneur en caséimeS1
celuici est affecté dune trés faible résistance au temant thermique
(MORA-GUTIERREZ etal, 1993).

Tenant compte du fait que 75% de la productionela@tcaprine est concentré entre
les mois d’avril et septembre contre seulement 25ftbe octobre et mars (PORTMANN,
1970 ; SAURAIS, 1973), le probleme de répartitianld production le long de I'année se
pose (PORTMANN, 1970 ; LEMELIN, 2005). Le reportjigonsiste en la conservation du
lait récolté pendant la période de lactation maximpour l'utiliser au moment ou la
production est plus faible s’'impogge report s'effectue par le stockage au froid &dbhts
états, soit du lait aprés la traifMORGE et al, 2007),concentré, (SAURAIS, 1973), ou en
poudre(PORTMANN, 1970), soit a I'état de caillé égouttiecongelé entre -18°C et -22°C
pour une période allant de 4 a 8 mois (SAURAIS 3L9E JAOUEN, 1990 MORGE etal,
2007).

L'impact le plus important de la réfrigération pobée du laif{au-dela de 6 mois,
(PARK et al, 2005), est la modification de la matiére grasselipatyse ainsi qu’une forte
oxydation donnant lieu a des défauts de godt, atlan"rance" au "métallique” en passant
par des golts de "savon", de "poisson" ou alors"sléf" (PORTMANN, 1970 ;
MANFREDINI et MASSARI, 1989 CALVO, 2000).

1-7-Comportement technologique

Le lait de chévre a un comportement technologidtiérdnt de celui du lait de vache,
en raison de sa forte variabilité protéiqgue (REMEY&l, 1989 ; LE JAOUEN etal, 1990).

Néanmoins, méme a teneur égal en caséie lait de chévre n'a pas le méme
comportement que le lait de vache vis-a-vis dadésyre. Le gel formé est moins ferme, plus
friable. Il est caractérisé par un temps de ppisis court et une vitesse de raffermissement
plus grande et surtout un rendement moindre (REMEgUEI, 1989 ; LE JAOUEN etal,
1990), particulierement pour les laits a teneublés en caséinesS1 (LE JAOUEN etal,
1990). La grande taille des micelles caprines gupglila faible fermeté du gel du fait de la
corrélation négative entre diametre des micelleferebeté du gel (REMEUF et LENOIR,
1985 ; LE JAOUEN etal, 1990; OULD ELEYA etal, 1998 ; PIERREtal, 1998).
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1-8-Quialités du lait de chevre
1-8-1-Qualité nutritionnelle

D’un point de vue énergétique, avec @dftre 650 kcal/l pour le lait de vache, le lait
de chevre constitue une source importante d’énergigliquant ainsi de nombreuses
observations de gain de poids chez I'enfant malRESIJEUX, 1993 ; DE LA TORREet al,
2008). De plus, celui-ci est d’'une biodisponibilggpérieur au lait de vache (HOSSAINI-
HILLALI, 1995).

La fraction lipidique du lait caprintgguvre en acides gras polyinsaturés nécessaires
au meétabolisme humain, mais riches en acides grhaiaes courtes et moyennes (C4 a C 10)
favorisant la digestibilité (RAZAFINDRAKOTO et al, 1993; MAHE, 1997;
BARRIONUEVO et al, 2001).Cette derniére est importante pour les protéineslaitide
chévre et dépasse celles du lait de vache (RAM#£SEI, 2005 ;HEINLEIN et CACCESE,
2006).

1-8-2-Qualité microbiologique

D’un point de vue microbiologique, lajorité des especes de bactéries lactiqgues sont
présentes dans le lait cru de chévre. Le lait etinaprin constitue néanmoins un danger en
tant que vecteur potentiel de la brucellose (DUM@UWUlet PERETZ, 1993).

Les mammites sont les troubles sanitaires les fpggientes en élevage laitier. Ce
sont des infections microbiennes de la mamellégrégine d’une forte augmentation de la
concentration en cellules somatiques (C C S) du(MDORGAN, 1999 ;COULON et al,
2005). Pour le lait caprin, ces mammites sont ®ged des variations saisonnieres, avec de
faibles concentrations en avril et de fortes cotregions en cellules somatiques en septembre
(DROKE etal, 1992 ; GUILHERMEetal, 2009).

Toutefois, le contenu en cellules sogquegs d’un lait prélevé sur une chevre saine est
nettement plus important que celui provenant deehe saine (SANCHEZ2tal, 2005).

En plus de I'impact sur la qualité rofgiologique du lait, 'augmentation du nombre
de cellules somatique dans celui-ci modifie la position physico-chimique (JYOTétal,
1988 ; CEBOetal, 2009).

C’est ainsi qu’on note une diminutiangH, des teneurs en lactose et en caséines, une
augmentation de la lipolyse et une forte variatles équilibres salins (BALLO#Wetal, 1995 ;
LEITNER et al, 2004 ; PULINA etal, 2008).
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1-8-3-Activité lipolytique

La lipolyse, dégradation enzymatique de la matigesse du lait, conduit a la
libération d’acides gras libres, ayant pour conséga le développement de la flaveur
particuliere type "chevre " mais peut aussi engandes défauts de flaveur a des niveaux de
lipolyse trop élevées (LAURET, 2002a).

La lipolyse peut étre induite et accentuée par ttagements mécaniques ou
thermiques lors de la traite ou de la manipulatims laits (MORGAN et al, 2001 ;
LAURET, 2002a ; DEHARENGetal, 2004). Ces facteurs permettent aux lipases d’'anoi
plus large accés aux triglycérides aprés que la bremme du globule gras assurant la
dispersion de la matiére grasse du lait ait étommiagée (CHILLIARD et LAMBERET,
1984 ; DANTHINE, 2000).

Le lait de chévre, comme le lait de heacontient une lipase native possédant les
caractéristiques d’'une lipoprotéine lipase (LPLE (UAOQUEN et al, 1990), thermolabile
(KUZDZAL-SAVOIE, 1975) et n'agissant que trés fabient sur les triglycérides a courte
chaine (CHILLIARD et LAMBERET, 1984).
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2- Matériel et méthodes
Les différentes analyses realisées date étude, ont été menées au niveau du
laboratoire de recherche en Biochimie Analytique Bibtechnologies (LABAB) de
I'Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou, diriggar le Dr. MOULTI-MATI F.
2-1- Matériel
2-1-1- Matiere premiere
Les échantillons de lait analysés, sied laits de petits mélanges, frais, issus de
troupeaux de chevres saines, localisés dans larrégi Tizi-Ouzou.

Les précisions quant aux dates, liegghntillonnage sont portés sur le tableau 4.

Tableau 4 : Origine et date de prélevement des échantillons digits de chévres analysés

Echantillon Date de prélevement  Région de collecte
LC1 Avril 2009 Azazga
Lait de Chévre LC2 Mai 2009 Mekla
LC3 Juin 2009 Larbaa Nath Irathen
Lait de Vache LV Septembre 2009 Larbaa Nath Irathen

Un échantillon de lait de vache, collecté dangtaan, dans les mémes conditions est

aussi utilisé.
2-1-2- Appareillage

- Unité d’électrophorese sur mini cuves verticgtésefer SE 200, SE 280 et Scie-plas TV50)
comprenant : cuves d’électrophorese, génératecoulant Consort ; Belge (max : 250V et
100mA), plaque en verre et en hydroxyde d’alumii@exX 8 cm), espaceurs d’épaisseurs
variées (0,75;1; 1,5mm);
- unité de chromatographie BUCHI ;
- balance de précision a 0,01 mg (SARTORIUS) eriids analytiques a affichage digital
(0,019g) (Denver Instrument, USA) et (KERN, Allemayn
- agitateur basculant (Heidolph, duomax1030, Allgne ;
- spectrophotomeétre UV-visible (SCHIMADZU, Japonyesible (Jenway, Royaume-Uni) ;

- pH meétre (Hanna instruments, France) ;
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- lyophilisateur a plateau (BETA, Allemagne) etaldn christ alpha 1-2 (Allemagne) ;
- centrifugeuse réfrigérée, max 28000 x g et nfniggrée, max 15000 x g (SIGMA, USA) ;
- agitateurs variés (de tubes (IKA Lab. Dansereilagne), a plateau (Labinco BV, Pays Bas)
a barreaux magnétiques chauffant et non chaufftartrfa instruments, France)...) ;
- dessiccateur en verre et a infrarouge (Denvérument IR 35) ;
- distillateur d’eau (GFL 2001/4 max 4l/h, Allemagn
- bain marie (Memmert, Allemagne) ;
- étuve max 220°C (Memmert, Allemagne) ;
- dégazeur a ultrasons (NEY 19B, USA).
2-1-3- Petits matériels
Un certain nombre de petits matériels et d’accessapécifiques sont utilisés dans
le cadre de cette étude :
- micropipettes, micro-seringue Hamilton, membrageslialyse (seuil d’exclusion 8000 Da),
papier filtre Whatmamt\Ne 41, gants et masques pour la manipulation de gsodangereux tel
'acrylamide, laine de verre, différents types daererie (fiole a vide, filtre a verre fritté de

type Buchner...).

2-1-4- Produits chimiques et réactifs

- colorants et réactifs spécifiques (Liqueur de Fehlihexacyanoferrate Il de potassium,
acide ascorbique, 2-6- Dichlorophénol-indo-phéBdlPIP), phénophtaléine,

acrylamide, N, N’- méthylene — bis — acrylamidisubde bromophénol, bleu de Coomassie
R250, dodécyl sulfate de sodium (SDS), glycpreercaptoéthanol, persulfate d’ammonium,
N, N, N’, N’ tétraméthyléthyléne diamine (TEMED#gactif de Folin-Ciocalteu ;

- supports chromatographiques  (diéthylaminoéthyl llulkbse  (DEAE-cellulose
whatman DE 52)) ;

- sels et tampons (azide de sodium, carbonate diarspchlorure de sodium, hydroxyde de
sodium, imidazole, persulfate d’ammonium, sulfa@rmmonium, tartrate double de sodium
et de potassium, acide oxalique, bicarbonate deiuspd acétate de zinc,
tris- hydroxy — méthyl — aminométhane (TRIS), urée...

- solvants usuels (acide acétique, acide chloryeti acide trichloracétique, éthanol,

glycérol, méthanol...).
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2-1-5- Matériel biologique
- sérum albumine bovine (BSA), (SIGMA ; USA).

- kit pour I'étalonnage des gels d’électrophoresePAGE-SDS. Ce kit, préparé au sein du
laboratoire comprend 4 protéines de PM connu —I'lactalbumine, lap — lactoglobuline,

I'ovalbumine et I'albumine sérique bovine.

2-2- Méthodes d’analyse
2-2-1- Collecte du lait

Les échantillons de laint été prélevés a partir de chévres saines. tessaitrait
proprement et est immédiatement additionné de @,3'gzide de sodium (NaN3), afin
d’éviter tout développement microbien. Les échlmd sont acheminés dans une glaciére au
laboratoire ou ils sont aussitot analysés.

A l'arrivage, une mesure de pH est irdiatement effectuée. Suivant I'objectif
expérimental visé, le lait est fractionné. Une ipadst destinée aux analyses physico-
chimiques et une autre au phénotypage protéiquer Roreste, il est reparti en petites
fractions et congelé ainsi pour une utilisatioéure.

2-2-2- Analyses physico-chimiques
2-2-2-1- Mesure du pH

Les mesures de pH effectuées sur lbéanditions, sont basées sur une méthode
potentiométrique dont le principe repose sur unsumeede la différence de potentiel entre
une électrode dite de mesure et une autre de néiere

La valeur de pH caractérisant I'écHbotianalysé, est lue directement sur I'appareil
(pH metre) apres immersion de son électrode dalastle€Cette opération comme pour toutes
les autres mesures physico-chimiques qui suivehtré&gsetée 3 fois, avec ringage de
I'électrode de I'appareil entre chaque mesure.

2-2-2-2- Détermination de I'acidité titrable

Comme décrite par TANTAOUI-ELARAKI et al (1983), I'acidité titrable est

déterminée avec une solution de NaOH a 0,111 real/présence de phénophtaléine. Le

mode opératoire est donné en annexe Il.
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L’acidité titrable exprimée en de@érnic (°D), est calculée proportionnellement au
volume de NaOH utilisé jusgu’au virage au rose plalenilieu.
2-2-2-3- Détermination de I'extrait sec totalEST) et de la teneur en
matiere grasse
Le principe de la méthode utilisée consiste en dessiccation a I'étuve pendant
3 heures a 103°C £ 2°C; comme réalisé par LABI@UIal (2009), d’'une quantité
déterminée de lait, entier dans le cas de la détation de 'EST et écrémée dans le cas de la
détermination de I'ESD.
Cette étape est suivie d’'une pesdé&xiait sec obtenu. Le détail de la méthode est
donné en annexe I.
Le taux de matiére grasse est oa@lpalr soustraction des valeurs de I'extrait sec
dégraissé de celles de I'extrait sec total (FIL 2P#37).
2-2-2-4- Détermination de la teneur en lactes
La méthode utilisée pour le dosage du lactoseitladacelle a la liqueur de Fehling.
C’est une méthode titrimétrique basée la réaction a chaud d'une solution de
liueur de Fehling. Cette solution renferme dession% (cuivre Il), de couleur bleu en
milieu basique.
A chaud en présence d'une substa@dectrice, la ligueur de Fehling donne un
précipité rouge d’oxyde de cuivu,O (cuivre ).
Pour la réalisation de ce dosage,snawons suivi les conditions expérimentales
décrites dans le protocole de BERTRAND (1906) quésravons rapportées en annexe IV.
De plus, pour I'étalonnage de la dqu de Fehling nous avons eu a utiliser une
solution de lactose de concentration connue.
2-2-2-5- Détermination de la teneur en vitame C
La méthode de dosage mise en ceuvreeallst de 'AOAC, dont les conditions
expérimentales sont exposées en annexe V.
Pour cela, on utilise le 2-6-dichlpinénol-indo-phénol (DCPIP) qui a pour
particularité, 'oxydation de la vitamine C en maili acide, ce qui renforce sa stabilité

donnant une coloration rose pale.
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Pour réaliser ce dosage, la solutierDCPIP a été étalonnée avec une solution de
vitamine C de concentration connue a la qu’elleespond un volume de DCPIP pris comme

référence lors des dosages.
2-3- Isolement des protéines totales
2-3-1- Ecrémage

L’écrémage du lait est la premiére étaju protocole d’isolement des protéines
caprines. Cette étape consiste en I'éliminatiotadeatiere grasse du lait par centrifugation a
3500 xg pendant 20 minutes et a 4°C.

A la fin de la centrifugation nous nagoune séparation de phase avec la formation
d’'une couche en surface correspondant a la cremaitdwne fois celle-ci écartée a l'aide
d’'une spatule , le lait résultant dit écréemé dsefa travers la laine de verre.

Pour assurer un bon écrémage, I'enseabl’opération d’écrémage est répété deux
autres fois éliminant ainsi toute trace résidudbdematiere grasse pour la suite du protocole
d’isolement.

2-3-2- Séparation des caséines totales

L’isolement des caséines caprines éslisé par précipitation différentielle au pH
isoélectrique de cette fraction (pH 4,2). Cetterapeén est effectuée par ajout d’'une solution
d’acide chlorhydrique 4N, suivie d’'une centrifugetia 3500 xg pendant 15 minutes a 4°C.

Il en résulte une différence de phase,le culot correspondant aux caséines est
récupéré dans un minimum d’eau distillé, puis ragneén pH 7 grdce a une solution
d’hydroxyde de sodium 1N, afin d’obtenir la re-dmlisation de cette fraction.

Pour éviter toute contamination sérjqdeux autres étapes d’isolement dans les
mémes conditions sont répétées.

2-3-3- Séparation des protéines sériques

L’élimination des traces de caséineslal fraction sérique, nécessite, une fois le
surnageant récupeére, un réajustement du pH a teatigugrace a une solution de NaOH 1N
dans un premier temps, puis a pH 4,2 dans un deexiemps en usant d’'une solution de HCI
4N et suivi d’'une centrifugation a 3500 xg pendemminutes a 4°C.

Cette étape est ainsi répétée deuxafoisde s’assurer la mise a I'écart de toute trace

de caséines.
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Les protéines ainsi isolé sont dialysées 48h a 4uwhtre l'eau distillée
(renouvellement d’eau 2 fois/ jour), congeléesira €ouche dans des coupelles a — 20 °C et
lyophilisées. Elles sont conservées ainsi sous fatine avant leur étude.

2-3-4- Dosage des lactoprotéines

Le dosage des protéines des diverses fractiorstsefon la méthode de LOWRat
al (1951) (annexe llI).

Celle-ci combine une réaction au kiugeli en milieu alcalin produit par action sur
les molécules polypeptidiqgues d’au moins quatreugements (CO-NH), un complexe
cuivrique dont la couleur s’ajoute a celle obtepaela réaction au réactif de Folin-Ciocalteu.
Ce dernier, réagit avec les noyaux phénoliquestytesines et les tryptophanes et dans un
degré moindre avec la cystéine et I'histidine éi@uisant pour donner une coloration bleue.

L’intensité de la couleur développéeemesportionnelle a la concentration protéique,
son absorbance est appréciée par spectrophoteraéitb0 nm.

La concentration protéique de nos étlams est déterminée par lintermédiaire

d’'une courbe d’étalonnage réalisée avec un etadoB8A.
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Figure 3 : Courbe étalon pour le dosage des protéds par la méthode de
LOWRYet al (1951) avec comme protéine étalon la BSA.
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Figure 4 : Etapes suivies lors de l'isolement decaséines et des protéines sériques a partir du

lait de chévre collecté daa région de Tizi-Ouzou.
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2-4- Chromatographie d’échange d’anions sur DEAEellulose
2-4-1- Principe

Un échangeur d’ions, est une substance poreuskacuelle est greffé par liaison
covalente un groupement chimique ionisable. Cettatigp chargée peut interagir
réversiblement avec des ions ou molécules présamts la solution chromatographiée et étre
ensuite relarguées de la résine, en modifianthaeatration ionique du solvant.

La résine DEAE-cellulose est une réginsitive, dite échangeuse d’anions qui a la
particularité de fixer des particules de chargeospp.

2-4-2- Conditions expérimentales

Dans un premier temps, la résine dxyci@tée et lavée dans un entonnoir a verre
fritté ;
successivement au moyen des solutions suivantes :

- 200 ml d’hydroxyde de sodium 1N ;
- 200 ml d’acide chlorhydrique, 0,1N, NaCl 25% ;
- eau distillée.

Dans un deuxieme temps, pour l'isoleintes caséines, celle-ci est équilibrée dans le
tampon de départ (imidazole, 0,02 M, urée, 3,3tM-mercaptoéthanol, 0,3 %) dont le pH
(7) est tel que le groupement porté par I'échand@éums soit ionisés et cela jusqu'a ce que le
pH du filtrat soit le méme que celui du tapon dpat€(MERCIERet al, 1968).

Suivant le protocole de WEI et WNEY (1985), le gel obtenuest mis en
contact de I'échantillon (300mg), additionné de CNa des concentrations croissantes (0,06,
0,09, 0,12, 0,15, 0,18M), puis introduans un dispositide filtration sous vide.

Chaque retentat est repris et remis das conditions expérimentales de départ et
chaque filtrat est repris et analysé en PAGE-urée.

Pour l'isolement des protéines sé@gdu lait caprin, la résine est équilibrée dans
un tampon composé de 0.01 M Tris-HCI pH 6,8 sedsnconditions établies par MAUBOIS
(1964).

Le gel obtenu est mis en contacte demR@e tampon de départ ou sont dissouts
100 mg de protéines sériques.

L’élution des protéines sériques ealisée a une vitesse de 30ml/h en faisant varier la
concentration en NaCl (0,08, 0,11, 0,13, 0,19M).
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Figure 5 : Photographie de I'unité de chromatograpfe.

2-5- Electrophorese
2-5-1- Principe général

Les particules ayant une charge électriqgue nettemises a l'action d'un champ
électrique se déplacent dans la direction du chaenple pbole de signe opposé a leur charge,
a une vitesse proportionnelle a leur charge globaieversement proportionnelle a leur poids
moléculaire.

Les protéines majeures du lait, enoraide leur caractéere amphotére sont solubilisées
dans un tampon de pH supérieur a leur pHi, (pHlia)cdl en résulte leur acquisition d’'une
charge négative et leur migration sous l'effet dharap électrique appliqué vers le pdle
positif.

2-5-2- Electrophorese sur gel de polyacrylamide

Les gels de polyacrylamide peuvent eran composition. lls sont constitués
d'acrylamide (unité de base) (CH2=CH-CO-NH2) et lisacrylamide (agent pontant)
(N, N methyléne-bisacrylamide), qui en présence THEMED et le persulfate d'ammonium
polymérisent. Les caractéristiques du gel, sonttfon de la concentration, du degré de
réticulation et de pontage des constituants duegggbnt déterminés par les indices T et C

calculés comme suit :

28



Matériel et Méthodes

T (%) = (a+b/v) x 100 C (%) = (b/a+b) Xa0

Avec :
a: acrylamide (g) ;
b : méthyléne-bis-acrylamide (g) et
v : volume de la solution (ml).
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Figure 6 : Mécanisme de polymérisation du gel de gbyacrylamide.
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2-5-3- Conduite de I'électrophorése
Le gel de polyacrylamide, est coulé entre uneydagn verre et une plague en
alumine (figure 7).
Les échantillons sont déposés dans mlets a raison 1,5 a 2 mg/ml, ils sont
préalablement dissous dans un tampon composé dedbldoromophénol indicateur de la
progression de la migration électrophorétique. &eila lieu sous un voltage et un ampérage

constant (250v ; 20mA) et dure en moyenne 90 rasiut
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Figure 7 : Montage de I'électrophorése en mini-ce HOFER SE200.

Figure 8 : Photographie de la cuve d’électrophoresé&cie-plas TV50.
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-Electrophorese en conditions non dissociantes ebm dénaturantes (PAGE-
native).

L’électrophorése sur gel de polyacrytiardans les conditions non dissociantes et non
dénaturantes (PAGE-native) est une méthode padientent résolutive pour les protéines
sériques du lait.

Sur la base duprotocole de HILLIER (1976), détaillé en annexk Nous avons
réalisé un gel de polyacrylamide a T = 12% et Z7%. Le tampon du gel est composé de
(TRIS, 0,75 M, pH 8,9) et celui de I'électrode dd&R(S, 5 mM ; glycine, 77 mM ; pH 8,3).
Les échantillons, sont dissous a raison de 2 mdém$ une solution contenant le tampon du

gel (1/10 V/IV), de 'eau distillée (7/10 V/V) et adjycérol 10% (V/V).

-Electrophoreése en conditions dissociantes et démnaantes, en présence de

SDS et de 2-Mercaptoéthanol (PAGE-SDS).
Le SDS (sodium dodécyl sulfate) CH3-@JH -SO3 Na+, détergent anionique a

pour role la dissociation des complexes protéiqllesst associé a un agent réducteur, le
2-mercaptoéthanol (HS-CH2-CH2-OH) qui rompt lestpatisulfures. Le SDS, se fixe sur
les protéines et leur conférant une charge négativesi, leur séparation se fait selon la
différence de poids moléculaire.

Suivant le protocole de LAEMMLI et FRE (1973), nous avons réalisé un gel de
concentration (T =4% et C = 2,7%), en tampomRIS- HCI, pH 6,8), dont I'objectif est la
concentration des protéines, pour une migration dggme dans le gel de séparation. Ce
dernier, se caractérise par (T = 15% et un C #£6®,2n tampon (TRIS - HCI, pH 8,8)
(annexe VII).

La détermination du poids moléculales protéines d’intérét est effectuée en faisant
migrer en parallele (dans les mémes conditions,piletéines étalons de poids moléculaire
connus.

Le kit de protéines étalons, utiliséupda réalisation de la courbe de calibration
Log PM = f (distance parcourue), préparé au laboetLABAB, comprend les protéines
suivantes : L’albumine sérique bovine (66 000 DMayalbumine (45 000 Da), I'anhydrase

carbonique (29 000 Da), falactoglobuline (18 000 Da) etFlactalbumine (14 000 Da).
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Figure 9 : Courbe de calibration du gel de séparabn en PAGE-SDS établie en
utilisant un standard protéique composé de BSA (6@D Da), Ovalbumine

(45000 Da) g-lactoglobuline (18000 Da) eta-lactalbumine (14000 Da).

-Electrophorése en présence d’urée et de 2-Mercagthanol (PAGE -urée).

L’'urée rompt les interactions intranoaliaires faibles (non covalentes), telles que les
liaisons hydrogenes et hydrophobes. Ainsi, la PAGE¢ée est particulierement adaptée a la
séparation des caséines.

L’électrophorése en présence d'uréedet2-mercaptoéthanol, a été realisée en
appliquant le protocole décrit par KWAI-HANG et KE®ER (1984) grace auquel nous
avons realisé un gel de concentration (T = 4% etZ7 %) en tampon, (urée, 0,8 M, TRIS,
0,49 M a pH 6,8), ainsi qu'un gel de séparatiom &(13% et C = 2,7%) dans un tampon
(urée, 4 M, TRIS, 1,5 M, pH de 8,8). Les échémid sont dissous dans un tampon de méme
composition que celui du gel de concentration (8%/,Vde l'urée a 3,3 M, du
2-mercaptoéthanol a 0,3 %et du glycérol a 10%hd=a VIII). Le tampon d’électrode, lui

est composé des mémes constituants que ceuxsuglisBAGE-native.
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2-5-4- Révélation des bandes de migration élemphorétiques

A la fin de la migration, le gel est démoulé poubis les opérations successives

suivantes :

-La fixation :La fixation est réalisée par immersion du gel dams solution
d’acide trichloracétique (TCA) 12% (P/V) pendantmbutes.

l.a coloration : Le gel est immergé 2 a 4 heures dans une solaléon

coloration contenant du bleu de coomassie 0,2%)(Bi&sous dans une solution constituée
du mélange eau distillée (1 volume), méthanol (iva) et TCA 2% (P/V).

l.a décoloration : elle est réalisée par immersion du gel dans uhgico

composée du mélange (eau/méthanol/acide acétigaes les proportions suivantes

3,12 — 1,5 — 0,37 (VIVIV).
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3- Résultats et discussion
3-1- Analyses physico-chimiques
3-1-1- Mesure du pH

Les valeurs recueillies lors de cettesame donnent une moyenne de pH pour les
échantillons de lait caprin LC 1, LC 2 et LC 3 @sit respectivement de 6,65, 6,58 et 6,61
contre 6,69 pour I'échantillon de lait bovin. Illggrait que I'échantillon 2 présente le pH le
plus bas, alors que les deux autres ont des vgheockes du lait bovin.

Les pH inférieurs du lait a la traiteupent résulter de l'infection de la mamelle de
'animal (MORGAN, 1999),mais aussi du facteur génétique qui, a lui seulp@ grande
influence sur les variations du pH du lait capREMEUF, 1993 ; REMEUFetal, 2001).

Ces valeurs sont en concordance avéEsaapportées par bon nombre d’auteurs tel
gu’IMRAN (2008) qui enregistre un pH de 6,59 poaitdit caprin, DRACKOVAet al (2008)
a4 6,63 et REMEUt al (2001) & 6,64.

Toutefois, a travers la littérature sagalevons une fourchette de variation du pH du
lait caprin de 6,45 (REMEUEt al, 1989) a 6,98 (JAUBERT, 1997).

3-1-2- Acidité titrable
Les échantillons de lait analydésis cette présente étude, avec respectivement
des valeurs de 15,3, 16,5, 14,7 °D pour les édladiLC 1, LC 2 et LC 3, et 15,5 °D pour
le lait bovin, révélent un bon état sanitaire de ts en référence au fait que certaines
laiteries donnent la limite d’acception des lait$8 °D. L'échantillon LC 3 présente I'acidité
la plus basse et I'échantillon LC2 la plus élevalers que LC1 reste le plus proche du lait
bovin.

L’augmentation de l'acidité est un gadeur de la qualité de conservation du lait

(CASSINELLOC et PEREIRA, 2001) et ne peut réguiqgue d'un développement

conséquent de la flore lactique influencé par le g@mbiné de l'augmentation de la

température ainsi que de la durée de conservatidaitd
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Tableau 5 : Résultats des analyses physico-chimigs effectuées sur les échantillons de

laits analysés.

Parametres LC1

pH 6,65 + 0,04

Acidité titrable (°D) 15,3 +1,43
EST (g/l) 115,7 + 3,29
MG (g/l) 34+1,24
Lactose (g/l) 40,6 £ 1,88
Vitamine C (mg/l) 13,9 £0,95
PT (g/l) 28 £+ 0,52
PLS (g/l) 6,5+1,14
CN (g/l) 21,5+1,03

LC2

6,58 + 0,02

16,5+ 0,40

110+ 1,41

30,4 +1,28

42,7 + 2,20

10,8 +£1,25

27,4 +0,85

6,8 £ 0,27

20,6 + 0,66

35

LC3

6,61 + 0,06

14,7 £ 0,85

102,3+1,73

27,7+0,35

34,2+1,53

16,4 £1,45

24,8 +1,19

5,5+0,85

19,3+0,78

LV

6,69 + 0,03

155+1,22

119+ 2,16

35,7 +0,92

45,4 +0,73

18,5+1,25

28,5+ 1,60

6+1,34

22,5+1,23
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Comparativement a la littérature, nosaétillons se caractérisent par des moyennes
comprises dans la fourchette de variation, avecliomte inférieure a 10 °D (SAWAYA et
al, 1984b) et supérieure a 21.4 °D (CASSINELLOC eRERA, 2001).

La valeur de 17 °D relevée par lesard suivants : CASSINELLOC et PEREIRA
(2001), MAHMUT et al (2004) et AGNIHOTRI et RAJKUMAR (2007), peut éttenue
pour acidité caracteéristique du lait de chévre.

3-1-3- Extrait sec total et teneur en matierergsse

Nous avons enregistré pour ce parametre desrsalespectives de 115,7 g/l pour
I'échantillon LC 1, 110 g/l pour I'échantillon LC & 102,3 g/l pour I'échantillon LC 3, alors
gue pour le lait de vache cette valeur est déte¥enin119 g/l. Ces valeurs rendent compte des
faibles teneurs du lait de chevre en matiere sémmaparativement au lait bovin, en
particulier I'échantillon LC2 qui présente la moyperia plus faible.

Le mode de conduite du troupeau, leeauivd’alimentation, principaux facteurs de
variation de la production et la composition du (IOUNIBA et al, 2007), expliqueraient le
faible taux en matiere séche de I'échantillon LC 2.

Nous retrouvons, au travers de larltiére, certes des valeurs moins importantes
avec, 116, 115,3, 110,8, 105,3 et 100,7 g/l ragesrdans 'ordre par RAYNAL-LJUTOVAC
et al (2008), ZAHRADDEEN et al (2007), PIZARRO et al (2007) et PIERREt al (1998)
pour les deux derniéres mais, qui comparativemecellds enregistrées au cours de cette
étude, confortent nos résultats, alors que dangré®travaux nous relevons des valeurs aux
antipodes de celles que nous avons enregistréas awee valeur minimale de 86 g/l
enregistrée par PIERREet al (1998) et maximale enregistrée par CASSINELLOC et
PEREIRA (2001) & 156,5 g/l.

L’infériorité et la carence du ladprin, idée largement répandue se confirme aussi
pour sa teneur en matiere grasse, celle-ci est phantillon LC 3 plus marquée avec
27,7 g/l, alors que les échantillons LC 1 et L@uant a eux avec respectivement 34 et
30,4 g/l se rapprochent plus de la teneur en neagjegsse enregistrée pour le lait bovin et qui
est de 35,7 g/l. Le faible taux en matiére gragskéchantillon LC 3 peut étre di au stade de
lactation qui affiche entre mai et juillet des tafaibles en matiere grasse (MASLE et
MORGAN, 2001).
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Des valeurs sensiblement similaires elles obtenues sont enregistrées par
KENNEDY et al(1981), BOCQUIERet al (1998), PIZARRO et al (2007), JAUBERT G
(1997) et AGNIHOTRI et RAJKUMAR (2007) avec lemux respectifs suivants 26,3,
30,8, 31,9, 33 et 36,1 g/l.

Néanmoins nous retrouvons des valeurgtodgnées avec 56.1 et 22,2 g/l enregistrées
respectivement par DRACKOV /et al (2008) et PIERREet al (1998), celles-ci refletent la
forte variabilité du taux de matiére grasse pouaitecaprin.

3-1-4- Teneur en lactose

Cette fraction se caractérise par rmdegennes respectives de 40,6, 42,7 et 34,2 g/l
dans l'ordre de collecte de nos échantillons, irgatent moindres en rapport avec le taux de
lactose enregistré pour le lait bovin et qui estd@4 g/l. Les échantillons LC1 et LC2
présentent des teneures en lactose voisines tveet@nt proches de celle enregistrée pour le
lait bovin (particulierement LC 2), alors que I'écttillon LC 3 reste celui qui présente la plus
faible valeur. Le contenu en CCS ainsi que le v@uda lactation (corrélé positivement avec
le taux de lactose) peuvent expliquer la carencdaanse de I'échantillon LC3 (HOSSAINI-
HILLALI et al 1993).

Ces résultats refletent une certaifféréince dans les teneurs en lactose des deux laits
comparés. Comparativement a VEINOUGLQO# al (1982) qui enregistre une différence de
4,4 g/l entre les deux laits, nous obtenons ufiérdnce plus importante avec 6,2 g/l.

Néanmoins, a comparer nos résultatsedx d’autres travaux, ceux-ci en sont
relativement proches, ainsi DECANDIA&t al (2007) rapporte une valeur moyenne de 43.5
g/l, de méme que LEFRILEU&t al (2009) a 43,3 g/l et CURTIS (1983) qui avance
42 g/l pour le lait caprin, alors que CASSINELL@C PEREIRA (2001) rapportent une
teneur plus importante a raison de 48,6 g/I.

3-1-5- Teneur en vitamine C

Nous avons recueillis pour ce paramétre une mayeda 13,9 mg/l pour
'échantillon LC 1, 10,8 mg/l pour I'échantillon L€ et 16,4 mg/l pour I'échantillon LC 3.
De méme que pour le lait caprin le lait bovin al@€¢5 mg/l, a son tour présente un taux
faible en vitamine C, mais ce dernier reste néanmsiupérieur a celui enregistré pour le lait

caprin.
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Comparativement aux valeurs rapporfdHOLMS et al (1945), KON (1959) et
JAUBERT A (1997)gui donnent la moyenne en vitamine C pour le laitbdevre a 20mg/I,
les teneures enregistrées dans ces travaux seneiunes.

Néanmoins, une étude realisée par HOL& al (1945), fait état d’une variation
moyennes de 2 a 31,5 mg/l et marque ainsi la fat&tion des teneurs en vitamine C de ce
lait. Des valeurs intermédiaires sont enregistpa@sSAWAYA et al (1984a) avec 8,9 mgll,
CURTIS (1983) avec 15 mg/l et KON (1959) et JAARI A (1997) qui donnent une
moyenne de 10 mg/I.

3-1-6- Teneur en protéines totales

Les valeurs moyennes relevées pourughéghantillon de lait caprin sont de 28 pour
le premier, 27,4 pour le deuxieme et 24,8 g/l deuroisieme, alors que pour le lait bovin
nous avons relevé une teneur moyenne en protéitees de 28,5 g/l.

Malgré la contiglité des moyennes ené® échantillons LC 1, LC 2 et avec
'échantillon de lait de vache (particulierement DC il ressort que I'échantillon LC3
(comparativement a LC1, LC2 et LV), présente uodefcarence en protéines totales.
Cet écart peut s’expliquer, comme pour la matiéesse, par les faibles teneurs en protéines
totales du lait caprin lors de la période de ctle(MASLE et MORGAN, 2001).

Par rapport a d’autres études suriteleachévre, MAHIEUet al (1977) avec 27,8 g/l,
REMEUF et LENOIR (1985) avec 27,2 g/l et VASSAEt al (1994) avec 27,1 g/l
RAYNAL-LJUTOVAC et al (2008) avec 26,1 g/l, confirment les teneurs ol#smlans ces
travaux.

Alors des moyennes telles que 34,1 (AW et al 1984b), 34,2 (DIAZ-
CARRILLO et al, 1993), 35,4 (DECANDIA et al 2007), 37 (BERGERet al, 2004) et
38,4 g/l (ZAHRADDEEN et al, 2007), marquent I'infériorité des teneurs en prwéitotales
de nos échantillons. Toutefois, certains chiffrefietent les faibles teneurs en protéines
totales du lait caprin a un niveau en deca des tale nous avons relevés, avec des
concentrations allant de 19,1 (REMEUF et LENOIR85) a 23,3 g/l (DRACKOV/et al,
2008) en passant par des valeurs intermédiaire852ROUDJ et al, 2005), 21,7
(SHKOLNIK et al 1980) et 22 g/l (PIERREtal, 1998).

38



Résultats et discussion

3-1-7- Teneur en protéines sériques

Nous avons relevé des taux de 6,5glr I'échantillon provenant de la région
d’Azazga, 6,8 g/l pour I'échantillon de Mekla eb %)/l pour celui de Larbaa Nath Irathen qui
s’averent étre relativement éloignés du taux estegpour le lait bovin dont la teneur est de
6 g/l. Ainsi, le lait provenant de Larbaa Nath lext reste le plus pauvre en protéines sériques
comparativement au lait bovin ainsi qu’aux deuxresutéchantillons caprins ; ces derniers
révélent des valeurs voisines, supérieures aaitlbdvin.

La confrontation de nos résultats avegx relevés dans d’autres travaux sur le lait
caprin & savoir ceux réalisés par MASLE et MORGA(2001) qui ont consignés des taux
moyens de 6,6 g/l, ceux de LEITNEBt al (2004) donnant une valeur de 6,1 g/l ainsi que
ceux menés par BERGER! al (2004) qui ont déterminé la teneur en protéines|sés pour
le lait caprin & 5,5 g/l, montrent que les valegue nous avons recueillis, cadrent avec ces
derniéres.

3-1-8- Teneur en caseines

Avec des teneurs en caséines de 21,pogr I'échantillon LC 1, 20,6 g/l pour
I'échantillon LC 2 et 19,3 g/l pour I'échantillond_3, le lait caprin, comparativement au lait
bovin (22,5 g/l), présentent des teneurs relativenigférieures en caséines totales. Cette
carence reste relativement plus importante poahéétillon LC3.

Cette carence caséinique qui peut fitxgr par une variabilité génétique de la
fraction, est confirmée par les travaux de IRMAM al (2008) donnant un écart de 3,2 g/l
entre les deux laits avec 21,8 pour le lait de mhé&@ontre 24,6 g/l pour le bovin, alors que
REMEUF et LENOIR (1985) eux, font état d'ulugp grand écart avec 21,1 g/l pour
certains laits caprins contre 27 g/l pour le kaivin. Néanmoins ces derniers font aussi état
pour le lait caprin de valeurs approximativementilsiires au bovin avec 26 gl/l.

La forte variabilité du lait caprin Bta certains auteurs rapportent des teneurs
similaires a celles obtenues dans la présente éttalame c’est le cas avec VASSAEt al
(1994) et REMEUFet al (1989) avec 22g/l, CHIATTlet al (2006) avec 22,3 g/l et MASLE
et MORGAN (2001ravec24,1 g/l, alors que d’autres travaux au contrimre état des taux
plus faibles, nous citons les valeurs de 17,4,7 £6,15,8 g/l rapportées respectivement par
PIERRE et al (1998), DIAZ-CARRILLOet al (1993) et REMEUF et LENOIR (1985). En
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contradiction avec ces valeurs ainsi qu'avec l'idée déficience en caséines du lait de
chévre, nous retrouvons des études qui rapporentadix moyens en caséines totales pour
certains individus de 28,63 g/l (DELACROIX-BUCHES@t al, 1996), 29,7 (MOATSOU et

al, 2006) et 32 g/l (LOPEZt al, 1999).

3-2- Analyse électrophorétique de la fraction priéique

3-2-1- Analyse électrophorétique des protéinegriques totales

Les conditions non dénaturantes et dissociantes, gardent les protéines dans leur
état natif, ce qui fait de la PAGE-native une tégha résolutive et bien adaptée a la
séparation des protéines sériques. Les molécudeatyséparées selon leur poids moléculaire
ainsi que leur charge (WITTIGet al 2007) et apparaissent sous forme de bandes de
migration variant par leur position et leur intdési

Comme nous l'avons illustré en figur@, T'application de la PAGE-native aux
fractions sériques du lait de chévre de la régi@n Tdzi-Ouzou montre des profils
électrophorétiques avec de fortes similitudeseelgs échantillons analysés, se démarquant
nettement du lait de référence.

Les protéines sériques du lait bovin dans les timmdi natives, migrent en cing
bandes correspondant dans l'ordre croissant de feabilité électrophorétique aux
immunoglobulines, le composant trois des protéaggemes, la sérum albumine bovine,
I'alpha-lactalbumine et en fin de migration la b&tetoglobuline (KINGSBURY et GAUNT,
1967 ; EGITCet al, 2001 ; ERIKSENet al, 2010).

Les protéines sériques des échantilttngait caprin étudiées, elles aussi migrent en
cing bandes, notées de | a V. Celles-ci pouvamespondre aux mémes especes protéiques
retrouvées dans la fraction sérique du lait bovin.

Néanmoins, cette correspondance reste sujette frnoation par séquencage des
extrémités N-terminales des espéces protéiqueSes@t leur comparaison a des séquences
préétablies.

Comparativement au lait bovin, le daagme électrophorétique en PAGE-native des

protéines sériques du lait caprin présente de pdistinctifs.
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En premier lieu, les bandes de migrat(l) et (lll) (figure 10), présentent
respectivement un méme niveau de migration avec lesnunoglobulines et la sérum
albumine bovine ce qui suggere la possible sindétdans la nature de celles-ci.

En deuxiéme lieu, les bandes de migration (Il),) @V (V), présentent des niveaux de
migration différents des protéines homologue dtok&rum bovin.

C’est ainsi que l'on observe une failbhégration de la bande (Il) (Figurél)
comparativement a la bande caractéristique du B®8n, seule bande pouvant lui
correspondre. Des observations similaires ontatésfpar MATI (1992), qui situe le PP3

du lait bovin plus en avant que son homologue oapri

g

PP3

BSA

o-La

B-Lg

Figure 10 : Electrophorégramme des protéines sérigs du lait caprin comparées au lait

bovin (T = 12% ; C =2,7%) ; LV lait de vache ; LC1, LC2, LC3:

lait de chévre.
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Figurell : Différence de migration entre PP3 caprin et bowi

Les bandes de migration (IV) et (V) qui, selonrdie@ de migration des protéines
lactosériques bovines, pourraient correspondreeptisement a I'alpha-lactalbumine et a la

B lactoglobuline, ne trouvent aucun vis-a-vis diangiste de migration des protéines sériques

bovines. De telles observations sont aussi rapgopar AMIGO et al (1992), qui situe les

bandes caractéristiques correspondant a I'alphliaiacnine et a lap lactoglobuline bovine

plus en avant que son homologue caprin.

En nous appuyant sur les travaux dBDM et al(1972), nous pouvons confirmer la

position des variants de [&Lg bovine. Les travaux de GROSCLAUDEt al (1987) et

KUMAR et al (2006), indiquent et situent comme chez 'lhomo@ovin I'existence et la

position des deux variants pour la béta-lactoglioleutaprine (figure 12).
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| ||_c1|_||_c2| |LC3
. ’ -, W 7

Figure 12 : Electrophorégramme des protéines sériggs du lait de chevre et de vache
mettant en évidence les variai et B de lap-lactoglobuline bovine.

Nous avons aussi analysés les prot&aagues du lait caprin en PAGE-SDS. Les
conditions de dissociation, en présence de SD8ueR-mercaptoéthanol, sont telles que les
protéines s’agencent dans l'ordre croissant de Iit¥biélectrophorétique corrélée
négativement au poids moléculaire.

L’objectif de cette technique est ldedéination du poids moléculaire des protéines
d’intérét par comparaison au niveau de migrationpietéines de référence. Ces derniéres
sontla BSA, lI'ovalbumine, la béta-lactoglobuline ealpha-lactaloumine avec des masses
moléculaires respectives de 66 000, 45000, 1800a0aA0 Da.

Pour le lait caprin, dans l'ordre ceaiat de mobilité électrophorétique (avec peu de
différence entre les échantillons), trois bandegeuras (1 a Ill) (figure 13) sont mises en
évidence en PAGE-SDS, pour des masses moléculmspectives de 66221, 17005 et
13558 Da. Celles-ci correspondraient a la sérumanaine, la béta-lactoglobuline et I'alpha-
lactalbumine comme suggérés par ALMAAS al (2006),JOVANOVIC et al (2007) et
RAGNHILD et al (2010).
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Dans une étude comparative entre lait caprin eind@AGNHILD et al (2010), décrit
une migration identique en PAGE-SDS des protéiges|ises caractérisant chacun des laits,
ce qui suggere qu’elles partagent des poids ma#&eslquasi identiques.

Certains diagrammes électrophorétiguésentent des bandes diffuses entre la sérum
albumine et béta-lactoglobuline, de telles bande# aussi décrites par ALMAA®t al
(2006) et RESTANIet al (2009), qui les identifie comme correspondant awaces de
caseéines encore présentes dans la fraction sédglaestant di a une mauvaise séparation des
deux groupes protéiques.

La PAGE-SDS grace a son important poudsolutif est d’'un grand intérét dans la
détermination des nombreux variants génétiquesemigévidence pour les caséines caprines

(GROSCLAUDEEt al, 1987).
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Figure 13 : Electrophorégramme des protéines sériggs du lait caprin en PAGE-SDS ;
gel de séparation (T =1%6 ; C =2,7 %) et gel de concentration

(T=4%; C=2,7%);T: protéines étalons ; LC1LC2 et LC3 : lait de chévre.
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Néanmoins, l'utilisation d’autres tedures complémentaires comme la focalisation

isoélectrique et la bidimensionnelle permettraiticeeriminer d’avantage ces variants.
3-2-2- Analyse électrophorétique des caséinegales

La PAGE-urée est une technique pdii@ment adaptée a la résolution des groupes
protéique a forte association, cas des caséines.

Les agents dissociant, urée et 2-mépédpanol (rompent respectivement les liaisons
hydrogenes et disulfures), permettent aux protaleesigrer sous leur forme la plus simple.

Mais pour adapter cette technique aaséimes du lait de chévre, nous avons été
amenés a effectuer plusieurs mises au point rekatiwtamment a la porosité du gel et aux
concentrations en urée.

Il est admis que les caséines du laitirbomigrent en 5 bandes comme suit (suivant
une mobilité croissante)y:CN < x-CN < B-CN < aS2 < aS1.

Le comportement électrophorétique ds®imes caprines en PAGE-urée, ainsi que sur
I'ordre d’apparition de celles-ci a été décrit GhfTLE et CUSTER (1966) et LE BARS et
GRIPON (1993). Le schéma général de migrationseate en premier la caséifia@avec la
plus faible mobilité, suivi du groupe des caséimnés (@ S2 puiso S1), ces deux groupes sont
sépares par une bande diffuse peu focalisée, éneas

Cependant et a I'opposé du profil bo(lBGITO et al, 2006), le comportement des
caséines caprines en PAGE-urée est similaire a delu’espéce ovine (CALAVIA et
BURGOS, 1998 ; MOATSOLEt al, 2004).

Comme décrit par PARDO et NATALUCCI (&) et LE BARS et GRIPON (1993),

le diagramme électrophorétique (figure 14), morpaur le lait bovin un agencement
identique a celui décrit par ces autei<C(N, a0 S2-CN, o S1-CN). Les caséindgset aS1,
apparaissent bien focalisées, alors que la casg8migre en une bande diffuse.

Comparativement au profil électrophiopgd des caséines bovines, une
pré-identification des bandes de migration des isasécaprines est possible. Ainsi, la

premiere bande de migration des profils électroiimpues (bovin et caprin), présente un
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méme niveau de migration et est diffuse. Celleetors TRUJILLO et al (1997) et EGITO
et al (2006) représente les caséinagt k respectivement dans le lait caprin et bovin.

Le deuxieme niveau de migration du bamvin, la caséin@, bien focalisée, trouve
une correspondance dans les pistes de migrationad&snes caprines, celle-ci pouvant étre
de méme nature.

Les caséinesS, quant a elles, présentent un agencement iden@qg82 puisa S1)
dans les deux profils. Mais, EGIT@®t al (2006), TOMOTAKE et al (2006), ADNAN et al
(1999) et SPNERGINet al(1997), décrivent une migration retardée du graufecaprin.

En plus de mettre en évidence la difference de atiggr du groupexn S caprin,
I'électrophorgramme (figure 14), montre, 'absedeecaséineg S1 dans I'échantillon 3 ainsi

gu’une bande de migration de la cas&ir&?2 diffuse.

k-CN

B-CN
o S2-CN
o S1-CN

Figure 14 : Electrophorégramme des caséines en PA&Gurée (5,7 M) ; gel de séparation
(T=13%;C=2,7%) etgekdconcentration (T=4% ;C=2,7%);

LV : lait de vache ; LC1, LC2td_C3 : lait de chévre ; CN : Caséines.
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o S2-CN

o S1-CN

B-CN
k-CN

Figure 15 : Electrophorégramme des caséines en PACSDS;

gel de séparation (T =15 % ; C =2,7 %) et gel dmncentration

(T=4%;C=2,7%);T: protéines étalons; LC1LC2 et LC3 : lait de chévre.

Comme pour les protéines sériquesidetibn caséinique du lait caprin est elle aussi
analysée en PAGE-SDS et cela pour déterminer ledétdhaque espece protéique.

PARK (2001), VAN HEKKENet al (2004) et TOMOTAKEet al (2006), décrivent
comme suit l'ordre croissant d'apparition des aas®i caprines en PAGE-SDS:
La caséinea S2, la caséine S 1, la béta caséine et la caséine kappa.

Un tel comportement électrophorétigsieneis en évidence en figure 15.

Nous pouvons, grace aux travaux déesuasicités, faire correspondre les 4 bandes de
migration, respectivement a la caséine alpha S@adéine alpha S 1, la caséine béta et en fin
la caséine kappa avec des masses moléculairesctiess de (33674, 32270 et 28398 Da,

(27214 pour le LC3 et 25147 Da pour le LC2)). Ds moids moléculaires, dans le méme
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ordre de grandeur ont aussi étés détermilaés les divers travaux réalisés dans notre
laboratoire sur le lait bovin et camelin. Ng®ins, ceux que nous avons obtenus pour
le lait caprin ne correspondent pas aux poitséculaires réels des casé€ines caprines,
et sont loin des valeurs rapportées par PIERREI (2001), qui donnent des valeurs,
allant selon les types génétiques étudiés de 89239494 Da) pour la caséinede (25294
a 25602 Da) pour la caséin82, de (23160 a 23447 Da) pour la caséu$d et de (23669 a
23853 Da) pour la caséife

Cette différence, entre les valeuéelles et expérimentales obtenues, peut étre
expliquée par deux phénomenes. L'un étant la fms®ciation des caséines ce qui leur confer
ainsi un poids moléculaire plus élevé que leur parbléculaire réel ceci se traduit par une
faible migration en PAGE-SDS. L’autre, est la failfixation du SDS aux caseéines, cette
caractéristique est aussi remarquée pour les emsdiautres espéces (BOUMAHRO®t al,
2009).

Ce dernier point marque les Ilimitée [I'application de la PAGE-SDS a la
détermination du poids moléculaires des caséirfour se faire nous suggérons le
recours a dautres méthodes telles que l'ultrifegation ainsi que la chromatographie

liquide a haute performance (HPLC) couplée a latspmétrie de masse.
3-3- Isolement des caséines par chromatographiel@ngeuse d’ions

La chromatographie échangeuse d’anions sur DEAElosé (résine anionique)
appliguée a la séparation des caséines du laiincaprécessité de tester plusieurs parametres

dont la quantité de protéines utilisées et la famoggue du tampon utilisé.
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B-CN

o S-CN

Figure 16: Electrophorégramme en PAGE-urée des fractions calttées apres séparation des
caséines caprines par chromataghie sur DEAE-cellulose ;
T : témoin (caseéines entieres) F1 fraction éluée a 0,06 M de NaCl
F2 fraction €luée a 0,09 M de NaCl F3 fraction éluée a 0,12 M de NaCl
F4 fraction éluée a 0,15 M de Na@t F5 fraction éluée & 0,18 M de NaCl.

Le profil électrophorétique en PAGEwaréfigure 16) des fractions éluées en
chromatographie échangeuse d’ions, reléve 5 frae{iootées de Fla F5).

Dans la fraction F1, nous relevonaitiéin de la caséing bande bien focalisé et avec
un haut degré de pureté. Comparativement au térogifa caséing, migre en une bande,
dans la fraction F1, celle-ci apparait composé éexdbandes, ce qui peut étre di a la
présence dans I'échantillon des deux variant de pedtéine (décrites en littérature).

La caséin@, se retrouve aussi €luée dans la fraction F2, maise proportion
relativement faible par rapport a la fraction F1.

Dans la fraction F3, nous relevonsdelution d’un des variant de la caséfhet de

la caséinetS2.
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Cette derniére, est aussi €luée darfiatdion F4 a haut degré de pureté, mais tout
comme dans la fraction précédente elle reste &efadncentration.

Quant a la caséin81, celle-ci se retrouve éluée dans la derniaaiém (F5) a haut
degré de pureté et avec un rendement important.

Les résultats ainsi obtenus en plusladalissociation des deux grands groupes
protéigues a savoir les caséirfe®t a s avec un grand degré de pureté, montrent que la
séparation chromatographique des caséines dudaihévre sur une résine anionique faible
telle la DEAE est tout a fait adapté comme la pnest® MERCIER et al (1968) pour les

caséines bovines.

3-4- Isolement des protéines seériques par chronwgraphie échangeuse
d’ions

L'isolement des protéines sériques du lait capram phromatographie échangeuse
d’anions sur DEAE-cellulose a été mené en tampgdil(M tris-HCI, pH de 6,8), suivant le
protocole de MAUBOIS (1964).

SYED et CONAN (2010) démontrent qu’'a gl les protéines sériques ont une
meilleure interaction avec I'échangeur anioniqumel'eccurrence celle utilisée dans notre
étude, la DEAE-cellulose.

L’élution est effectué par gradientodistinu de NaCl (0,08, 0,11, 0,13 et 0,19 M).

Le profil chromatographique obtenu \ffig 17) peut étre repartit en 4 fractions (notées
de F1 a F4) correspondant aux pics d’absorptioegesirés.

Le contrOle électrophorétique, en PAGHve (figure 18) réalisé sur ces fractions
montre que B-lactalbumine, est éluée dans la fraction F1 (0))8 Néanmoins celle-ci reste
contaminée par des traces du PP3.

La sérum albumine caprine, est éluées dia fraction F2 (0,11 M) a un haut degré de
pureté.

Dans la fraction F3 (0,13 M) nous okises I'élution du composant 3 des proteoses-
peptones a un haut degré de pureté.

En fin d’élution, dans la fraction Fg,X9 M), la B- lactoglobuline se retrouve élué
avec peu de contaminants.

Les résultats obtenus, comparativeraartdonnées bibliographiques dont la majorité
se rapportent au lait bovin, sont comparables.iAioire d’élution des protéines sériques du
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lait caprin a été déterminé comme suit n-lactalbumine, la sérum albumine et enfin
la B-lactoglobuline. Cet ordre est, comme précisé SMED et CONAN (2010), tributaire de
la force de fixation de la protéine a I'échangedinsi, ces derniers montrent que
I' a-lactalbumine est la protéine la moins fortemexédi par I'échangeur alors qu’a I'opposé la
B-lactoglobuline présente la plus forte liaison Euicei.
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Figure 17 : Chromatogramme des protéines sériquesudait de chévre isolées sur
DEAE-cellulose en tampon 0,04 Tris-HCI, pH 6,8 ; débit 30 mi/h.
F1 fraction €éluée a 0, 08 M de NaCl F2 fraction éluée a 0, 11 M de NaCl
F3 fraction éluée a4 0, 13 M de Na@t F4 fraction éluée a0, 19 M de NacCl.
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CSA

o-La

B-Lg

Figure 18: Electrophorégramme en PAGE-native des fractions diectées apres séparation des
Protéines sériques caprines pelnromatographie sur DEAE-cellulose ;
T : témoin (protéines sériquestieres) F1 fraction éluée a 0, 08 M de NaCl
F2 fraction éluée a 0, 11 M deallI F3 fraction éluée a 0, 13 M de Na@ét
F4 fraction éluéea 0, 19 M daCl.
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Conclusion

Cette étude, entreprise dans le butaéribuer a une meilleure connaissance du lait
caprin collecté dans la région de Tizi-Ouzou, &até en deux volets, 'un axé sur un
phénotypage de la fraction protéique qu’elle s@itique ou caseéinique et l'autre sur les
caractéristiques physico-chimiques du lait de obevisant ainsi une meilleure exploitation
de celui-ci en industrie fromagere.

Pour ce qui est des analyses physicoigbes, celles-ci marquent une différence
notable entre le lait de chévre et le lait de eadBe dernier étant pris comme lait de
référence.

Ainsi nous relevons des taux d'extragss relativement plus faibles (en moyenne
109,3 contre 119 g/l pour le bovin). Cette tendagseainsi vérifiée pour la matiere grasse
(30,7 contre 35,7g/l) et le lactose (39,1 contrg 4fl). Ces variations sont indépendantes de
I'origine de collecte du lait.

Concernant la fraction protéique,lezel dont I'importance en technologie a été
prouvée se situe a un taux de 26g/l en deca denkut obtenue pour I'échantillon de lait
bovin (28g/l) qui lui-méme est assez déficitaira, ge situant en dessous des normes requises
(32g/).

Dans ce décompte, et méme si le taugadéines enregistré est appréciable (20g/1),
cela ne peut a lui seul présager d’'une transfoondtomagere intéressante étant donné que
précisément dans ce volet c’est la présence etlaende la cas€ineS1 qui est déterminante
dans cette technologie.

C’est dans ce sens gue nous nous sommpessé de d'évaluer qualitativement ce lait
en procédant a l'isolement et a la caractérisatmses protéines majeures.

Pour cela, nous avons mis en oeuvre deiptd des techniques d’isolement
chromatographique en échange d’ions sur DEAE-aa®l suivi de séparations
électrophorétiques sur gel de polyacrylamide dduasigurs conditions (native, en présence
d’'urée, en présence de SDS).

C’est ainsi que l'application de la DEAcomme support de séparation pour les
protéines caprines a donné de bons résultats esece ou nous avons pu obtenir les caséines
aS etf3 avec un haut degré de pureté. Les protéines s&rigqpotamment le PP3, I'albumine
sérique et la béta- lactoglobuline ont été aubgtruus avec peu de contaminants en ayant
recours a cette technique.
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Concernant le comportement électropiguée, en PAGE-native, nous avons relevé
une migration différente du PPa@;lactalbumine ef3-lactoglobuline caprine par rapport a
leurs homologues bovins.

La PAGE-urée a mis en relief la patacte de la migration des caséines caprines ou
notamment l'absence deS1-CN dans le cas de I'échantillove 3 suggere une faible
utilisation de ce lait a des fins de technologarfagere.

Ces résultats préliminaires obtenusel@pt la mise en ceuvre d’investigations plus
spécifiques pour lidentification et le phénotypagtéique ainsi que I'élaboration d’une

cartographie exhaustive entre la nature du laidyitcet ses aptitudes technologiques.
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Annexe

Annexe | : Détermination de I'extrait sec total (EST), de I'exrait sec
Dégraissé (ESD), ainsi que detémeur en matiere grasse.

1- Mode opératoire :
- peser une coupelle métallique, vide, nettoyéedtéss pour un poids Mo ;
- introduire dans la coupelle, une prise d’essai dg de lait entier, pour la
détermination de 'EST ou de lait écrémé, pourdeedmination de I'ESD ;
- introduire cette coupelle dans I'étuve réglée a°CO0F 2°C, laisser la
dessiccation se poursuivre pendant 3 heures ;
- le temps écoulé, la coupelle est immédiatementdioite dans un dessiccateur,
ou celle-ci refroidit sans reprise d’humidité ;
- une fois la coupelle a température ambiante, la&rpescore une fois et on
obtient ainsi M.
2- Expression des résultats :
La valeur de 'EST ou 'ESD, exprimé@sg| de lait, est donnée par la relation

suivante :

(M1— Mo) X 1000 / V

Ou:

Mo est la masse en grammes, de la coupelle vide ;

M1 est la masse en grammes, de la coupelle et ddurépres dessiccation et
refroidissement ;

V est le volume en millilitres, de la prise d’essai.

3- Détermination de la matiere grasse :
La détermination de la teneur en matgrass€éMG) des échantillons analysés est

déterminée par I'application de la formule suivante

MG (g) = EST (9) - ESD (9).
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Annexe Il : Détermination de I'acidité titrable
Dans un bécher de 50 ml, introduire :
- 10 ml de lait;
-y ajouter 2 a 3 gouttes de phénophtaléine a 1% ;
- titrer avec une solution sodique (NaOH, N/9) a dadiune burette jusqu’au
virage au rose pale ;
- lire le volume sur la burette (en millilitre de NEQitré).
La valeur en acidité titrable exprimée en degréni@o(°D), est donnée par I'expression

suivante :

1°D = 0,1 ml de NaOH a N/9

Annexe Il : Détermination de la teneur en protéine par la méthode de
LOWRY et al (1951).

1- Solutions:

Solution alcaline A :

= S0UAE 0,1 N Lot e e 500 ml
- Carbonate de sodium anhydre gN@&%3)........ccooviiiiiiii i, 10g
Solution cuivrique B
Sulfate de cuivre hydraté Cug®GH,O (0,32g/100ml)..........cccevvenennn. 2 mi
Tartrate double de Sodium et de Potassium (1g MIDO....................... 2 mi
Solution C
= S OIULION A 50 mi
= SOIULION B.. e e L M

Solution mére de BSA

N == 10 o 1153 1] 1= = (0 1] ) S 100 ml
Gamme étalon :

A partir de la solution mére de BSA, des dilutiosent préparées suivant le tableau

ci-dessous:
Concentration en BSA pg/mi 0 10 25 50 75 100
Solution mére de BSA (ul) 0 100 250 500 750 1000

Eau distillée (pl) 1000 | 900| 750| 500 250 O
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2- Méthode
- Prendre 1 ml d’échantillon contenant 100 ug degimets au maximum et 25 ug
au minimum ;
- ajouter 5 ml de solution C et mélanger ;
- laisser 10 mn a température ambiante ;
- ajouter 0,5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu ;
- laisser 30 mn a I'obscurité ;
- lirelaDO a 750 nm;
3- Expression des résultats
Une courbe étalon est tracée en podant’axe des abscisses, les concentrations en
BSA des dilutions (gamme étalon) préalablementamégs et sur I'axe des ordonnées, les DO
mesurees respectivement pour chaque dilution.
La concentration en protéines inconduest déterminée a partir de cette courbe par
projection sur I'axe des abscisses.
Annexe |V : Détermination de la teneur en lactose
1-Solutions :

Solution aqueuse d’hexacyanoferrate Il de potagsn hydraté :

A ==Y (1) e 2 1) TR OO 1509

== 1O 153 1] =T (01 ) S £ 0 1010 40
Solution aqueuse d’acétate de zinc hydraté :

= (ZN(CHCOO), 2Hy0) .. ittt e e e e e e e e e aaaaens 300g

== Lo TS 1] =T (o 1] o) PP 10 00] 1]
Solution cuivrique :

- sulfate de cuivre Il hydraté (CuS6H,0) a 4% 5P/V...oo v, 409

- acide sulfurique (@)= 1,83).....c.coiiiiiiiis i 2ml

- eaU diStIllEE (OSP) .- v evveereiiiieiiis i e e e eeneee ... 1000M
Solution tartro-alcaline :

- tartre double de sodium et de potasghanK (HsC40¢), 4H0).................. 200g

- hydroxyde de sodium (NaOH)..........cooiiis i 1509

- eaU AiStIllEE (OSP).cu v vveereiiiiieiie s i e e e e eeneee ... 1000M

Solution étalon lactose :
= (03 1 1= PP ¢ |
- eaU AiStIllEE (OSP).cvvrereeriiir ceeie e i e e e e e e e e 122 2000M
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2-mode opératoire :

Défécation :
Dans une fiole jaugée de 50 ml, introduirecessivement :
- 5ml de lait ;
- 0,4ml de solution d’hexacyanoferratedlgbtassium, agiter ;
- 0,4ml de solution d’acétate de zinc, exgit
- compléter au trait de jauge avec de I'diatillée tout en mélangeant ;
- ajouter 0,4ml d’eau distillée pour tecmmpte du volume du précipité, agiter ;
- laisser reposer 15min puis filtrer ;

- introduire ce filtre (solution S) danseupurette.

Réduction de la liqueur de Fehling :
Dans une fiole Erlen Meyer, introduire :
-10ml de solution cuivrique ;
-10ml de solution tartro-alcaline ;
- agiter et porter a ébullition ;
- verser ensuite goutte a goutte le filsalution S) a I'aide d’'une burette en
maintenant a I'ébullition jusqu’a I'appaoit d'un précipité rouge brique ;

- lire le volume sur la burette (chute de buretteit, ¥, en ml.
Etalonnage de liqueur de Fehling :
L’étalonnage est fait a l'aide d'une solutiétalon de lactose de concentration
C1 = 5gl/l. Elle correspond a une chute de bureftén¥).

3- Expression des résultats

La concentration en lactose inconnueédSt donnée par la relation suivante :

C2:(C1XV2/V1)xd

Ou d est le coefficient de dilution.



Annexe

Annexe V : Détermination de la teneur en vitamine (bar la méthode au
2-6- DCPIP

1-Solutions :
Solution de 2-6- dichlorophénol-indo-phénol & 0,08/1 :

- selde sodium du 2-6-DCPIP ......ciiiiiii e e e e e 0,05¢
- bicarbonate de Sodium ..o 0,02 g
- eaudistillée chaude .............ccooiiii i 2. 300 M
- eau distillée froide (QSP)... evverreeiiiiiieiieiiieiiie e e e eneeen 708

- filtrer

Solution d’acide ascorbique
- ACIAE ASCOIDIQUE. .. ...t e e 0,04 ¢

- eaUu diStillée (OSP)...cveere et ei it e e e e e e e e 1000l M

2-mode opératoire :
Dans un bécher de 10 ml, introduire :
- 1ml d’échantillon ;
- ajouter 200 pl d’acide acétique glacial (99 a 1Q0®e€langer ;
- verser, goutte a goutte la solution de 2-6- DCPIBide d’'une burette, jusqu'a
I'apparition d’une coloration rose pale persistante
- lire le volume sur la burette (chute de burettei, &, (ml)

4- Etalonnage de la solution d’acide ascorbique
L’étalonnage de la solution d’acide ascorbiquefaista I'aide d’'une solution étalon de
concentration connue;& 0,04 g/l. Elle correspond a une chute de bukétienl).

5- Expression des résultats

La teneur en vitamine C gCexprimée en mg/l, est donnée par la relationasue :

Cz = (C]_X V2/ V]_) X 1000




Annexe

Annexe VI : Electrophorése en conditions non diss@ntes et non

dénaturantes (PAGE-native)

Solution d’acrylamide (A)

= ACTYIAMIAR. e e 369
- BiSACIYlamide. .. ..t e 1g
- BAUISHIIEE ... 100 ml

Tampon de gel (B)
- BAUISHIIBE. ..o 100 ml
Ajuster a pH 8,9 avec HCI 4N

Tampon d’électrode :
m GIYCINE e 0,58 g
= BAUISHIIEE. ... 200 mi
Ajuster a pH 8,3 avec du Tris
Tampon d’échantillon :

- Tampondugel (B)....coovviiiiiiiiiiii 222, 100

= BAUISHIIEE ... 700 pl
L €11 Y(o=T (0] IRoT 0 S PPPPPRR 200 pl
- Bleu de bromophénol ..o, une tete d’aifp

Electrophorese :
Préparation du gel T = 12% et 2,7%

= SOIULION (A e et e e 3,25 mi
e 1] 1110 o T (= ) Tt - 0 1 ¢ |
- BAUISHIIBE. ..o 1,68 ml

Dégazer le mélange pendant 2 mn maximum
= U TEMED ... .ot it d0
- Solution de persulfate d’ammonium 10%0.......ceuemmeeeeeeeeeeeieeeeeiiiriinnn 75 ul

Couler et mettre le peigne immeédiatement



Dépot d’échantillon : 10 a 20 pl

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

Annexe

Annexe VIl : Electrophorese en présence de SDS et @-mercaptoéthanol

(PAGE-SDS)

Solution :

Solution d’acrylamide (A) :

= ACIYIAMIAE e
- Bisacrylamide. ...

- Baudistille. .. ..o

Tampon de gel de séparation (S) :

- Baudistill@e. .. ..o

Ajuster a pH 8,8 avec HCI 4N

Tampon de gel de concentration (C)

- Eau distillée
Ajuster a pH 6,8 avec du HCI 4N

Tampon d’électrode

- Glycine

- Eau distillée
Ajuster a pH 8,3 avec du Tris

Tampon d’échantillon
- Solution (C)
- Eau distillée

SIS (L0U) .t e
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- 2-mercaptoéthanol..............c.cooei i e e e e, D0

Dissoudre 1 mg de protéines lyophilisées dans 8@@ ge tampon chauffage a 100°C
pendant 4 a 5 mn puis refroidir dans un bain dfeaide.
Ajouter 200 pl d’'une solution de Glycérol 50% (V/&t)quelques grains de bleu de
bromophénol.
Solution de fixation
N == 10 o 153 1] L=< (0 1< ) S 100 ml
Solution de coloration
- Bleu de coomassie R250..........coociiiiiiiiiiiiiici e @5
= MEhANOL. ... 100 ml
- BAUISHIIEE. ..o 100 ml

Solution de décoloration

Y 2 Y [0 [T T = 1[0 1 37,5 ml

= BAUISHIIEE. ... 312,5ml

= MEhANOL. ... 150 ml
Solution de persulfate d’'ammonium

- Persulfate d’ammoniUum..........cooie i 0,19

R == 10 I 153 1] =T (0 1< ) 1mi
Electrophorese

Préparation du gel de séparation T =17% et 2,7%

= SOIULION (A et et e e e e e 4,6 ml
= SOIULION (S) et iin i e e e 2,51 ml
= BAUISHIIEE. ..o 2,73 ml

Dégazer le mélange pendant 2 mn maximum
S 15 1 T (0L P 0 O N 01
- Persulfate d’ammonium 1090...........cooveees e eeeerrnniaae e e e e e e e eeeeeeeeeeeanen b

Couler a environ 1,5 cm du sommet de la plaque
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Préparation du gel de concentration : T =4,8% et G 2,7%

= SOIULION (A e et e e e e e 1,3 ml
= SOMULION (C) ettt e 2,5ml
- BAUISHIIBE. ..o 5,8 ml

= SIS L00. ittt e e e e e e e e e e e e———— 100 pl
= U TEMED ... .ot 220
- Persulfate d’ammonium & 1090............coviiceeeeeereiiiiieiee e ee e e e e e e e Qu

Couler immédiatement sur le gel de séparationiptrigduire le peigne

Dépot d’échantillon : 10 a 20 pl

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

Annexe VIl : Electrophorese en présence d’'urée ale 2-mercaptoéthanol
(PAGE-urée)

Solution :
Tampon de gel de séparation (S) :
= BAUISHIIEE. ..o 100 ml

Ajuster a pH 8,8 avec du HCI 4N
Tampon de gel de concentration (C) :

- BaU ISt .. .o e 100 ml

Ajuster a pH 6,8 avec du HCI 4N



Tampon d’électrode

GlYCIN . e

Bau distill@e. ..o e

Ajuster a pH 8,3 avec du Tris

Tampon d’échantillon

SOIULION (C).nnir i i e e

2-mercaptoethanol...........coooeii i
€11 o= (0] IR0

Bleu de bromophénol..............cccooiiii i

Dissoudre 1 mg de protéines lyophilisées dans Engledtampon

Electrophorese :

Préparation du gel de séparation T =13% et 2,7%

Annexe

ACTY M. .. et e e e e e 1,26 g
Bisacrylamide. ..o e 20,04 0
U B ittt e e et e e e e e e e 2449
Y0 ] 10110 TN (5 10 mi

Dégazer le mélange 2 mn

TEMED ... ..ot 30
Solution de persulfate d’ammonium 109%.......coccceeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiee e eeeeeeen, 75 ul

Couler a environ 1,5 cm du sommet de la plague

Préparation du gel de concentration : T=4% et C 2,7%
ACTYIamide ... e e en.2.0,38 O
BisSaCrylamide. .. ... oo 0,01¢g
U B ittt e e et e e e e e e e 0,59
Y0 01 1o o 1N () PP 10 ml

Dégazer le mélange pendant 2 mn



- Solution de persulfate d’ammonium 10%

Dépot d’échantillon : 10 a 20 pl

Mise sous tension 20 mA, 250 V

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

Décoloration : dans la solution de décoloration

Annexe



