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Résumé

Le lait bovin est tres pris en Algérie, afin de répondre aux besoins de la population qui ne
cesse d’augmenter et qui consomme le lait a I’état frais ou transformé nombreuses sont les
industriels qui transforme le lait en produit dérivés surtout le fromage. Pour ce dernier cas, il
est établi que seuls les laits possédant la caséine asl exprimée avec fort pourcentage

pourraient donner lieu a la fabrication de fromages.

Pour cela nous avons mené une étude qui vise dans un premier temps a évaluer la quantité de
cas¢ine produite dans ces laits de 1’Ouest Algérien. Les résultats obtenus montrent que la
fraction de caséine était plus élevée en printemps (80.52%) qui coincide avec la période de

forte lactation contre 79.75% pour le lait de I’hiver.

Dans un deuxiéme temps, nous avons procédé a I’isolement et a la caractérisation des
caséines. Pour cela nous avons utilisé la précipitation a pH isoélectrique des caséines (pH
4.6). les fractions ont été ensuite controlées par ¢électrophorese sur gel de polyacrylamide en
présence d’urée. Les profiles électrophorétiques résultants ont permis d’identifier la présence
de 04 bandes qui correspondent aux caséines asl, as2, B et K caséine. La quantification de ces
derniéres a mis en évidence certaines différences entre les laits obtenus durant les deux

saisons ou la caséine asl était plus importante en printemps 41.10% contre 38.80% en hiver.
L’utilisation de la PAGE-urée est plus adaptée pour 1’étude des profils de caséines.

Mots clés : lait cru, saison, casé€ines, €¢lectrophorese.



Abstact

The cattle milk is very busy in Algeria, in order to meet the needs of the population which is
constantly increasing and who consumes the milk in the fresh state or transformed many are
the manufacturers who transforms the milk products derived mainly cheese. For the latter
case, it established that only milks possessing asl casein expressed with a high percentage

could give rise to the manufacture of cheeses.

For that, we conducted a study, which aims at first to evaluate the amount of casein produced
in these milks of western Algeria. The results obtained show that the casein fraction was
higher in spring (80.52%) which coincides with the period of high lactation against 79.75%

for winter milk.

In a second step, we proceeded to the isolation and the characterization of the caseins. For
this, we used the isoelectric pH precipitation of caseins (pH 4.6). The fractions were
monitored by polyacrylamide gel electrophoresis in the presence of urea. The resulting
electrophoretic profiles made it possible to identify the presence of 04 bands, which
correspond to the caseins asl, as2, B and K casein. The quantification of the latter showed
some differences between the milks obtained during the two seasons when casein asl was

greater in spring 41.10% against 38.80% in winter.
The use of PAGE-urea is more suitable for the study of casein profiles.

Key words: raw milk, season, caseins, electrophoresis.



RAL

Ol Al 5 ) ey 35 A Sl clala) 4l Jal e @iy e i 3al D) S a) cula ¢
(o) Aala aie el cilatia I sl Jaad 3 drieaall S A (e el Jsae gl da e Al gyl
o) et Alla 8 Qi) g Gy gs 1 o)\ @l o3 calall o

A el e (e L) A el ey (383 sm sl (KD AaS ai ) Aol 3 Caagt Al 5o Ly el Gl
Y 5 5 ae el 3 535 (780.52) a8 el il o S duaS o Lgdle Jpeandl a3 i) el

S o i il Calall 2l 779,75 e slall S

Al 0V e pH isoélectrique cams i Leadind 13gd cp S Cana 615 J e A Lo b Al 5 pladll 8
LSl Cdan L sl 3 5a 5 S polyacrylamide (SbeS) dand gl aY) aa ) 23 0 (4.6 s oued

el K casein sos] ¢ as2 ¢ <l S ae 38 6 cliag 04 2 5a 5 wass (Saad) (e @lld (e dailil) oy 5eS)
& oS al sl OIS Ladie Cpam sall PUA aile Jguanl) & 53 Culall G CUSEAY) (a5 oS Jolail
LS 8738.80 Jiae 741.10 gn

LS pailiad Al Al 4D ST PAGE-urea ol

lectrophorése ¢« (Sl ¢ puisall ¢ z 5l Culal) sdzalibal) cilalg)



Sommaire

Remerciement
Dédicace

Liste des tableaux

Résumé
Premiére partie: Partie bibliographique
Introduction @ENErale............ovuiiiiiii i e 01
Chapitre I: LAIT DU VACHE
1 Ja composition du 1ait ..o 02
2. Structure et propriété générale des constituants du lait....................ooii 03
0 Y | 03
2\ B8 1) (o 11 04
2.3 Les GIUCIARS. ... euuieie e 05
P I\ X1 1o (o VA0 (o RPN 05
2 .5 MaAtICres SAIMNES ....ececvvieeiiieeiieeeiieeeiee et et e et e e e et e e s tee e saeeeeeseeeesseeensnas 06
B T VA 1 11 011 0 U 06
2.7 BNZYIMNES ..ttt et e e 06
3. Les propriétés physico-chimiques de lait...............coooviiiiiiiiiiiii ., 06
3.1 Ladensité de lait ......ooeeinii i 06
3.2 Point de congélation...........oouiuiiniitiit e 07
3.4 Point d’€bullition.........o.oieiiiii 07
35 ACIAItE du lait .o 07
4. Facteurs de variations de la composition du lait...................coociiiiii. 08
4.1Influence de la race. . ... ..o.vvuieiii i 08

4.2 TAUX PIOLEIQUE .. neeneentett et ettt et et et e et e e e e e e e eeeaan 08



T 0 211 @ 01017 8 1o | L 08

4.4 Teneur €N MINETAUX .. ....vuuenuentntt ettt ettt et et enaeeeneaaens 08

4.5 Influence de PAgE ......ovviieiiiii i 08
4.6 Influence de I’état de santé ............cooiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 08
4.7Influence de ’alimentation .............ccocceeriiiiiiiiiiiiene e 09

Chapitre II: LES CASEINES

L T 1 1 10
L1 Lacaséine ST ... e e 10
L2 LA cas€ine S2 .....enieii et 10
1.3 Protéines de 1actoSEIUM .......cooviriiiiiiiiiiiiieieete s eeeneenes 11

AP INTOIETANCE. . ...t 11
2.1 L8S CASCINES. .. ettt et e et e 12
3. Les protéines du lait de vache .............ccooiiiiiiiiiiiii e 12
R B BT o T P 12
3.2 La béta-lactoglobuline (BLG)........ccooeiiiiiiiiiii e, 12

3.3 L albumine SETIQUE .. .vouuenieneitt ettt e 13

3.4 Les iImmunoglobulines ..........couiiiiiiiiiiiii e 13

3.5 Lalactoferrine .....oouiiei i e 13

3.0 L JaCtOSe ottt e 13

4. Description et composition psycho-chimique de la micelle........................... 14

O BN 0TI T T A o) 40 0] 4 <] 1< 14



4.2 JaMICEIIE ..o 15

43, Action dupH ..o 15
4.4. Action de 1a température ..............cooeiiiiiiiiiiii 16
4.5. ACtion deS ENZYIMES ....vvintiitte ettt et e a e et e e i e aaeeaens 17

Chapitre I11: Les Méthodes De Séparation

L Y Tt (0] o) 1 ) 19
1.2. La technique SDS-PAGE .......coooiiiiiieieeee et 19
1.3 .Latechnique PAGE ... ..o 19
1.4. La technique Acide —PAGE ..., 20

2. La Chromatographi€. . .......oouiiniieiit ittt et et ea s 20
2.1. Définition de la chromatographie ................coooiiiiiiiiiiiiii i, 20
2 .2 Les différents types de chromatographie.............c..cooeiiiiiiiiiiiiiin.. 20

3. Optimisation d'une méthode chromatographique....................oceviiiinn.n 21
3.1Facteur de résolution en chromatographie.................c.ocooiiiiiiii 21
3 .1.2Polarité des colonnes de CPG............cooiiiiiiiiiiiiiii e 21
3.1.3LNnjecteur de CPGu. .o 21

4. Chromatographie sur couche mince..............cooeviiiiiiiiiiii i, 21

4.1 Dosage par la méthode de normalisation interne..................c..ccoeeeee. 21

4.2Les grandeurs de rétention. ..........oevviviiiiiiiiieeineeneeiieniieenieeenieeenenne 21
4.3Dosage par €talonnage INterNe. ........vvveerueeenieeeeieeieeieeaieeenneannns 21
4.4Dosage par €talonnage eXteINe. ......o.veurtirrenteineetereaeeireaneeeennnn. 22

4.5Efficacité des colonnes de chromatographie.................ccoovviiinn.n 22



4.6Dosage par chromatographie.............ocoviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeaen,
4.7Dosage par la méthode des ajouts dosé€s............cooviiiiiiiiiiiiiian.n. 22
5. Chromatographie de partage...........coevuivuiiiiiiiiiiiiei e, 22
6. La chromatographie d'exclusion...............cooooiiiiiiiiiiiii, 22
7 .La chromatographie d'échange d'ion...............c.ooiiiiiiiiiiiiiii e 22
8. Chromatographie d’adsorption .............ooeiiiiiiiiiiiiii i 22
Deuxieme partie: Partie expérimentale
I. Matériels et méthodes
L.Larégion d’étude .....o.ovniiiii i 23
2. MALETICLS ettt 23
R Y E:1 8 1 (o 0] 15111 () (P PR 23
2.2 Appareillage ..o 23
2.3 Petite materiels ........ooeoiiiiii 24
2.4 Produit chimique et réactifs ..............ooooiiiiiiiii 24
3. Méthodes d’analyse .........c.ooriiiniiiii i e, 24
3.1 Collecte dulait .....oeeeeii i, 24
3 .2 Isolement des protéines du lait ................ooooiiiiiiiiiiiii 25
B2 T BECrémage ..ot e 25
3 .2.2 Séparation des cas€ines du lait ...............coooiiiiiii, 25
4. EleCtrophOreSe. ... uvi ittt 25
4.1 Principe @énéral ..........cooiiiiiiiiiiiii i 25
4 .2 Electrophorése sur gel de polyacrylamides.............................. 26

4. 3 Conduite de I’électrophorese ...........coovviiiiiiiiiiiiiii i,



4 4FElectrophorése en présence d’urée et de 2- mercaptoéthanol

4.5 Révélation des bandes de migration électrophoritique .................. 27

= FIXALION . e 27

- 12 ColoTation ......oiee i e 27

- ladécoloration .........c.ooiiiiiii e 27

Résultats et Discussions

1. Evaluation de la qualité biochimique ...............c.cciiiiiiiiiii e 28
L1 TAUX DULYTEUX .ottt ittt et et et e e e et e e e e et e e e e e aaeanaens 28
L I 10D o) 0] 3 o | T 29
1.3 TAUX d@ CASEINE ....venetteet ettt e 29
2. Analyse électrophorétique des caséines totales ..............ccooeiiiiiiiiiinnnn.. 30
31

2.1 Quantification des fractions de caséines

Conclusion









Liste des tableaux

Tableau 1 : Composition moyenne du lait de différentes especes :(Lebeuf y.et al.,
2002) (p2)

Tableau 2 : Composition du lait de vache et du lait humain :( Lebeuf Y.et al. 2002).
(2)

Tableau 3 : décrit la composition générale du lait de vache. Constituants, mineurs ;

enzymes, vitamines, pigments, cellules diverses, gaz (CAROLOME ,L.,2010).(p3)
Tableau 4 : modification chimique des laits en cas de mammites /composition en g/l
(LUQUET ,1985).(p9)

Tableau 5 : classification des protéines (p11)

Tableau 6 : classification de protéine de lactosérum. (p11)

Tableau 7 : composition chimique moyenne des analysés durant les saisons d’hiver et

de printemps. (p28)



Partie bibliographique



Chapitre 01: lait de vache
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Introduction

Le lait destiné a 1’alimentation humaine a ét¢ défini en 1909 par le congres international de la
répression des fraudes : le lait est le produit intégral de la traite totale et ininterrompue d’une
femelle laitiére bien portante, et bien nourrie et non surmenée .il doit étre recueilli proprement

et ne contenir de colostrum.

La dénomination lait, sans indication de I’espéce animale de provenance est réservée au lait

de vache

Tout lait provenant d’une femelle laitiere autre que la vache doit étre désigner par la
dénomination lait suivie de I’indication de I’espéce animale dont il provient, exemple : lait de

brebis de chévre et lait de femme

Le dictionnaire de terminologie de F .I .L (fédération international de laiterie), (IDF, 1983)
définit ainsi le lait en 1983 : le produit de la sécrétion mammaire normale obtenu par une ou

plusieurs traites, sans aucune addition ou sous traction.

Selon LUQUET .F.M ; 1985 ne peut étre considéré comme lait propre a la consommation

humaine :-le lait d’animaux atteint de maladie

-Le lait color¢, malpropre ou malodorant

- le lait provenant d’une traite opérée

Le lait d’origine animal peut jouer un réle important dans I’alimentation des enfants dans la
population, ne bénéficiant que d’un tres faible apport en lipides et ayant un acces limité aux

autres aliments d’origine animale.

L’espece de I’animal laitier, la race, I’age et I’alimentation, ainsi que le stade de lactation, la
parité (le nombre de parturitions) le systéme d’ exploitation I’environnement physique et la
saison influencent la couleur, la saveur et la composition du lait et permettent de produire une

variété de produits laitiers
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1. La composition de lait

Le lait est le produit des sécrétions mammaires de mammiferes. Ainsi, on retrouve différents

types de lait destinés a alimenter le nourrisson.

La composition du lait varie selon les espéces animales mais aussi selon différents facteurs

tels que I’individualité, la race, la période de lactation, I’alimentation, la saison, I’age.

En régle générale, 1’eau est le constituant principal du lait. La proportion des autres
constituants varie selon les espéces. (Centre d’information et de Recherche sur les

Intolérances et ’Hygiene Alimentaire 2000).

Tableau 1 : Composition moyenne du lait de différentes especes :(Lebeuf y.et al., 2002)

Animaux Eau (%) | Matiéres Glucides (%) Minéraux
Protéines (%) grasses (%)
Vache 87,5 33 33 4,7 0,7
Chevre 87.0 2,9 3,8 0,9
87,0
Brebis 81,5 5,3 7,4 4,8 1,0
Chamelle 87,6 | 3,0 5.4 3.3 0,7
Jument 88 ,9 2,5 1,9 6,2 0,5

Dans 1’alimentation du nouveau-né et du jeune enfant, deux types de laits sont prédominants,
le lait humain et les laits adaptés, qui sont la seule source de nourriture du nourrisson avant la
diversification alimentaire. Le tableau 2 permet d’observer les différences de composition

entre le lait de vache et le lait maternel.

Tableau 2 : Composition du lait de vache et du lait humain :( Lebeuf Y.et al. 2002)

Nutriment Vache Humain 100

Protéines (g) 3,3 1,0

caséines 2,7(82%) 0,6(60%)

lactosérum 0.6 (18%) 0,4(40%)

Matieres grasse (g) 3,3 4,4

Lactose (g) 4,7 4,7 6,9

Minéraux (mg) 0,7 02

Calcium (mg) 119 32
Phosphore (mg) 93 14
Magnésium (mg) 13 3
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Potassium (mg) 152 51
vitamines

Riboflavines (mg) 0,16 0,04
Vit B 12 (ug) 0,36 0,04

Ce tableau permet de constater que la proportion de chaque constituant est différente dans les

deux laits. La quantité de protéines est supérieure dans le lait de vache alors que le lactose se

retrouve en plus grande quantité dans le lait humain.

Tableau 3 : décrit la composition générale du lait de vache. Constituants, mineurs ;

enzymes, vitamines, pigments, cellules diverses, gaz (CAROLOME ,L,2010)

Constituants majeurs Variations limites% Valeur moyenne%
eau 85.5-89.5 87.5

Matiere grasse 2.4-5.5 3.7

Protéine 2.9-5.0 3.2

glucides 3.6-5.5 4.6

minéraux 0.7-0.9 0.8

2. Structure et propriété générale des constituants du lait

2.1. Eau

L’eau est le constituant le plus important du lait, en proportion .la présence d’un dipdle et

doublets d’¢lectrons lui confeére un caractére polaire .Ce caractére polaire est ce qui lui permet

de former une solution varie avec les substances polaire telles que les glucides, les minéraux

et une solution colloidale avec les protéines hydrophiles du sérum. Puisque la matiére grasse

possedent un caractere non polaire, elles se dissoudre et formeront une émulsion du type huile

dans I’eau, il en est de méme pour les micelles de caséines qui formeront une suspension

colloidale puisqu’elles sont solides (GRAPPIN R.et RJEUNET, 1995).

2.2 Matiére grasse

Les matieres grasses sont présentes dans le lait sous forme d’une émulsion de globules gras de

1 a 8 micrométre de diameétre.
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La taille des globules dépend a la fois des facteurs génétiques et de la technologie de la traite.
Les laits du début de lactation tendent a contenir des globules plus gras que ceux de fin de

lactation

La traite mécanique augmente le fractionnement des lipides du lait en diminuant leurs tailles
et en augmentant leur nombre, I’homogénéisation réduit considérablement la dimension des

globules.
La teneur en matiere grasse du lait est appelée taux (TB). (HOLDEN et COULON ,1991)
Les lipides du lait sont constituées de :

-98% de triglycérides.

-1% de phospholipides

-1% de stérols (cholestérols), tocophérol et vitamines liposolubles.

-Les acides gras du lait sont tres variés, le lait contient :-les acides gras a chaine courte
de C4 a C8 (C4 3%, C6 3,5% et C8 1%)

-Les acides gras a chaine moyenne de C8 a C14 (C8 1%, C10 3%, C 12 3% et C14
9%)

-les acides gras a chaine longue de C16 a C18 (C16 25% a30% et surtout C18 40% a
48%)

L’origine des acides gras est double :

Les acides gras dont la chaine carbonée contient de 4 a 12 atomes de carbones sont
synthétisés par la mamelle a partir de précurseurs sanguins : [’acétate et le butyrate d’origine
ruminée. Ces acides gras sont plus abondants dans le lait ruminants que dans le lait des

monogastrique.

Les acides gras dont la chaine carbonée contient 18 (et plus) atomes de carbones sont
directement prélevés dans le plasma sanguin, ils proviennent de I’alimentation, des réserves

adipeuses ou d’une synthése dans d’autre tissus que la mamelle.

Les acides gras a 14 et 16 atomes de carbones qui proviennent soit d’une synthése par la

mamelle, soit d’un prélévement dans le flux sanguin.
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La teneur en acides gras insaturés est faible dans le lait de ruminant et moyenne dans le lait
des monogastrique. Egalement le lait de ruminants est pauvre en acides gras essentiels par

rapport au lait des monogastriques. (HOLFEN et COILON ; 1991)
2.3. les Glucides

Le lactose est quasiment le seul glucide du lait de vache et représente 99%des Glucides du
lait. La teneur en lactose augmente avec le cycle de lactation, la valeur moyenne se situant
entre 48 et 50 g/l dans le lait de vache ; il est fabriqué a partir d’une combinaison entre la

molécule de glucose et la molécule de galactose.

Cependant, d’autres glucides sont présentés dans le lait de vache par un classement basé sur

leur polarité électrique (HOLDEN et COULON ; 1991 ; KUZDZAL. Et al ,1990)

¢ glucides neutres : lactose (composé majeur), glucose 70mg/1 et galactose 20mg/1.

e glucides azotés : N - acétyllucaosamine (sous forme de trace)
N- acétyllactosamine (sous forme de trace)

e glucides azotés acides : acide N-acétylneuramique ou acide sialique (sous forme de

trace).
2.4. Matiéres azotés

Les protéines du lait représentent 95% des maticres azotées totales du lait (UNDERWOODE
J.et SUTTLEN ,1999) .Ies restants sont des constitués :

e d’acides aminés libres et de petits peptides.
e d’azote non protéique, essentiellement de I'urée (0,3 a 0,4 g/l) mais aussi de la
créatine de I’acide urique.

* les protéines du lait sont constituées de 80%de caséines.
2.5. Matieres salines

Elles sont présentées sous forme de phosphate de citrate et de chlorure de potassium, de
calcium, de magnésium, leur intérét est surtout diététique ; le lait est une excellente source de

magnésium et de phosphate (GOURSAUD J.1985 dans LUQUET ; 1980).

2.6. Vitamines
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Le lait contient différentes vitamines :

¢ [es vitamines liposolubles A, D3 et E. leur teneur dépend de 1’alimentation.
¢ les vitamines hydrosolubles B1, B2, ces vitamines sont synthétisées par les bactéries

du rumen chez les ruminants. (ABDEL A, 1981)
2.7. Enzymes

Le lait contient principalement trois groupes d’enzymes ; les hydrolases .les déshydrogénases

et les oxygénases.

Les deux principaux facteurs qui influent sur l’activité enzymatique sont le Ph et la
température .En effet, chaque enzyme posséde un Ph et une température d’activité maximale

(AMIOT J .2001)
3. Les propriétés physico-chimiques de lait
3.1. La densité du lait

La densité de lait a 15C° varie de 1.028 a 1.035 pour une moyenne de 1.032 chacun des
constituants agit sur la densité du lait. On sait que la creme a 35 %p possede une densité de
0,996 et le lait écrémé une densité de 1.036 .Etant donné que la matiére grasse est le seul
constituant qui possede une densité inférieure a 1, plus un lait ou un produit laitier contient
un pourcentage élevé en matiere grasses, plus sa densité sera basse . De plus, les solides nos
gras ont une densité supérieure a 1. Par conséquent, plus le teneur en solides non gras est
élevé, plus la densité du produit laitier sera élevée, donc un écrémage du lait augmentera sa
densit¢ et qu’un mouillage ou une addition d’eau la diminuera (CAROLE L.

VINGOLA.2010).

3.2. Point de congélation

Le point de congélation du lait est 1égerement inférieur a celui de I’eau puisque la présence
de solides solubilisés abaisse le point de congélation .Il peut varier de -0.555C°a -0.575C°
avec une moyenne a -0.555. Un point de congélation supérieur a -0 .530C° permet de

soupconner une addition d’eau au lait. (CAROLE .VIGNOLA ,2010)

3.3. Point d’ébullition
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On définit le point d’ébullition comme la température atteinte lorsque la pression de vapeur de

la substance ou de la solution est égale a la pression appliquée.
Le point d’ébullition du lait subit I’influence de la présence des solides solubilisés.

Il est également supérieur au point d’ébullition de I’eau, soit 100.5C°.Cette  propriété
physique diminue avec la pression, on applique ce principe dans les procédés de concentration

de lait. (FOURNIER S.2000)
3.4. Acidité du lait

D¢s sa sortie du pis de la vache, la lait démontre une certaine acidité , cette acidité est due
principalement a la présence de protéines ,surtout les caséines et la lactalbumine, de
substances minérales telles que les phosphates et le Co2,et d’acides organiques, et le plus

souvent I’acide lactique

L’acidité titrable est exprimée en degré doronic (D°) :1D correspond a 0,1g de 1’acide lactique

par litre N/9 des composants acides de lait en présence de la phénolphtaléine

Dans le lait frais, PH étant le PH étant neutre (par exemple 18D°) ne signifie pas qu’il ya
1,8g d’acides pouvant réagir sur la soude, cette valeur rend compte de I’acidité naturelle du

lait frais, qui est liée a la richesse en matiere seche (LEVECQUE P1997)

4. Facteurs de variations de la composition du lait
4.1. Influence de la race

Le type génétique a une influence sur la composition du lai notamment le taux protéique,

taux butyrique, ainsi la teneur en minéraux (LUQUET, 1985)

4.2 Taux protéique
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L’¢écart du taux azoté est de 2.2 pour 1000 entre francaises frisonnes et normandes et de

1.9 pour 1000 entre Holstein et francaises frisonnes (LUQUAT ,1985)
4.3 Taux butyrique

Le taux butyrique des normandes est supérieur a celui des frangaises frisonnes d’environ
3g pour 1000 et celui des frangaises frisonnes a celui des Holstein de prés de 2g pour 1000

(LUQUET, 1985).
4.4 Teneur en minéraux

Selon la race, les laits seront plus au moins riches en tel ou tel ¢lément : chez jersey le lait
est riche en Ca que celui de la frisonne ou Montbéliard, lui-méme riche en K. le lait de la
frisonne est riche en ¢lément solubles dans I’eau tels que K, Na et Cl, ce fait est moins riche

en protéines et en matieres grasse que celui des jersiaises (LUQUET, 1985).
4.5Influence de I’age

La production laitiere augment durant les premiers lactations et atteint le plus souvent son

maximum a la quatriéme et cinquiéme lactation.

A L’opposé de la production du lait, le taux butyreux est relativement stable avec 1’age.
(LAUSANNE ; 1969, CRAPLET et AUDAL ; 1983)
4.6 Influence de I’état de santé

La mammite est une inflammation d’un ou plusieurs quartiers de la mamelle due a la

présence d’un ou de plusieurs types de microorganismes pathogenes.
Une mammite provoque un trouble de la sécrétion lactée, plus la mammite n’est grave,
Plus la composition du lait se rapproche de celle du plasma sanguin.

La mamelle 1ésée se comporte comme un orange d’élimination, il y a diminution des

molécules élaborées et augmentation des molécules filtrées.
Tableau 4 : modification chimique des laits en cas de mammites /composition en g/l

(LUQUET ,1985).
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composants lait normal Modification apportée
Lactose 48 Diminution

Protéines solubles 6.5 augmentation

Caséines 27 Diminution

Lipides totaux 38.5 Diminution

Matiére minérale 7.5 augmentation

4.7. Influence de I’alimentation

Un animal insuffisamment nourri verra sa production laitiere diminuer rapidement et son
organisme affaibli ; alors qu’un animal suralimenté engraissera et souffrira des troubles

digestifs qui auront finalement pour effet ’entraver la sécrétion laiticre.

Certains aliments ou ration alimentaires ont une influence propre sur la production et la
composition du lait, les ensilages des mais permettent de produire un lait plus riche en

matieres grasse et en protéines que les rations a base de foin et ensilage d’herbes.

Durant 1’été, on assiste souvent a une chute importante de la production laiticre et du taux

protéique en raison d’une herbe insuffisante en quantité et en qualité.

Certains aliments peuvent communiquer au lait des défauts organoleptiques, c’est le cas de
la moutarde, des choux, des navets, de I’ail, des résidus industriels .pulpes ou déchets
fermentés qui peuvent provoquer des troubles digestifs chez 1’enfant qui consomme ce lait

directement (HOLDEN ,1991).
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INTRODUCTION

Le lait est I’aliment le plus consommé dans le monde .En effet la production
laitiere mondiale en 2012 se chiffrait a 632 .6 millions de tonnes avec une réparation
hétérogene entre les continents, I’ Asie en premier lieu 27,55% contre 4,71 % pour

I’ Afrique (CNIEL ,2002).

L’ Algérie, répertoriée mondialement comme étant le deuxiéme importateur de lait et
produits laitiers (ABDELDJALI M. C.et al, 2005), n’a jamais pu satisfaire les besoins
de sa population en ce produit, malgré la succussion de plans laitiers, visant a relancer

la production laitiers.

L’ Algérie est le premier consommateur de lait au Maghreb, et se place ainsi au

troisiéme rang mondial.
En matiére d’importation de laits et produits laitiers apres L’Italie et le Mexique.

La composition du lait varie selon différent facteurs tels que L’individualité, la

race , la période de lactation , la saison , 1’age I’alimentation .

La caséines est le principale protéine du lait , elle présente prés de 80% de I’
ensemble des protéines du lait elle est constituée de plusieurs fractions caséiniques
toutes importantes dans la fabrication fromagére d ou I'intérét apporter par les

fromages a cette molécule jugée noble .



Chapitre 02: les caséines



Chapitre 02: les caséines
I E E _ E  —E—EE————

1. La caséine

La caséine est la principale protéine du lait de vache. Elle représente environ 80% des
protéines contenues dans le lait. les 20 % restants étant des protéines du sérum .les
caséines sont des polypeptides phosphorés associés surtout a des constituants
minéraux, en particulier le calcium, mais aussi le phosphate, le magnésium et le
citrate, de maniere a former des micelles de phospho-caséines de calcium .la taille
des micelles se situe entre 100 et 500 nm ,avec un diamétre moyen apre 180 nm et elle
varie principalement selon I’espéce animale .la saison et le stade de lactation. On peut

séparer trois composants.

Principaux au sein des caséines : caséine alpha caséine beta, caséine kappa chaque

fraction de caséine a un rdle bien déterminé qu’on peut citer :

1.1 La caséine S1 : c’est la protéine la plus importante en masse, elle possede 199 AA
pour 23 614 g/mol. Cette caséine est trés sensible au calcium au PH normal du lait (ph
=6,4) : quelle que soit la température et en présence de calcium on constate une
formation de flocons .Dans la micelle, la caséine aS1 est peu accessible qu’elle se

situe au cceur de la micelle masquée par d’autres casé€ines (Grippon, 1 960).

1.2 La caséine S2 : Elle représente 8 a 11 % de la micelle de caséine, possede 207
AA et 13 a 10 phosphates et son poids moléculaire estimé varie de 25150 a 253
90g/mol Grace a la présence des 2 résidus cystéine, les molécules peuvent s’associer
en dimeres qui s’agrégent entre eux par interaction électrostatiques pour former des
polyméres. par sa richesse en phosphate, elle est trés sensible au calcium, et comme
pour aSI.Elle sensible au calcium a température ambiante mais apres

déphosphorylation (expérience de ISBM).
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Nom de protéines % de protéines Nombre des AA
Caséines 75-85

Caséines 1 39-46 199

Caséines 2 8-11 207

Caséinea 25-35 20

caséinee 8-15 169

caséinea 3-7

1.3 Protéines de lactosérum : les autres protéines du lait sont présentes du lait sont

présentes dans le lactosérum, elles représentent environ 20% des protéines totales, se

retrouvent sous forme de solution colloide .les protéines sériques sont définies comme

¢tant les protéines solubles présentes dans le lactosérum suivant

Tableau 6 : classification de protéine de lactosérum.

Nom de protéine

% protéines

Nombre d’acides aminés

Protéine de lactosérum 15-22

a-lactoglubiline 7-12 162
a-lactalbumine 2-5 123
Sérum albumine 0,7-1,3 582
Immunoglobuline(G1, G2..) | 1,9-3,3

protéase-peptone 2-4

2. Propriétés générales des constituants du lait de vache, responsables d’allergie

ou d’intolérance.

Comme vu ci-dessus, lors d’une allergie alimentaire, ce sont les protéines présentes

dans I’aliment qui sont mises en cause.

Les protéines du lait de vache peuvent étre classées en deux groupes selon leur

solubilité dans ’eau et leur stabilité :

2.1 Les caséines :

Les protéines du lactosérum, les principales étant les béta- lactoglobulines suivies par

les alpha-lactoglobulines.
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Le lactose est, quant a lui, le constituant du lait responsable de 1’intolérance
alimentaire. Il se retrouve dans le lait de vache en quantit¢é moindre, mais toutefois

significative, par rapport au lait humain.
3. Les protéines du lait de vache : propriétés générales
3.1 Les caséines

Les caséines représentent 82% des protéines du lait de vache et ne se retrouvent qu’a

60% dans le lait maternel humain.
Il existe 4 types de caséines qui peuvent se regrouper sous forme de micelles :

» Les caséines al (protéines les plus abondantes dans le lait car représentent
1.environ 40% des protéines) ;

» Les caséines 02

» Les caséines 3

» L es caséines y

Les protéines du lactosérum ou petit lait (Brodeur, C., 2000), protéines sériques

(Mathieu J . ,1998) ou « whey » selon son appellation anglaise ( Wal J., 2001))

Les principales protéines du sérum sont la béta -lactoglobuline et 1’alpha-
lactalbumine. Les autres protéines du sérum sont les immunoglobulines, le sérum

albumine bovine et la lactoferrine.
3.2 La béta-lactoglobuline (BLG) et I’alpha-lactalbumine (ALA)

La B-lactoglobuline (BLG) est la protéine principale du lactosérum, elle y est présente
a 55% (Wal J., 2001 ; Lebeuf. et al., 2002 ; Bougl¢, D and Bouain, A., 2004). Une
partie de cette protéine est hydrophobe. Sa structure tertiaire a la capacité de fixer la
vitamine A et certains acides gras (Lebeuf. et al., 2002). 22% des protéines du sérum
sont constitués de 1’a-lactalbumine (ALA), une petite protéine composée d’acides

aminés et d’un cation Ca++, d’ou son appellation de métalloprotéine.

Cette protéine a une partie hydrophobe qui semble étre le site de fixation de la

galacto-tranférase (Debry G.et al., 2001).
3.3 L’albumine sérique
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Généralement appelée «Sérum Albumine Bovine (SAB)», elle représente 7% des
protéines du sérum. Contrairement a la f-lactoglobuline et 1’a-lactalbumine
directement synthétisées dans les glandes mammaires, cette protéine fait partie de
celles provenant du sang (Wal , .M., 1998b). La sérum albumine bovine, tout comme
la B-lactoglobuline, a la capacité de fixer des acides gras qui la protégeraient des
dénaturations thermiques mais a aussi la capacité de transporter des hormones, des
métabolites physiologiques ou encore des médicaments (Cayot, P.and Lorient, D.,

1998c¢).

3.4 Les immunoglobulines : Ces protéines, se présentant sous forme d’un « Y » et
jouant un role d’anticorps, constituent environ 13% des protéines du lactosérum

(Debry G. et al., 2001; Lebeuf Y. et al., 2002; Wal J., 2001 ).

Elles sont transférées du sang au lait au niveau des cellules des glandes mammaires

(Cayot, P. and Lorient, D., 1998c¢).

3.5 La lactoferrine : Cette protéine porteuse de fer représente 4% des protéines du

sérum (Lebeuf Y. et al., 2002).

3.6 Le lactose: Le lactose est un sucre n’ayant pas beaucoup d’importance
nutritionnelle pour I’adulte mais bien pour le nouveau-né lors de sa premiére année de

vie car il représente sa principale source de glucides (Vesa, T.H. et al., 2000).

On le retrouve en quantit¢ plus importante dans le lait d’origine maternelle (=
6.9g/100g) que celui d’origine bovine (= 4.7g/100g) (Bahna, S.L., 2002; Lebeuf Y.
et al., 2002).

Le lactose se trouve sous forme de liquide blanchatre en solution vraie dans le lait.

C’est un disaccharide réducteur constitué de 2 sucres en liaison o ou B (Debry G. et
al., 2001; Montalto, M. et al., 2006; Lebeuf Y. et al., 2002; Benkebil, F. and
Roulet, M., 2007).

Celui-ci est hydrolysé lors de la digestion en deux sucres simples, le glucose et le
galactose, par une enzyme présente dans le tractus digestif (au niveau du jéjunum), la
« P-galactosidase, lactase phloritzin hydrolase », appelée plus communément «

lactase» (Vesa, T.H. et al., 2000; Bahna, S.L., 2002).
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L’absence ou la faible présence de cette enzyme est responsable de 1’intolérance au

lactose.

Le lactose est donc le glucide pouvant provoquer I’intolérance selon les quantités

ingérées et la tolérance personnelle.
L’allergie est, quant a elle, provoquée par différentes protéines.

Leur allergénicité est cependant controversée et celle-ci augmente ou diminue selon le
processus appliqué aux produits. La teneur de lait en protéines est une caractéristique
essentielle de sa valeur marchande car plus le taux protéique est €levé, meilleur sera le

rendement de la transformation technologique

La matiere protéique et les caséines en particulier prennent, ainsi, de plus en plus

d’importance

Nous verrons donc quelles sont les propriétés physicochimiques de ces protéines, a
quels types de transformation sont-elles liées et comment la maitrise des facteurs de

variation peut permettre aux producteurs une meilleure valorisation du lait.

4. Description et composition psycho-chimique de la micelle
4 .1. Aspects et propriétés

La caséine est un complexe protéique phosphoré a caractére acide qui précipite dans
le lait a pH 4.6 Il s’agit d’une substance hétérogéne en raison de la constance de sa

composition élémentaire.

4.1 .l1a micelle
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La micelle de caséine est un édifice instable en fonction des conditions du milieu .Elle
plus particuliérement instable sous l’action du pH, de la température et de la

protéolyse.

Les caséines se présentent dans le lait sous forme d’un complexe organique et

minéral la micelle

Particule sphérique d’environ 180nm constituée de 8 a 20nm (64), elle est trés
hydratée (2 a 4 g d’eau par g de protéines) et 7% environ de son extrait sec tableau
(3,1) est composé de sels ( phosphate, calcium, magnésium, citrate dans 1’espace

inter sub- micellaire)

Les submicelles pourraient étre constituées d’environ 10 molécules des 4 caséines en

proportion variable avec une réparation de caséine y (hydrophile) en surface :

Les submicelles les plus riches en caséine y sont situées en surface de la micelle, ce
qui la stabilise, les partions C-terminales de la caséine y hérissent la micelle et

I’enveloppent d’une chevelure périphérique particulierement hydrophile.

Cependant 1’organisation exacte intra micellaire (trés petites submicelles ou structure
interne de caséines individuelles) n’est pas aujourd’hui précisément connue (Mc

Mahon et Mc Manus, 1998).

La coagulation du lait aprés addition de présure résulte, entre autres phénomenes,
d’une action primaire sur la caséine y (protéolyse entre les acide aminées
105(phénylalanine) et 106 (Méthionine) situés a I’extérieur de la micelle) laissant des
plages hydrophobes de para-caséine y Ca++ dissous, il y a agglomération des micelles
dépourvues de casinos glycopeptide ( cas y 106-10NEUF qui se solubilise ) en un

réseau : le caillé (17 ,40).
4.2. Action du pH

La micelle de caséine est stable au pH normal du lait (pH 6 ,8) et température
ambiante. Quand il y a acidification du milieu il se produit une gélification des
protéines. Lorsque le pH est compris entre pH 6,8 et 5,8 il n’y a aucune modification

de la micelle .Quand le pH passe de 5,8 a 5,5 les micelles ont tendance a se
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rapprocher car il y a diminution du potentiel (diminution de la charge globale des

particules, recul d’ionisation des fonctions acides organiques).

Et forment des groupes de micelles pouvant passer de 180 nm de diametre. Il n’y a

cependant pas de modification de la forme de la micelle.

Entre pH 5,5 et 5,0 il y a une modification importante de la forme, des dimensions et
des agrégats apparaissent .IL y a fusion partielle avec perte de matériel,
principalement de la caséine B mais qui une fois en solution sera légerement ionisée

et reviendra se fixer a la surface de la micelle.

A pH 5,2 les premiers signes de gélification apparaissent, a pH 5,0 il y a
Solubilisation totale du calcium et a pH 4,9 la gélification est totale. Le gel ne se
forme que si I’acidification est tres lente. Le réseau est constitué par des chaines et des
agrégats de caséines. La synthése de ce gel est trés faible voire nulle. Si ’acidification

est brute, il ya agrégation forte et synérése importante.
A pH 4,6 il se produit I’agrégation irréversible des micelles.
4.3. Action de la température

A basse température la micelle n’est pas déstructurée mais in assiste a une fuite de
casé¢ine B depuis la micelle vers le milieu ambiant. Cette fuite est due au fait que
I’abaissement de la température entraine une diminution des interactions hydrophobes
entre les différentes caséines .La fuite est aussi tributaire du pH car a pH car a pH 5 ,2
il y a 3 fois plus de fruite qu’a pH 6 ,8 pour une température de 4 °C. S’il ’on veut
éviter les freintes protéiques il sera nécessaire de travailler avec des températures trés
largement positives. A basse température la perte de caséine B et de calcium se traduit
par une augmentation de la voluminosit¢ 4°C. Si ’on veut éviter les freintes
protéiques il sera nécessaire de travailler avec des températures trés largement
positives. A basse température la perte de caséine B et de calcium se traduit par une

augmentation de la voluminosité de la micelle par relachement des structures.

A haute température, il y a a cassure des interactions phosphocalciques sans
déphosphorylation des résidus de sérine .Il s’en suit plutét une désorganisation du
granule de phosphate. Un chauffage a 120°C pendant 20 minutes entraine une

déphosphorylation a 80 % des caséines a et B.
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Au cours d’un chauffage a 90° C, B lactoglobuline vient s’associer avec le kappa
caséine des micelles soit par des ponts disulfure si le pH est voisin de pH 6,8 soit par
des interactions hydrophobes si le pH 6,5. Le complexe kappa caséine B
lactoglobuline se sépare de la micelle si le pH est supérieur a pH 6,9 et entraine une
congélation du lait par déstructuration de la micelle de caséine. Au cours du
chauffage, les protéines du lactosérum vont venir s’adsorber sur les micelles en
entrainant une diminution du taux des protéines solubles, une augmentation de la
taille des micelles et une augmentation de viscosité. Ce comportement est important
dans les échangeurs thermiques a plaques puisque cela se traduit par un phénomeéne
d’encrassage de ces derniers (dépot de micelles a la surface, augmentation de la

viscosité, diminution des débits).

En présence de caséines, les concentrés de protéines soluble sont susceptibles de
donner des gels blancs, doux avec un aspect analogue a celui du caillé du lait avec une
forte synérese. Les isolats de protéines donnent des gels translucides, fermes

(analogues a ceux obtenus avec gélatine) et présentent une forte rétention d’eau.
4.5. Action des enzymes

De nombreux systémes enzymatiques sont susceptibles d’entrainer la modification de

la structure des caséines.

Cette chymosine est en présence de pepsine mais dans des rapports qui vont varier

selon I’age et 1’alimentation.

Chez le veau allaité, le rapport chymosine /pepsine est voisin de 1,4 alors que chez le
bovin adulte ce rapport est inférieur a 0,15. Dans ce dernier cas on caractérise surtout
de la pepsine A et C (EC 3 .4.23.1).pour le secteur fromager, on préfeére 1’utilisation
de la chymosine par rapport a la pepsine car elle entraine mois de peptides
amers .cette chymosine devient une denrée rare car il y a diminution des ¢levages de
veaux traditionnels et une augmentation de la production des fromages. On a tenté

dans un premier temps de
Remplacer la chymosine par des enzymes provenant de micro —organisme.

La réactivité des enzymes a été comparé en prenant comme référence la chaine B de

I’insuline constituée de 30 résides animes.
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La qualité¢ des produits obtenus avec les enzymes microbiennes a été améliorée, au
début les fromages obtenus présentaient des amertument importantes dues

essentiellement a la présence d’estérase qui accompagnaient les protéases.

La sélection des souches a permis d’améliorer la qualité mais les produits obtenus a la
chymosine restent les plus apprécies. La deuxiéme possibilit¢ de produire la
chymosine est de recourir aux techniques de la biologie moléculaire et produire une

chymosine recombinante.

L’avantage d’un tel systeme c’est que la chymosine produite est absolument
dépourvue de pepsine et les propriétés enzymatiques sont exactement les mémes. On
obtient un produit de haute qualité avec un prix stable ce qui est appréciable en

industries alimentaires.

En fromagerie seuls les fromages obtenus aprés coagulation par la chymosine
peuvent prétendre a L’AOC. Les mélanges de chymosine et de pepsine diminuant les

temps d’affinage des fromages.
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. ____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|]
1.L’électrophorése

C’est un procédé biochimique qui permet le fractionnement des molécules
biologiques par le passage du courant €lectrique sur support poreux en fonction de

leur charge nette ou de leur poids moléculaire (Hamza Belaouar 2008).

La vitesse de migration dépend non seulement de la charge des protéines, de leur
taille et de leur forme mais aussi des conditions expérimentales de tels que le PH la

composition des solutions et le support éléctrophorétique (Hamza Belaouar 2008).

La révélation se fait aprés coloration des protéines avec du bleu de Coomassie

en présence d un fixateur acide de TCA (acide trichloracétique)

Le dispositif d électrophoréses es constitué d un gel dans le quel sont déposés des
¢chantillons et dont deux extrémités opposé€es sont en contacte avec une solution

tampon ans laquelle baignent les électrodes

On distingue différents types d’électrophoréses en milieux acide (ACIDE-PAGE) 1
¢électrophoreése en présence du sodium —dodecyl- Sulfate SDS —PAGE) 1 isolé-
¢électrolocalisation (Hamza Belaouar .Universit¢é Montouri Constantine —Licence

2008).
1.2.La technique SDS-PAGE

Cette technique a été mise au point par LAEMMLI (1970) ou la séparation des
molécules se fait en milieux basique a PH =8,8 en présence d un détergent , le
sodium — dodecyl — Sulfate qui masque a la charge des protéines par sa propre
charge négative et permet donc faire migre les protéines selon leurs poids

moléculaires et leurs conformations uniquement
1.3La technique PAGE

Dans cette technique, la séparation des molécules se fait en milieu basique a PH =8 ,8

en absence d un détergent, le sodium-Dedecyl —Sulfate .

Donc la migration des protéines se fait selon leurs poids moléculaires, leurs

conformation et leur charge électriques.
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1 .4.La technique Acide — PAGE

La séparation des molécules se fait en milieu acide a PH= 3 ,2 en présence de | acide
ascorbique, ce dernier accélere la réaction entre 1’acrylamide et bis’ acrylamide ,

donc une polymérisation rapide.
2.Chromatographie
2.1.Définition de la chromatographie :

est une méthode séparative qui permet 1’identification et le dosage des différents
composés d’un mélange. Le principe est basé sur les différences d’affinité¢ des
composés du mélange avec la phase stationnaire et la phase mobile. Le

chromatogramme traduit la variation du soluté dans 1’¢éluant en fonction du temps.

2.2.11 existe différents types de chromatographie suivant la méthode de

séparation utilisée :

v d’adsorption

v' de partage

v d’échange d’ions
v" d'exclusion

Abréviations des 3 grandes familles de chromatographie :

v CPG : chromatographie en phase gazeuse
v" HPLC : chromatographie liquide haute performance

v" CCM : chromatographie sur couche mince

Cette méthode d'analyse permet l'identification et le dosage de composés dans un
mélange. Elle peut-€tre couplée a un spectrometre de masse pour l'identification de
composés inconnus. Pour l'exploiter pleinement il est important de connaitre les

différentes grandeurs de rétention et d'utiliser des colonnes avec une bonne efficacité.

La chromatographie permet également d'effectuer des dosages avec une grande
précision. les principales méthodes de dosage sont la normalisation interne, la
méthode des ajouts dosés et I'étalonnage interne. L'étalonnage externe peut également

étre effectué sous certaines conditions.
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3 .Optimisation d'une méthode chromatographique

Les principaux parametres permettant d'optimiser une méthode en chromatographie

liquide ou gazeuse

Extraction SPE : L'extraction des composés a doser est une étape particulierement

importante en analyse chimique.
3.1Facteur de résolution en chromatographie

Le facteur de résolution est un parametre important de la chromatographie car il

définit la plus ou moins bonne séparation de 2 solutés.
3 .1.2Polarité des colonnes de CPG
3.1.3L'injecteur de CPG

On rencontre en général 2 types d'injecteurs : avec diviseur (Split) ou sans diviseur de

flux (splitless).

Le détecteur de CPG

Les principaux détecteurs sont le cathétometre.
4.Chromatographie sur couche mince

La chromatographie sur couche mince s'effectue généralement sur une fine couche

desilice (phase stationnaire) déposée sur un support
4 .1.Dosage par la méthode de normalisation interne

La méthode est proche de 1'étalon interne. Ici au lieu de rajouter un étalon on choisit

comme ¢étalon interne un des composés du mélange que 1'on dose

4 .2Les grandeurs de rétention

Temps de rétention : C'est le temps que met le soluté a sortir de la colonne
4.3Dosage par étalonnage interne

Le principe consiste a comparer les surfaces des pics du mélange avec un étalon pris

comme référence
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4 .4Dosage par étalonnage externe

On injecte successivement un méme volume d'une solution étalon (concentration en

¢lément a doser connue Cref) et la solution a doser (concentration inconnue Ci).
4.5Efficacité des colonnes de chromatographie

L'efficacité d'une colonne de chromatographie peut s'exprimer par le nombre N de

plateaux théoriques qu'elle possede
4.6Dosage par chromatographie

La surface du pic est proportionnelle a la quantité de produit élu¢. Cela se traduit pas

la relation : mi = Ki Ai
4.7Dosage par la méthode des ajouts dosés

Soit un mélange de 3 composés ayant des masses respectives ml, m2, m3. Le dosage

consiste a ajouter une masse m0 du composé a doser au mélange.
5. Chromatographie de partage

Elle est basée sur la différence de solubilité du soluté dans la phase mobile et la phase

stationnaire

6. La chromatographie d'exclusion

Les molécules sont plus ou moins retenues suivant leur taille
7 .La chromatographie d'échange d'ion

Elle consiste a un échange réversible d'ions entre la phase mobile et la phase

stationnaire.
8.Chromatographie d'adsorption

La chromatographie d'adsorption est caractérisée par une phase stationnaire solide et
une phase mobile liquide. C'est une méthode d'HPLC.(Mohamed Nabil ATIG .Ecole

supérieur des sciences et techniques de la santé de Monastir Tunisie ,2010.
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Le présent travail a été réalisé au niveau du Laboratoire de Sciences et Techniques de
Production Animales universit¢ Abdelhamin Ibn Badis Mostaganem.

1. La région d’étude : relizane ,mascara , sidi belabes

Dans I’Ouest Algérien le climat est aride et semi-aride avec une saison seche qui dure de 05 a
06 mois, 1’été est chaud et sec (Benssaoud ; 2002). Les pluies sont concentrées sur la saison
fraiche de I’hiver a jours courts (Benabadji; 2000) avec des basses températures. La
pluviométrie varie selon les cites de 200 a 450mm. Le printemps et [’automne sont courts
avec des températures modérées. L’¢levage bovin laitier occupe une place importante dans
I’activité agricole. Les systémes d’alimentations utilisés durant les saisons était comme suit ;
utilisation du foin, concentré, d’ensilage d’herbe et de la paille durant I’hiver, utilisation du
foin et du concentré durant le printemps avec une période importante de paturage, utilisation
du sorgho en vert, concentré et du chaume en été, et enfin utilisation du foin, du concentré et

de I’ensilage de mais et de sorgho en automne.
2. Matériels

2.1 Matiére premiére

Les échantillons du lait analysés sont des laits de mélange, frais issus de troupeaux de vaches
laitiéres saines de race Holstein localisés dans la région Ouest de 1’ Algérie durant deux

saisons I’hiver et printemps.

Vingt et sept échantillons ont été prélevés et analysés a raison de 27 échantillons par saisons.
Les échantillons ont été prélevés le matin et acheminés dans une glaciére a laboratoire

d’analyse.
2.2 Appareillage

Unité d’¢électrophorése sur cuves verticales comprenant : cuves d’électrophorese, générateur
de courant constant, plaque en verre et en hydroxyde d’alumine (10/8 cm), espaceurs

d’épaisseurs variges.

Balance de précision a 0.0001 g.
Agitateur basculant (Heidolph, duomax 1030, Allemagne)
pH meétre (Hanna instruments, France)

centrifugeuse réfrigérée (SIGMA, USA).

vV V VYV V
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» Agitateurs variés a plateau (Labinco BV, Pays Bas), a barreaux magnétiques chuffant
et non chauffant.

» Bain marie (Memmert, Allemagne).
2.3 Petits matériels

Un certain nombre de petit matériels et d’accessoires spécifiques sont utilisés dans le cadre de

cette étude :

» micropipettes, micro-seringue, papier filtre Whatman, gants et masques pour la
manipulation de produits dangereux tel I’acrylamide, différents types de verrerie

(fiole, Buchner...)
2.4 Produits chimiques et réactifs

Colorants et réactifs : bleu de Coomassie, bleu de bromophénol, glycine, B mercaptoéthanol,
persulfate d’ammonium, tétraméthyléthyléne diamine (TEMED), acrylamide, N,N-
méthyleéne-bis-acrylamide, tris-hydroxy-méthyl-aminométhane (TRIS), urée. Solvants usuels :

acide acétique, acide trichloracétique, éthanol, méthanol, glycérol....
Matériels biologique

Caséines de référence pour la quantification des bandes de caséines des échantillons du lait

analysés.
3. Méthodes d’analyse

3.1 Collecte du lait

Les échantillons du lait étaient déja prélevés, chauffés a bain marie et stockés a -18°C, afin
d’éviter tout développement microbien ou une activité enzymatique indésirable qui pourrait

nuit a la structure des caséines.
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3.2 Isolement des protéines du lait

3.2.1 Ecrémage

L’écrémage est la premiere étape du protocole d’isolement des protéines bovines. Cette étape
consiste en 1’élimination de la matiére grasse du lait par centrifugation a 10000 g pendant 10

minutes a 4°C.

A la fin de la centrifugation nous notons une séparation de phase avec la formation d’une
couche en surface correspondant a la créme du lait, une fois celle-ci écartée a I’aide d’une

spatule, le lait résultant dit écrémé est filtré.

Pour assurer un bon écrémage, 1’ensemble de 1’opération d’écrémage est répété deux fois afin

d’¢éliminer toute trace résiduelle de matiére grasse pour la suite du protocole d’isolement.
3.2.2 Séparation des caséines du lait

L’isolement des caséines bovines est réalis¢ par précipitation différentielle au pH
isoélectrique de cette fraction (pH 4.6). Cette opération est effectuée par 1’ajout d’une solution

d’acide acétique 1N, suivie d’une centrifugation a 10000 g pendant 10 min a 4°C.

Il en résulte une différence de phase, ou le culot correspondant au caséine est récupéré dans
un minimum d’eau distillée, puis ramené a pH 7 grace a une solution d’hydroxyde de sodium

IN, afin d’obtenir la re-solubilisation de cette fraction.

Pour éviter toute contamination sérique, deux autres étapes d’isolement dans les mémes

conditions sont répétées.
4. Electrophorese
4.1 Principe général

Les particules ayant une charge nette, soumises a 1’action d’un champ électrique se déplacent
dans la direction du champ vers le pdle de signe opposé a leur charge, a une vitesse

proportionnelle a leur charge globale et inversement proportionnelle a leur poids moléculaire.

Les protéines majeures du lait en raison de leur caractére amphotere sont solubilisées dans un
tampon de pH supérieur a leur pHi, (pH alcalin). Il en résulte leur acquisition d’une charge

négative et leur migration sous 1’effet du champ électrique appliqué vers le pole positif.
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4.2 Electrophorése sur gel de polyacrylamides

Les gels de polyacrimamide peuvent varier en composition. Ils sont constitués d’acrylamide
(unité¢ de base) et de bisacrylamide (agent pontant), qui en présence de TEMED et le
perfulfate d’ammonium polymérisent. Les caractéristiques du gel sont en fonction de la
concentration, du degré de réticulation et de pontage des constituants du gel et sont

déterminés par les indices T et C calculés comme suit :
T(%) = (a+b/v)* 100
C(%) = (b/atb)* 100
Avec :
a : acrylamide (g).
b : méthyléne-bis-acrylamide (g).
v : volume de la solution (ml).
4.3 Conduite de I’électrophoreése

Le gel de polyacrylamide, est coulé entre deux plaques de verre. Les échantillons de caséines
sont déposés dans des puits a raison de 2 pl, ils sont préalablement dissous dans un tampon
composé¢ de bromophénol indicateur de la progression de la migration électrophorétique. Le

voltage appliqué est constant, 60v pendant 30 min puis 100v pendant 02 heures.

4.4 Electrophoreése en présence d’urée et de 2- mercaptoéthanol

(PAGE- urée) :

L’urée rompt les interactions intramoléculaires faibles (non covalent), telles que les liaisons
hydrogénes et hydrophobes. Ainsi, la PAGE-urée est particuli¢rement adaptée a la séparation

des caséines.

L’¢électrophorese en présence d’urée et de 2-mercaptoéthanol, aété réalis€ en appliquant le
protocole décrut par LAEMMLI et FAVRE (1973). grace auquel nous avons réalisé un gel de
concentration (T = 4% et C =2.7%) en tampon (urée 0.8M, TRIS 0.49M a pH 6.8), ainsi
qu’un gel de séparation a (T = 15% et C 2.7%) dans un tampon (urée 4M, TRIS 1.5M, pH

8.8). les échantillons sont dissous dans un tampon de méme composition que celui du gel de
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concentration (8% v/v de I'urée a 3.3M, du 2-mercaptoéthanol a 0.3%% et du glycérol a

10M). le tampon d’¢lectrode est composé de (TRIS SmM, glycine 77mM, pH 8.3).
4.5 Révélation des bandes de migration éléctrophorétques
A la fin de la migration, le gel est démoulé pour subir les opérations successives suivantes :

- La fixation : la fixation est réalisée par immersion du gel dans une solution d’acide
trichloracétique (TCA 12%) pendant 30 min.

- La coloration : le gel est immergé dans une solution contenant de bleu de
Coomassie 0.1% dissous dans une solution constituée du mélange eau distillée,
méthanol et TCA 5%.

- La décoloration : elle est réalisé par immersion du gel dans une solution composée

du mélange (eau/méthanol/acide acétique) dans les proportions suivantes 3.12 — 1.5 —

0.37 (v/V/Iv).
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1. Evaluation de la qualité biochimique

Résultats et discussion
|

Le tableau N°7. Dans cette étude nous avons étudié seulement 1’effet de la saison.

Tableau N°7 :composition chimique moyenne des analysés durant les saisons d’hiver et de

printemps.
Saisons paramétres MG (g/) MP (g/) Caséines (%)

Hiver Décembre 33.52 32.45 79.71
Janvier 32.52 31.88 79.67
Février 31.73 314 79.87

Moyenne 32.59+1.37 31.91+1.03 79.75+0.76
Printemp Mars 33.39 32.34 80.46
’ Avril 33.97 32.61 80.65
Mai 33.80 33.12 80.46

Moyenne 33.72+0.78 32.54+0.79 80.52+0.58

1.1 Taux butyreux

Le taux butyreux est la quantit¢é de maticre grasse dans le lait cru, elle est variable selon

certains facteurs ; la race, I’alimentation distribuée, le stade de lactation et la saison.

D’apres les résultats obtenus nous remarquons que cette fraction est variable durant les deux
saisons en faveur du printemps ; la moyenne était de 32.59 pour I’hiver contre 33.72 contre le
printemps. La moyenne la plus élevé a été obtenu durant le mois d’avril 33.97 et la plus basse
durant le mois de février 31.73. Ces résultats sont inférieurs a la norme surtout qu’il s’agit des
vaches de race Holstein. Selon MARTIN et al, 2000, les vaches de race Holstein produisent
un lait plus riche en matiére grasse 37g/l. ces résultats sont inférieur a ceux rapportés par
Bousselmi et al 2010 en Algérie. Cela laisse penser que le systeme d’élevage en Algérie n’est
pas le méme. Cette variation peut étre expliquée par le niveau d’alimentation situé dans les

¢levages dans cette région.
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Dans cette étude le taux butyreux a passé de 32.59 g/l en hiver a 33.72¢g/1 en printemps cela
peut étre expliqué par la mise a I’herbe en fin d’hiver et en début du printemps. Selon Coulon
et al (1986) la mise a I’herbe conduit a une augmentation du taux de matiére grasse dans le
lait cru. Matallah et al (2015) ont rapportés les mémes constats ou les taux butyreux ont
augmentés de +0.15g/1 pour les vaches en 4°™ lactation et +1.35g/l pour les vaches en 6°™
lactation. Plusieurs auteurs accordent cette augmentation a la sécrétion des acides gras longs
que ’herbe est bien riche (Matallah et al 2015). La présence et I’utilisation de 1’herbe jeune
durant I’hiver a conduit a une légere diminution du taux butyreux, ce résultat est similaire de

ceux de Murphy (1985).
1.2 Taux protéique

Le taux de matiére protéique était 31.91g/1 pour la saison d’hiver et 32.54g/1 pour la saison du
printemps. La moyenne la plus élevé a été obtenu durant le mois de Mai 33.12g/1 et la plus
basse est obtenu durant le mis de février 31.4g/1. d’aprés ces résultats nous remarquons de le
taux de protéine enregistré dans cette région et pour les deux saisons sont plus ou moins

supérieur a des taux de protéines obtenu dans des études réalisé en Algérie.

Cette augmentation du taux de protéine est attribué a la mise a I’herbe en fin d’hiver et en
début du printemps ce comportement a été déja observé par certains auteurs (Hoden 1985,

Agabriel et al 1993).
1.3 Taux de caséine

Le rapport entre les caséines du lait et les protéines totales est plus ou moins variable entre les
deux saisons. D’aprés les résultats obtenus nous remarquons que cette fraction est de 1’ordre
de 79.75% pour la saison d’hiver contre 80.52% pour la saison du printemps. Le rapport le
plus élevé est obtenu durant le mois d’avril 80.65% et le plus faible durant le mois de janvier
79.67%. D’apres ces résultats nous remarquons que le taux de protéine a passé de 31.91g/l en
hiver jusqu’a 32.54¢g/l en été et le rapport caséines/protéines a passé de 79.75% en hiver
jusqu’a 80.52% en été ; cette augmentation du taux de protéine concerne la fraction de caséine
et pas les protéine soluble. La mise a I’herbe au printemps provoque le plus sauvent un
accroissement de la teneur en maticres azotés du lait, cet accroissement porte surtout sur la

casé¢ine (Journet M et Remond B 1980). Cette augmentation est attribuée a 1’élévation du
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niveau des apports énergétiques qui a généralement lieu entre la fin de la période hivernale et

le début de la période de paturage et au changement de composition de la ration.
2. Analyse électrophorétique des caséines totales

La PAGE-urée est une technique particulierement adaptée a la séparation des groupes

protéique a forte association comme les caséines.

Les agents dissociant, urée et 2-mercaptoéthanol (rompent respectivement les liaisons

hydrogénes et disulfures), permettent aux protéines de migrer sous leur forme la plus simple.

Mais pour adapter cette technique aux caséines du lait bovin, nous ramenés a effectuer
plusieurs mises au point relatives notamment a la porosité du gel et aux concentrations en urée

et en APS.

Le comportement des cas€ines bovines en PAGE-urée, ainsi que sur 1’ordre d’apparition de
celles-ci a été décrit par plusieurs auteurs (PESIC, 2011). Il est admis que lait bovin migrent
en 4 bandes comme suit (suivant une mobilité croissante) : K caséines,  caséine as2 caséine

oslcaséine.

Ce comportement des caséines bovines (Egito et al, 2006) est différent de celui illustré pour
les caséines caprines en PAGE-urée et a celui de ’espece ovine (Calavia et Burgos, 1998
Moatsou et al, 2004). Le schéma général de migration des caséines pour ces especes présente
en premier lieu la caséine 3 avec la plus faible mobilité, suivi du groupe des caséines as (as2

puis asl), ces deux groupes sont séparés par une bande diffue peu focalisée, la caséine K.

Comme décrit par Pardo et Natalucci (2002) et Le Bars et Gripon (1993) le diagramme
¢lectrophorétique (figure ), montre pour le lait bovin un agencement identique a celui décrit
par ces auteurs (B caséine, as2 caséine, alcaséine). Les caséines B et asl apparaissent bien

focalisées, alors que la caséine as2 migre en une bande diffuse et ceux pour les deux saisons

Selon Trujillo et al (1997) et Egito et al (2006) la premiere bande de migration des profils
¢lectrophorétiques (bovin et caprin) présente un méme niveau de migration, celle-ci
représente les cas€ines y et K respectivement dans le lait bovin et caprin. Dans notre étude
nous n’avons pas pu mettre en évidence la présence de caséine v, cela est pet étre du a sa plus

faible quantité dans notre lait.

30



Résultats et discussion

Le deuxiéme niveau de migration du lait bovin est la caséine B qui est bien focalis¢ dans tous
les échantillons du lait analysés et durant les deux saisons. Ce comportement est identique a

celui trouvé dans le lait caprin. Celle-ci pouvant étre de méme nature.

Les caséines as, quant a elles, présentent un agencement identique et migrent ensemble et en
méme temps, dans certains échantillons on n’a pas pus faire la différence entre ces deux
bandes du fait de leur diffusion 1’une sur I’autre. Ce comportement est déja décrit par certains

auteurs (Moualek 1. 2009).

Caséine as caséine 3 cas¢ine K

Figure: Electrophorégramme des caséines de lait de vache en PAGE-urée.
2.1 Quantification des fractions de caséines

Pour la quantification des bandes de caséines nous avons utilisé le logiciel IMAGEJ. Le

tableau N° résume les pourcentages relatifs des différentes bandes révélées dans notre étude.

Caséines (%) Hiver Printemps
Min Max Moy Min Max Moy
[ caséine 30.44 42.12 4231 38.45 42.55 40.44
as2 caséine 06.90 20.60 11.95 | 08.18 10.86 09.28
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asl caséine 37.71 41.20 38.80 | 38.16 42.04 41.10
Kappa caséine 08.58 08.65 10.20 | 06.22 11.42 08.30
as caséine/ B caséine | 1.46 1.46 1.19 1.20 1.24 1.24

Le pourcentage de I’asl caséine des échantillons du lait de la saison d’hiver est entre 37.71%
et 41.20% avec une moyenne de 38.80% contre ceux du printemps qui sont entre 38.16% et
42.04% avec une moyenne de 41.10%, ces résultats sont plus ou moins supérieurs a ceux

mentionnés par Golfo et al (2004).

Le taux des caséines as2dans notre étude était aussi variable entre 6.90% et 20.60% en hiver
et entre 08.18% et 10.86% en printemps Perisi et al ont mentionnés des valeurs entre 11.9% et

13.90%, cette différence est peut €tre du a des facteurs génétiques entre les troupeaux étudiés.

Les valeurs de B caséine varient entre 30.44% et 42.12% en hiver et entre 38.45% et 42.55%
en printemps la moyenne pour cette fraction a été en faveur des laits produits durant la saison

de ’hiver (42.31% vs 40.44%).

Perisi et al rapportent un pourcentage de 3 caséine de 40% a 43%. Dans un lait de brebis la

valeur de B caséine peut atteindre 50% dans certains cas (Papoff et al 1993).

La quantité de Kappa caséine est variable entre les deux saisons ; la valeur la plus élevé était
durant la saison de I’hiver 10.20% contre 8.30% en printemps. Cette différence de valeur est
expliquée par ’action des enzymes protéolytiques qui ont agi probablement sur le contenu des

caséines.

Le rapport as casé€ine/ B caséine il est apparu est plus élevé en printemps qu’en hiver (1.24 vs
1.19), d’apres les résultats obtenu et les travaux de Golfo et al (2004) le lait produit durant la
saison du printemps est plus adapté pour la transformation fromagere que celui de I’hiver.
D’apres nos résultats il semble que le passage a I’herbe entre les deux saisons a modifié les

proportions de caséines ainsi que les profils de ces dernieres.
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Conclusion

Cette ¢étude entreprise dans le but de contribuer a une connaissance du lait bovin dans la
région Ouest de 1’ Algérie s’articule sur deux volets, I’un sur la proportion de caséines des lait
produits durant les deux saisons hiver et printemps et 1’autre, sur le phénotypages de la

fraction caséinique visant ainsi une meilleure exploitation de celui-ci en industrie fromagere.

Pour ce qui est de la proportion de caséine la quantité de cette derniere étati plus élevé dans le
lait produit durant la saison du printemps 80.52% contre 79.75% pour la période de

I’automne. Cette variation est liée a 1’alimentation disponible durant les deux saisons.

Concernant le comportement électrophorétique, le PAGE —urée a mis en relief la particularité
de la migration des caséines bovines ou 1’absence totale de y caséine a été remarqué, et ceux
pour tous les échantillons du lait analysés et durant les deux saisons, ainsi 1’ordre de mobilité
des fractions de caséines était le méme dans tous les échantillons et qui concorde avec les

autres travaux.

Ces résultats préliminaires obtenus appellent a la mise en ceuvre d’investigations plus
spécifiques pour 1’identification et le phénotypage ainsi que 1’élaboration d’une cartographie

exhaustive entre la nature du lait produit et ses aptitudes technologiques.
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