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Résumeé

Le lait de brebis est un produit unique avec des qualités nutritionnelles contenant des acides
gras a courte chaine, il est plus riche en protéines, en calcium et en vitamines que le lait de vache. Il
s’agit d’un produit exceptionnel pour la fabrication de yaourts et de fromages, donnant un

rendement fromager deux fois plus éleve.

Dans le but de caractériser le lait de brebis, nous avons analysé et comparé, dans une premiere
étape du travail, les caractéristiques physico-chimiques chez deux races ovines algériennes : la race
Hamra et la race Ouled Djellal élevées au niveau de I'ITELV de Ain Hadjar (Wilaya de Saida). Les
analyses effectuées ont porté sur le pH, la densité, le point de congélation, la matiere grasse, les
protéines totales, I’extrait sec dégraissé, I’extrait sec total. Les résultats obtenus pour ces
paramétres, notamment le point de congélation (-0.651 °C vs -0,649 °C), la matiere grasse (5,94 %
vs. 5,69 %), I’extrait sec dégraissé (11,75% vs. 11,93 %) et la matiere protéique (6.23 % Vvs.

6,41 %) ne montrent pas de différences significatives entre races.

La deuxieme étape de notre travail a consisté en I’isolement et a la caractérisation des protéines
du lait. Pour cela, nous avons utilisé la précipitation a pH isoélectrique des caséines (pH 4,6). Les
fractions ont ensuite été contr6lées par électrophorese sur gel polyacrylamide dans différentes
conditions (native, en présence d’urée et en présence de SDS). Les profils électrophorétiques
résultants ont permis d’identifier des analogies entre le lait de deux races Hamra et Ouled Dijellal.
Mais par rapport au lait de bovin, ils ont permis de mettre en relief certaines particularités liées tant

aux proteines sériques (o La et p Lg) qu’aux caséines, notamment les as1-Cn.

Mots clés : lait, caséines, protéines, Hamra, Ouled Djellal, brebis.



Abstract

Sheep milk is a unique product with nutritional fatty acids containing short chain; it is rich in
protein, calcium and vitamins than cow's milk. This is an outstanding product for the manufacture

of yoghurt and cheese.

In order to characterize the sheep milk, we analyzed and compared, in a first stage of labor, the
physico-chemical characteristics in two Algerian sheep breeds: race Hamra and race Ouled Djellal
elevated at the ITELV Ain Hajar (Wilaya de Saida).The analyzes focused on the pH, density,
freezing, fat, total protein, solids-the total solids. The results obtained for these parameters,
including the freezing point (-0.651 °C vs. -0.649 °C), fat (5.94 % vs. 5.69 %), solids — (11.75 %
vs. 11.93 %) and protein content (6.23 % vs. 6.41 %) showed no significant differences between

races.

The second step of our work consisted in the isolation and characterization of milk proteins.
For this, we used isoelectric precipitation of casein at pH (pH 4.6). The fractions were then
controlled by polyacrylamide gel electrophoresis under different conditions (native, in the presence
of urea and in the presence of SDS). The electrophoretic profiles results have identified similarities
between the milk of two breeds Hamra and Ouled Djellal. But compared to bovine milk, they have
helped to highlight some particularities of both proteins (aLa and PLg) as caseins, asl-Cn

particular.

Keywords: milk, caseins, Proteins, Hamra, Ouled Dijellal, ewe.
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Introduction générale

Introduction générale

A I’échelle mondiale, 1’élevage des brebis laitiéres est une partie vitale de 1’économie nationale

dans de nombreux pays, notamment en Meéditerranée et au Moyen-Orient (Park et al., 2007).

La production annuelle de lait de brebis, d’environ huit millions de tonnes, est d’une
importance marginale par rapport au lait de vache en termes quantitatifs (2 % du total, FAO, 2003).
La plus grande partie de cette production est utilisée pour la consommation sous forme de lait frais
en Asie (lzadifard et Zamiri, 1997) alors que dans 1I’Europe méditerranéenne, il est principalement
utilisé pour la fabrication de fromage (Gabina, 1997 ; Ploumi et al., 1998 ; Pugliese et al., 2000 ;
Talevski et al., 2009).

Ainsi, les besoins en ce produit ne cessent de s’accroitre dans le monde en général alors que la
production mondiale de lait n’arrive pas a suivre cette tendance. Dans ces conditions, le lait de
vache occupe la plus grande proportion (environ 80 %), le reste est constitué de lait de bufflonne, de
brebis, de chévre et de chamelle (Moualek, 2011). Cette situation de déficit est encore plus
accentuée quand on s’intéresse de prés au cas de notre pays qui est considéré comme le premier
consommateur maghrébin de lait (100 I/an/habitant), mais dont la production laitiére (1 milliard de
I/an) ne permet pas de couvrir les besoins, estimés a plus de 3 milliards de I/an. La aussi, les autres

espéces laitiéres (chevre, brebis, dromadaire) ne couvrent qu’environ 10 % ces besoins.

Afin de contréler cette tendance et établir les équilibres, notre pays a mis en place une stratégie
de développement et d’encouragement de la production nationale, mais ce plan reste centré sur la
filiere bovine, tandis que les autres filieres (ovines, caprines et camelines) restent marginales avec
une production destinée exclusivement a 1’allaitement. Une tres faible partie est utilisée pour la

consommation familiale.

L’Algérie dispose d’énormes potentiels en matiere de diversité génétique tres importante avec
plusieurs races ovines, ainsi la production de lait de brebis a été estimée en 2010 par la FAO et
qu’elle est autour de 230 mille tonnes par an. De ce fait, il parait évident que 1’analyse de ce lait et
sa caractérisation sur le plan protéique pour les différentes races ovines locales aident a mieux

orienter les technologues sur les possibilités d’exploitation industrielle de ce lait de collecte.



Introduction générale

Nous avons réalisé une étude qui vise a avoir une meilleure connaissance du lait issu de deux
races ovines algériennes Hamra et Ouled Djellal élevees a la station expérimentale (ITELV) d’Ain
El-Hadjar, Saida, et mettre en évidence 1’influence de la race sur les parametres physico-chimiques
et le profil protéique.

La présente étude s’articule autour de deux volets d’investigations complémentaires :
1. Détermination de la composition physico-chimique du lait ovin.

2. L’isolement et 1’identification des protéines majeures de ces laits avant de les caractériser selon

leur comportement électrophorétique.
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Synthése bibliographique

1. Synthése bibliographique
1.1. Introduction

Les chevres, puis les brebis ont été les premieres a étre domestiquées par 1’homme comme des
animaux de ferme il y a environ 10.000 ans (Haenlein, 2007). Originaires de quelque races ovines
sauvages se trouvent dans la région actuelle de 1I’lrak, 1’lran, la Syrie et la Turquie orientale
(Zeuner, 1963; Schaller, 1977; Zeder et Hesse, 2000; Hatziminaoglou et Boyazoglu, 2004). Les
brebis ont été développées a travers le monde, dont des centaines de races différentes totalisant
actuellement plus de 1,1 milliard d’ovins (Park et Haenlein, 2006). Ce cheptel est surtout exploité
actuellement pour sa viande et pour sa laine. La production laitiere demeure trés limitée en quantité

et localisée autour du bassin méditerranéen (kahramen, 2011) annexe (2).
1.2. Espece ovine dans le monde

Le cheptel ovin dans le monde est constitué de 1071 millions d’animaux. L’Asie représente
42 % du total, suivie par I’Afrique (27 %), I’Europe (12 %), I’Océanie (10 %), I’Amérique du Sud
(8 %), I’Amérique centrale (0,8 %) et enfin I’Amérique du Nord (0,6 %) (FAO stat, 2010) annexe
(1). En Algérie, il y a 20 millions de tétes. Leur répartition au cours de dix ans est indiquée dans la
figure (1) (FAO stat, 2010).
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Figure (1) : L’évolution du cheptel d’ovin en Algérie (millions de tétes) (FAO stat, 2010).
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1.3. Situation de I’élevage ovin en Algérie

L’ Algérie de la part de sa position géographique et la structure de ses étages bioclimatiques trés
contrastés représentent un grand centre de biodiversité biologique, et sont considérées a juste titre
comme un gisement de ressources génetiques animales et végétales. L’élevage ovin est conduit
généralement selon un systéme de production extensif basé sur 1’exploitation des unités fourrageres
gratuites (AnGR, 2003). C’est un systéme qui concerne particulierement 1’ovin et le caprin dans les

zones steppiques et les parcours sahariens (Harkat et Lafri, 2007; Lafri, 2011).
1.4. Apercu sur les races ovines en Algérie

Le cheptel ovin en Algérie est constitué de sept races (tableau 1), ces deniers sont classés selon
leurs effectifs et leurs importances économiques. Elles sont groupées en races principales,
dominantes (La Ouled-Djellal, Hamra et Rembi) et des races secondaires (La Berbere, Barbarine,
D’men et Sidaoun) (Chellig, 1992; AnGR, 2003) (Figure 2).

Tableau (1) : Diversité du cheptel ovin en Algérie (AnGR, 2003).

Races Aire de répartition Effectif Part %
Ouled Dijellal Steppe et hautes plaines 11.340.000 | 63 %

Rembi Centre Est (Steppe et hautes plaines) 1.998.000 11.1%
Hamra Ouest de Saida et limites zones sud 55.800 0.31%
Berbere Massifs montagneux du nord de 1’ Algérie 4.500.000 25%

Barbarine Erg oriental sur frontiéres tunisiennes 48.600 0.27 %
D'men Oasis du Sud-ouest algérien 34.200 0.19 %
Sidaoun Le grand Sahara Algérie 23.400 0.13%
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Figure (2) : Représentant les différentes races ovines algériennes (effectifs en %) (AnGR, 2003 ;
Lafri, 2011).
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1.4.1. Description de la race Ouled Djellal

Historiquement, cette race aurait été introduite par les Béni-Hilal venus en Algérie au Xiéme
siécle, du Hidjaz (Arabie) en passant par la Haute Egypte. Il faut cependant remarquer que les races
ovines du Moyen-Orient et d’Asie sont toutes des races barbarines a queue grasse. C’est pour cette
raison que, d’apres le Dr Trouette, la race Ouled-Djellal a queue fine et laine fine aurait été
introduite par les Romains, grands amateurs de laine, au cinquieme siécle venant de Tarente en
Italie ou ce type de mouton existe jusqu’a présent. Il est d’ailleurs représenté sur les stéles

funéraires des ruines de Timgad (Chellig, 1992).

Le mouton Ouled-Dijellal est un animal puissant, qui présente un squelette un peu fort, une
ligne dorsale bien droite et un rein assez ample (Figure 2). La toison est blanche souvent courte,
descendant jusqu’aux jarrets et aux genoux et s’arrétant généralement sur la nuque a la limite des
cornes. La production de laine est de 2,5 a 3,5 kg chez le bélier et 1,5 a 2,5 kg chez la brebis. Le
poids de I’agneau au sevrage (4 mois) est de 30 kg et son taux de prolificité est de 110 %.
Actuellement, cette race est considérée comme la principale race pour la production de viande en
Algérie (Chellig, 1992; Lafri, 2011). Il existe trois variétés de la race Ouled Djellal : la Variété
Chellalia, la Variété lourde (Hodnia) et la Variété Djellalia (Lafri, 2011)

La brebis Ouled Djellal se laisse traire facilement. La traite se fait surtout pendant le printemps.
La production est de 70 & 80 kg en 6 mois de lactation (Chellig, 1992).

La race Ouled-Djellal qui constituait presque la moiti¢ de I’effectif ovin algérien était répartie
sur presque l’ensemble du pays, essentiellement au centre et a 1I’Est (Chellig, 1992). Mais,
récemment, cette race a connu une extension au niveau du tell, de la steppe et du nord du Sahara, ce
qui a provoqué le rétrécissement des aires de répartition des races Hamra, Berbére, Barbarine,
Rembi et D’men (Gaouar et al., 2005 ; Lafri, 2011).
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1.4.2. Description de la race Hamra

La race Hamra dite Béni-Ighil est autochtone d’ Afrique du Nord, plus précisément du haut atlas
marocain ou elle est élevée par la tribu Béni-Ighil d’ou elle tire son nom (Figure 2). Tout en
rondeur, elle a une conformation idéale de mouton a viande, et une finesse remarquable de
I’ossature. Elle était préférée a toutes les autres races sur le marché de France sous le nom de
mouton d’Oranie a cause de ses qualités organoleptiques. Ce mouton, de petite taille, se distingue
des autres races par une téte et des pattes marron foncé tendant vers le rouge. La laine est blanche
avec du jarre allant au brun roux. Le poids de la toison varie de 2,5 a 3 kg chez le bélier et de 1,5 a
2 kg chez la brebis. Les cornes spiralées sont de taille moyenne, la queue est fine et de longueur
moyenne. Le poids de I’agneau au sevrage (4 mois) est de 25 kg et celui de 1’agnelet de 12 mois est

de 31 kg. Sa prolificité atteint les 110 % (Chellig, 1992).

La brebis Hamra est caractérisée par une bonne aptitude a la traite, la production laitiere chez la
brebis Hamra se situe dans la catégorie moyenne avec un maximum de production situé entre 50 et
60 kg pendant 4 a 5 mois de lactation (Chellig, 1992).

Quant a la race Hamra, dont I’effectif était estimé a 3 millions 200 mille tétes au début des
années 90 (Chellig, 1992), il a beaucoup diminué pendant ces derniéres années. Cette diminution est
due surtout a I’introduction massive, par les éleveurs, de la race Ouled-Djellal dans le berceau de
cette race, ce qui a abouti au remplacement de cette derniere par Ouled-Djellal (Gaouar et al.,
2005). Actuellement, la race Hamra est localisée surtout au niveau de la région ouest de la steppe

jusqu’a la frontiére marocaine au niveau des Wilayas de Saida, El Bayed et Tlemcen (Lafri, 2011).
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1.5. La production laitiére

La production de lait de brebis laitiéres est souvent enregistrée comme apres la tétée des
agneaux pendant quatre a huit semaines, contrairement a la pratique pour les chevres laitieres ou les
bovins (Giambra, 2011). La durée de lactation est un caractere tres variable entre les races et entre
les individus d’une méme race (Hustiu et coll, 1956; Finci, 1957). Cette variable est intéressante a
considérer, car elle est en relation avec le niveau de production totale d’un animal (Boyazoglu,
1963). En général,chez la brebis la période de traite est autour de cing mois (Giambra, 2011),
tableau (2).

Tableau (2). La production de lait et la période de traite de plusieurs races de brebis « aprés période
d’allaitement » (Haenlein et Wendorff, 2006)

Race Pays La production de lait (kg) Jours de la période de la traite
Assaf Israél 150-350 150-210
Awassi la Turquie | 130-205 120
Chios Grece 135-300 170-250
Churra Espagne 150 150
Comisana | Italie 90-175 -
Frisonne Allemagne | 500-900 300-365
orientali

Lacaune France 270 160-17
Manchega | Espagne 80-520 150-270
Sarda Italie 120-195 -

Hamra Algérie 50-60 120-150
Ouled Algérie 60-70 180
Djellal
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1.5.1. Systéme de production de lait de brebis

La comparaison de différents modes d’allaitement (techniques et durée) a permis, au Flament et
casu, (1977), puis Treacher (1985), de faire ressortir différents systemes de production de lait de
brebis (Haenlein et Wendorff, 2006) (Figure 3).

Dans le cas de 1’Algérie, le systeme de production de lait de brebis se classe dans la variante
n°4 (Ayachi, 1992) (Figure 3). La production de lait de brebis en vue d’une consommation

humaine dépend essentiellement de I’année (pluviométrie) (Ayachi, 1992), donc :

-En bonne année, c’est-a-dire automne et printemps pluvieux, les brebis sont traitées
systématiquement durant toute la phase d’allaitement et méme aprés le sevrage des agneaux. La
traite est pratiquée matin et soir, avant le départ aux paturages et aussitot le retour du troupeau.
Le sevrage est précoce (un mois).

- En année moyenne, les brebis traitées sont de catégories :

a- Les brebis ayant perdu tot leurs agneaux pour différentes causes (Mortalité périnatale, agneau
adopté par une autre brebis).

b- Les brebis, dont les produits, sont sevrées.

- En année mauvaise, la pratique de la traite est pratiquement impossible (la survie aussi bien de

la mere que de son produit).

10
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Allaitement Traite

Allemagne traite tout au long de la lactation

Israél et Chypre : partielle de traite & partir de 2 mois

|

Troupeaux nomades de traite partielle de 1 mois aprés 1’agnelage

Traditionnelle sevrés méditerranéen agneaux systéme a 1 mois
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Europe du Nord : allaitement seulement
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Figure (3) : Différents systemes de production du lait de brebis dans le monde (Treacher, 1985)

-
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1.5.2. Importance de la production laitiére ovine dans le monde

L’élevage ovin et caprin renferme une importance vitale pour 1’économie nationale dans de
nombreux pays de la région méditerranéenne et au Moyen-Orient. Particulierement bien organisé en

France, en Italie, en Espagne et en Gréce (Park et al., 2007) annexe (2).

La production laitiere ovine (Tableau 3) contribue a la subsistance d’un grand nombre de petits
agriculteurs pauvres en ressources dans les pays du Moyen-Orient, en particulier la Syrie, la
Jordanie et le Liban (Ploumi et al., 1998 ; Iniguez, 2005).

En Algérie, la grande importance du lait de brebis dans 1’alimentation des peuples nomades, ou
il constitue un élément principal du régime alimentaire, a été signalée par plusieurs auteurs
(Sharafeldin, 1982 ; Morand-Fehr et Boyazoglu, 1999 ; Cheriguene et al., 2007).

Tableau 3 : La production de lait de brebis (en tonne) pour I’année 2010 (FAO stat, 2010) annexe
().

Pays Production (tonnes)
Algérie 231 300
Maroc 37 700
Tunisie 19 500
Egypte 97 700
Libye 60 600
Chine 1724 000
Grece 855 000
Turquie 816 832
Espagne 585190
Italie 600 100
France 259 240
Monde (Total) 10 046 506

12
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1.6. Les facteurs influengant la production laitiére de brebis

Comme il a été signalé pour le lait de vache, la composition du lait de brebis varie avec la race,

les animaux dans la méme race, la parité, la saison, I’alimentation, la gestion et les conditions

environnementales et du stade de lactation (Haenlein et Wendorff, 2006; Park et al., 2007; Ramos et
Juarez, 2011).

La brebis

(Race et le génotype)
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Figure (4) : les facteurs qui affectent la qualité du lait de brebis.
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1.6.1. Le facteur genétique (la race et le géenotype) :

Une influence significative de la race sur la composition chimique du lait de brebis a éte établie
par (Lazarov et al.,, 1979 ; Mavrogenis et Louca, 1980 ; Wohlt et al., 1981 ; Barillet, 1985 ;
Anifantakis, 1986 ; VVoutsinas et al., 1988 ; Sakul et Boylan, 1992 ; Bencini et Pulina, 1997 ; Bedo
et al., 1999 ; Pugliese et al.,2000 ; Bencini, 2001). Il existe des variations considérables dans la

production de lait entre et au sein des races ovines (Casu et al., 1975 ; Aboul-Naga et al., 1981).

Il est possible d’améliorer la production de lait par le biais de sélection (Giambra, 2011). La
sélection pour la production laitiere a conduit a la création des races laitieres, des brebis qui
produisent plus de lait que de viande et de la laine. Par exemple, le type laitier Awassi peut produire
jusqu’a 1000 litres de lait en une lactation (Epstein, 1985), mais le Dorset Poll, une race a viande,
ne produit que 100 a 150 litres de lait par lactation (Geenty, 1980a ; 1980 b ; Geenty et Davison,
1982 ; Pokatilova, 1985).

Il existe une corrélation négative entre la production laitiére et la composition du lait, de sorte
que lorsque les animaux produisent plus, le lait a généralement une concentration plus faible de
matiére grasse et de protéine (Flamant et Morand-Fehr, 1982 ; Barillet et al., 1986 ; Casu et Sanna,
1990). Cette relation ne s’applique pas seulement aux races plus productives par rapport a la moins
productive (Flamant et Morand-Fehr, 1982 ; Casu et Sanna, 1990). Mais aussi, au sein d’un
troupeau, a ceux des animaux qui produisent plus de lait (Barillet et al., 1986), et dans le méme
animal produisant a différents niveaux tout au long de sa lactation (Casoli et al.,1989 ; Pulina,
1990).

Casoli et al., (1989) a examiné la composition du lait dans 12 races de brebis et fait état d’une
forte variation de la concentration de matiere grasse, qui variait de 4,6 % chez les brebis irakiennes
Kurdi a 12,6 % chez les brebis Dorset traitées en Amérique. La concentration en protéines a été

moins variable, et il a varié de 4,8 % a 7,2 % dans la Corriedale arménienne.

En Australie, quelques comparaisons ont été faites entre la composition du lait des différentes
races. Moore (1966a, 1966 b) a comparé la production et la composition du lait de 2 populations du
mérinos avec ceux des brebis Corriedale, et n’a trouvé aucune différence significative entre les

rendements de lait et les concentrations de la matiére grasse et des solides non gras.

14
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Bencini et Purvis, (1990) et Bencini et al., (1992) n’ont observé aucune différence dans la
composition du lait & partir de deux populations différentes du mérinos et d’Awassi X Merino et de
brebis mérinos, et ils ont conclu que I’alimentation joue probablement un réle plus important dans
la détermination de la composition du lait. Ceci est également soutenu par les études de Geenty,
(1979) qui a comparé le rendement et la composition des brebis Romney, Corriedale, Dorset,
Romney x Dorset et Dorset x Romney en Nouvelle-Zélande et n’a trouvé aucune différence dans la
composition du lait entre ces races. Le genotype de la brebis peut également affecter les propriétés
de coagulation du lait a travers les différentes variantes génétiques des fractions de caséine (Feagan
etal., 1972 ; McLean, 1984 ; McLean, 1987 ; McLean et al., 1984 ; McLean et al., 1987).

En France, Delacroix-Buchet et al., (1994) ont calculé les coefficients de I’héritabilité
génétique de la race Lacaune pour le temps d’emprésurage (0,57), le taux de formation du caillé
(0,48) et la cohérence du caillé (0,53). Ils ont conclu que, puisque ces valeurs d’héritabilité étaient
similaires a 1I’héritabilité de la production laitiére (environ 0,5), donc la sélection du type de famille

serait nécessaire pour atteindre le progres génétique.

Tableau (4) : Héritabilités (H?) estimées pour les caractéres de performance du lait chez les ovins
laitiers (Hamann et al., 2004 ; Barillet, 2007).

Caractére H?

La production de lait 0,10a0,30
Rendement en matiére grasse 0,15a0,27
Rendement en protéines 0,15a0,26
Matiére grasse % 0,09 40,62
Protéines % 0,20 a 0,55
Caséine % 0,21a0,30

15
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1.6.2.

>

1.6.3.

Les facteurs physiologiques

La santé de 1’animal (Ruiu et Pulina, 1992; Ranucci et Morgante, 1994; Chougrani et al.,
2008).

L’&ge et la parité (Carta et al., 1995 ; Gootwine et Goot, 1996 ; Othmane et al., 2002).

Poids vif des brebis (Burris et Baugus, 1955 ; Owen, 1957 ; Boyazoglu, 1963 ; Pulina et al.,
1994a).

Durée de la lactation (Casoli et al., 1989 ; Gabina et al., 1993 ; Ruiz et al., 2000) ou le stade
de lactation (Wilson et al., 1971 ; Pellegrini et al., 1997 ; Brozos et al., 1998).

Mois de 1’agnelage ou de la saison (Gabina et al., 1993 ; Carta et al., 1995 ; Ruiz et al.,
2000).

Nombre d’agneaux nés ou sevrés (Davis et al., 1980 ; Gibb et Treacher, 1982 ; Doney et al.,
1983 ; Loerch et al., 1985 ; Geenty et Sykes, 1986 ; McCann et al., 1989 ; Bencini et al.,
1992).

Les facteurs de gestion

Techniques de traite (Gall, 1975 ; Fatouros, 1986 ; Anifantakis, 1990 ; Castillo et al., 2008).
Facteur d’alimentation (Wilson et al., 1971 ; Haenlein et Wendorff, 2006 ; Park et al., 2007).
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1.7. Caractéristiques physico-chimiques du lait de brebis
1.7.1. Geénéralités

Le lait est un aliment de couleur blanchatre produit par les cellules sécrétrices des glandes
mammaires des mammiferes femelles (Vilain, 2010). Physiologiqguement parlant, le lait est un
fluide biologique complexe qui contient un équilibre des nutriments, principalement des protéines,
matieres grasses, du lactose et des minéraux, dont la fonction principale est d’assurer la croissance
et le developpement du nouveau-né chez les mammiféres (Martin et al., 1999). Les constituants du
lait de brebis sont similaires entre toutes les espéces, mais différent quantitativement sur le lait de
vache (Moio et al., 1993).

Intérét dans la recherche sur le rendement et la composition du lait de petits ruminants en
général a augmenté dans les dernieres décennies en raison de I’intensification croissante des

systemes de production ovins et caprins (Haenlein, 1993 ; Gonzalo et al., 1994).

17
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Tableau (5) : Composition chimique globale (%) du lait de brebis (selon différents auteurs) ;

comparaison avec le lait de vache.

Origine | Constituants
du lait
Eau MST Lactose | MG | Protéine References
81,6 18,4 4.4 75 |56 Kern (1954)
80,04 19,96 4,48 7,73 | 6,77 Shalichev et Tanev, (1967)
80,92 19,08 4,79 7,85 | 5,472 Veinoglou et al., (1968)
79,44 20,66 4,69 9,05 | 6,521 Anifantakis et al., (1976)
82 17,60 4,90 6,50 | 5,30 Miocinovic et al., (1981)
83,03 16,97 4,16 6,45 | 5,14 Baltadjieva et al., (1982)
80,72 19,28 4,80 7,68 | 6,04 Voutsinas et al., (1988)
Lait de | 83,0 17,0 5,10 6,3 |4,73 Konar et al., (1991)
brebis 82,05 17,95 3,7 7,62 | 6,21 Jandd (1996)
82,78 17,82 4,86 6,77 | 5,45 Ploumi et al., (1998)
82,43 17,57 4,97 5,40 | 5,47 Pugliese et al., (2000)
82,09 17,91 4,41 6,76 | 5,39 Hilali (2001)
81,89 19,11 4,55 7,52 | 5,90 Pavi¢ et al., (2002)
81,4 1860 | 4,70 7,11 | 5,84 Sevi et al., (2004)
81,9 18,1 4,2 6,82 | 5,59 Paccard et Lagriffoul, (2006, 1)
81,97 18,03 4,9 6,77 | 5,63 Hilali et al., (2010)
80,88 19,12 4,59 7,71 | 6,45 Kondyli et al., (2011)
84,80 15,20 4,66 5,58 | 4,80 Mayer et al., (2011)
Lait de | 89- 11,53- 4,45- 3,42 | 2,87- Posati et Orr, (1976) ; Jenness
vache 85,89 14,21 5,25 - 3,54 (1980) ; Anifantakis et
4,79 (1980)

18
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1.7.2. Propriétés physiques et organoleptiques

Les données publiées sur les propriétés physiques du lait de brebis sont rares, ils sont souvent
comparés a ceux de lait de vache (Pavi¢ et al., 2002). En effet, le lait de brebis est élevé dont la
densité, la viscosité et 1’acidité titrable, mais plus faibles de I’indice de réfraction et le point de
congélation que le lait de vache typique (Parkash et Jenness, 1968; Haenlein et Wendorff, 2006)
(Tableau 6).

Tableau (6) : Propriétés physiques de lait de brebis (selon différents auteurs) ; comparaison avec le

lait de vache
Propriétés Le lait de brebis ? le lait de vache °
Densité 1,0347 - 1,0384 1,0234 —1,0398
Viscosité, CP 2,86 - 3,93 2,0
La tension de surface (dynes/cm) | 44,94 - 48,70 42,3-52,1
Conductivité (Ohm-1 cm-1) 0,0038 0,0040 — 0,0055
Indice de réfraction 1,3492 - 1,349 1,4517 £ 0,35
Point de congélation (-C) 0,570 0,530 - 0,570
Acidité (% acide lactique) 0,22 -0,25 0,15-0,18
pH 6,51 - 6,85 6,65—-6,71

 Kurkdjian et Gabrielian, (1962) et Haenlein et Wendorff, (2006).
bJenness et al., (1974).

1.7.3. Composition chimique du lait de brebis

Plusieurs publications (Assenat, 1985 ; Anifantakis, 1986 ; Nufies et al., 1989 ; Park et al.,
2007 ; Ramos et Juarez, 2011) font le point des connaissances sur la composition chimique du lait
de brebis. Elles s’appuient sur des données bibliographiques dans 1’ensemble moins nombreuses

que celles relatives au lait de vache (Pellegrini et al., 1994).

Le tableau 6 montre la composition typique de lait de brebis, qui contient généralement des
teneurs plus élevées des solides totaux et les principaux éléments nutritifs que le lait de vache
(Ramos et Juarez, 2011), en particulier de teneur moyenne en protéine et matiere grasse (Park et al.,
2007).
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Il 'y a un bon équilibre entre les protéines, lipides et glucides, chacun étant présent en quantités
a peu pres similaires. Les graisses et les protéines sont les principaux composants de la matiere
seche, constituant 69 % de lait de brebis par rapport a 56 % dans le lait de vache (Ramos et Juarez,
2011), et donc le rendement de fromage est également plus élevé (environ 15 % pour le lait de
brebis par rapport a 10 % pour le lait de vache) (Storry et al., 1983 ; Moatsou et al., 2004 ; Haenlein
et Wendorff, 2006 ; Recio et al., 2009).

Le colostrum du lait de brebis est également plus élevé en nutriments de base que celle du lait
de vache avec : la graisse de 13 % vs 5,1 %, protéines de 11,8 % vs 7,1 %, lactose 3,3 % vs 3,6 %,
minéraux 0,9 % vs 0,9 %, les solides totaux 28,9 % vs 15,6 %, respectivement (Anifantakis, 1986).

1.7.3.1. Lafraction des lipides

Les lipides sont les composants les plus importants de lait en ce qui concerne les
caractéristiques de codt, de nutrition, physiques et sensorielles qu’ils conferent aux produits laitiers
(Anifantakis, 1986 ; Park, 2006 ; Vera et al., 2009).

La matiére grasse du lait de brebis est constituée principalement des Triacylglycérols avec
98 % (95 % dans le cas du lait de vache (Jensen, 2002), dont un grand nombre d’acides gras

estérifiés (Ramos et Juarez, 2011).

D’autres lipides simples présentent dans le lait de brebis tels que (les diacylglycérols, les
monoacylglycérols, et les esters de cholestérol), et des lipides complexes comme les phospholipides

et des composeés liposolubles (Park, 2006a; Haenlein et Wendorff, 2006).

Les lipides sont présentés sous la forme de globules, ce qui dans le lait de brebis et de chévre
est typiquement abondant avec des tailles inférieures a 3,5 um (Anifantakis, 1986). Certaines études
ont constaté que la taille des globules moyenne en matiere grasse est la plus faible dans le lait de
brebis suivie par le lait de chevre (65 % des globules moins de 3 um) (Mens, 1985 ; Anifantakis,
1986). Ceci est avantageux pour la digestibilité et un métabolisme des lipides plus efficace par

rapport a la graisse du lait de vache (Park, 1994).
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Mehaia (1995) a rapporté les tailles moyennes des globules de matiére grasse dans cet ordre
décroissant : la vache, la brebis puis la chévre, ce qui n’est pas tout a fait compatible avec d’autres
recherches (Anifantakis, 1986; Juarez et Ramos, 1986). Aucune différence appréciable n’a été
trouvée dans le mécanisme de sécrétion des globules de matiere grasse dans le lait de brebis et de
chevre par rapport au lait de vache (Park et al., 2007). La structure et la composition de la
membrane sont semblables dans les trois espéces. (Scolozzi et al., 2003).

La structure des Triacylglycérols est responsable des propriétés rhéologiques de la graisse du
lait et son comportement pendant la fusion et de la cristallisation, leur composition est intéressante,
car elle peut étre utilisée pour Vérifier 1’origine de la matiére grasse du lait (Park et al., 2007). Le
profil chromatographique des triglycérides de lait de brebis montre des similitudes avec celui

rapporté pour le lait de vache (Precht, 1992).

1.7.3.2. Protéines du lait de brebis

1.7.3.2.1.  Caractéristique générale

Les principales protéines dans le lait de brebis sont environ les mémes que dans le lait de vache
et de chévre (Ramos et Juarez, 2011). Par conséquent, I’acquisition de plus simple information sur
sa composition est de I’intérét pour les aspects physiologiques et technologiques (Salvatore et al.,
2011).

La teneur moyenne des protéines de lait de brebis est de 1’ordre de 5,8 %. Elle est plus élevée

que chez la chévre avec 4,6 % et la vache 3,3 % (Park et al., 2007).

Les protéines de lait de brebis en compte pour environ 95 % de 1’azote total et de 5 % 1’azote
non protéique (Park et al., 2007). Mais le lait de chevre a un niveau plus élevé de 1’azote non
protéique et moins de caséine que lait de brebis et de vache, il est responsable de rendement
fromager bas et la structure du yogourt faible (Guo, 2003), tandis que le lait de brebis a une trées
bonne aptitude de la coagulation (Park et al., 2007).

Les principaux facteurs de la variation de teneur en protéines sont le stade de lactation, la
saison, 1’age et I’alimentation (Park et al., 2007 ; Raynal-Ljutovac et al., 2008). La spécificité des
petits ruminants (comme la brebis) repose aussi sur 1’organisation et minéralisation micellaire de
caséine. Le lait de brebis est caractérisé par des micelles fortement minéralisées (Remeuf et al.,
1991 ; Pellegrini et al., 1994).
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1.7.3.2.2. Les Caséines

Les caséines sont des phosphoprotéines synthétisées dans la glande mammaire en réponse aux
hormones lactogénes et d’autres, stimulées, et sécrétées dans la glande sous forme des agrégats
colloidaux appelés micelles, qui sont responsables de la plupart des propriétés physiques uniques du
lait (Melanie et al., 1999). Leur abondance et leur importance pour 1’industrie laitiére ont fait une
cible pour I’étude par des biochimistes qui y ménent peut-étre devenir les protéines alimentaires les

plus largement étudiés (Swaisgood, 1992).

Les caséines sont les principales protéines de lait de brebis ( 76 % - 83 % des protéines totales)
(Treacher et caja, 2002). Sont environ les mémes que dans le lait de chévre et lait de vache, as1-Cn,
as2-Cn, B-Cn et k-caséines (Martin et al., 2003). L’hétérogénéité des caséines est déterminée soit
par la présence des variantes génétiques ou par d’autres facteurs comme le niveau de
phosphorylation discréte, une variation dans 1’étendue de la glycosylation de la fraction k-Cn, et la

coexistence des protéines avec des longueurs des chaines différentes (Park et al., 2007).

Le pourcentage de la caséine en protéines totales peut également varier entre les especes et
selon le stade de lactation des animaux (Barrucand et Raynal-Ljutovac, 2007). En outre, les
caséines sont considérées comme des marqueurs de la fonction mammaire différenciée et ils ont été

utilisés comme modeéle pour étudier le développement mammaire (Rosen et al., 1992).
1.7.3.2.3. Les caractéristiques micellaires des caséines du lait de brebis

Le lait contient des particules colloidales qui sont composés d’un complexe de protéines
associees au phosphate et calcium. Ces associations colloidales hétérogénes sont nommees micelles
de caseine (Fox, 2003) (Figure 5). La premiére tentative pour décrire la structure de la micelle de

caséine a été faite par Waugh (1958).

La fraction protéique des micelles de la cas€ine, ce qui représente 93 % de sa masse séche, est
composée de quatre individuels composants du produit des génes, notée asl, as2-, f-et k-caséine,
lesquels different a structure primaire, le type et le degré de modification post-traductionnelle
(Swaisgood, 2003) (Figure 6). Le reste des solides micellaires se compose de matiére inorganique,
collectivement appelée sous forme de phosphate de calcium colloidal (CCP) ou de phosphate de
calcium micellaire (MCP) (Schmidt, 1982; Ran Gao, 2010).
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L’importance des micelles de caséine peut difficilement étre surestimée en raison de leur valeur

économique et nutritionnelle considérable de la part des caséines (Cornelis et al., 2012).

Tableau (07) : Comparaison des structures de micelles entre le lait la brebis et le lait de vache
(Anifantakis, 1986).

Caractéristiques Lait de brebis | Lait de vache
Diamétre moyen (nm) 193 180
L’hydratation des micelles (g/g MS) n. d. 1,9
La minéralisation des micelles (g/ca/100 caséine) 3,7 2,9

La Structure micellaire du lait de brebis se differe du lait de vache selon leur diametre,
I’hydratation et la minéralisation moyenne (Tableau 7). Le lait de brebis est semblable au lait de
chévre dans les caractéristiques micellaires (Park et al., 2007). Les niveaux de minéralisation
moyenne de micelles dans le lait de brebis sont plus élevés que dans le lait de vache (Tableau 07).
Les caséines du lait de brebis sont plus riches en calcium que les caseines du lait de vache
(Alichanidis et Polychroniadou, 1996).
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Figure (5) : Micelles de caséines du lait de vache, observation au microscope électronique a
balayage (Dalgleish et al., 2004) (barre = 100 nm).

Noyau hydrophobe

Modele de sous-micelle

' Faible en k-caséine
0) Riche en k-caséine

CaP pole)

Figure (6) : Représentations du modele des micelles de caséines proposé par Schmidt (1982).
1.7.3.2.4.  Les protéines de lactosérum

Les protéines de lactosérum du lait de brebis représentent 17 a 22 % des protéines totales
(Ramos et Juarez, 2011). Les protéines majeures de lactosérum sont B-lactoglobuline (B-Lg) et a-
lactalbumine (a-La), les immunoglobulines, I’albumine sérique et protéase-peptones sont présents
dans des concentrations plus faibles. Ces derniers sont des produits de la répartition des p—caséine
par la plasmine. Une autre protéine soluble se trouve en petites quantités et en présentant des

propriétés antibactériennes (la Lactoferrine) (Park et al., 2007).
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Les protéines de lactosérum majeur, 1’a-lactalboumine (a-LA) et le B-lactoglobuline (B-LG),
sont fortement corrélés avec la valeur nutritionnelle et les propriétés fonctionnelles du lait (Kinsella
et Whitehead, 1989).

1.7.3.2.5. L’azote non protéique

Dans le lait de brebis, 1’azote non protéique est de I’ordre de 5 a 6,8 % d’azote total, composes
essentiellement de 1’urée (45 %), des acides aminés libres (16 %), la créatine (2,4 %), la créatinine
(1,7 %), I’azote ammoniacal (1 %), 1’acide urique (2,1 %), et d’autres composés indéterminés
(Rowland, 1937; Jenness et Patton, 1976; Park, 2006a). Le lait de brebis contient plus d’urée et

d’acide urique que trouvée dans le lait de vache (Ramos et Juarez, 2011).

1.7.3.3. Les glucides

La fraction glucidique du lait de brebis est le lactose (Parkash et Jenness, 1968). Elle est
synthétisée a partir du glucose dans la glande mammaire avec la participation requise active de la
protéine a-Lactalbumine (Larson et Smith, 1974).

Le lactose dans le lait de brebis comme dans d’autres ruminants est plus faible au début de la
lactation, dans le colostrum et vers la fin de la lactation, contrairement au comportement des teneurs
en matieres grasses et des protéines (Pulina et Bencini, 2004; Haenlein et Wendorff, 2006),
compareées au lait de vache. Le lait de brebis contient 4,5 a 5,0 g de lactose par kilogramme de lait
(Grandpierre et al., 1988 ; Le Jaouen, 1990 ; Lopez et al., 1999).

Le lactose représente entre 22 a 27 % de matiére seche par rapport 33 a 40 % dans le lait de

vache (Ramos et Juarez, 2011).

1.7.3.4. La fraction minérale

Le lait de brebis présente le plus haut en matiere seche (Raynal-Ljutovac et al., 2008). Les
concentrations de minéraux ne sont pas constantes, sont influencées par un certain nombre de
facteurs tels que le stade de lactation, 1’état nutritionnel de 1’animal et les facteurs

environnementaux (Park et Chukwu, 1988; Ramos et Juarez, 2011).
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Le lait de brebis contient environ 0,9 % de minéraux totaux ou cendre comparativement a
0,7 % dans le lait de vache. Les niveaux, de Ca, P, Mg, Zn, Fe, et Cu sont plus élevés dans le lait de

brebis que dans le lait de vache (Tableau 08).

Ca*? et P sont les plus importants des constituants majeurs, tant en termes de nutrition, pour
leur réle dans la structure des micelles de la caséine et lors de la transformation du lait (Raynal-
Ljutovac et al., 2008 ; Ramos et Juarez, 2011).

Tableau 8 : Composition en sels minéraux (pour en 100 g) du lait de brebis ; comparaison avec le
lait de vache. (Park et al., 2007; Ramos et Juarez, 2011).

Minéraux Lait de Brebis Lait de Vache
Ca (mg) 193 122
P (mg) 158 119
Mg (mg) 18 12
K (mg) 136 152
Na (mg) 44 58
Cl (mg) 160 100
Fe (mg) 0,08 0,08
Cu (mg) 0,04 0,06
Mn (mg) 0,007 0,02
Zn (mg) 0,57 0,53
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1.7.3.5. Les vitamines

De la littérature, il est conclu que le lait de brebis est plus riche que le lait de vache dans la
plupart des vitamines (Ramos et Juarez, 2011). Les valeurs moyennes et les plages de variation sont

présentées dans le tableau 09.

Le lait de brebis est manque p-caroténe, qui est entierement transformé en rétinol (Raynal-
Ljutovac et al., 2008). B Qui est responsable de la coloration jaunatre du lait et du tissu adipeux
chez les bovins, et provient des fourrages consommés par les animaux, y compris les fourrages
conservés (Vera et al., 2009). Le tissu adipeux de brebis est stocké une proportion plus faible de -
carotenes que la vache et la chévre encore moins, en raison de la forte activité de 1’enzyme 15'

monooxygenase (Yang et al., 1992 ; Noziére et al., 2006).

Tableau 09 : Composition en vitamines (pour en 100 g) du lait de brebis ; comparaison avec le lait
de vache. (Park et al., 2007; Ramos et Juarez, 2011).

Vitamines Lait de Brebis Lait de Vache
Vitamine A (Ul) 146 126
Vitamine D (Ul) 0,18 2,0
Thiamine (mg) 0,068 0,045
Riboflavine (mg) 0,376 0,16
Niacine (mg) 0,416 0,08
Acide pantothénique (mg) 0,408 0,32
Vitamine B6 (mg) 0,046 0,042
L’acide folique (1g) 5,0 50
La biotine (ug) 0,93 2,0
Vitamine B12 (ug) 0,712 0,357
Vitamine C (mg) 4,16 0,94
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1.8. Le polymorphisme génétique des protéines du lait des ovins :
1.8.1. Les caséines

1.8.1.1. Composition des génes

Les genes de caséine, de CSN1S1 CSN2, les CSN1S2 et CSN3, sont étroitement liés au sein
d’un cluster de 250 kb (Threadgill et Womack, 1990 ; Lévéziel et al., 1991 ; Bevilacqua et al.,
2006) sur le chromosome 6 ovin (OAR6) (http://www.Animalgenome.org/sheep /maps /; De
Gortari et al., 1998) (Tableau 10).

Tableau 10 : Les caractéristiques structurelles des quatre genes de caseine ovine (Boisnard et
Petrissant, 1985 ; Provot et al, 1989 ; Furet et al., 1990 ; Groenen et al.,1993 ; Provot et al.,1995 ;
Rijnkels, 2002).

Caséines L’ADN (n% ARNmM (pb)

Les Exons | LesIntrons |complets |5 -UTR® | CDS* 3’ -UTR®
CSN1S1 19 18 1,100 61 618 431
CSN1S2 18 17 1,024 53 669 302
CSN2 9 8 1,088 60 669 359
CSN3 5 4 854 69 579 206
= nombre.

P la région non traduite.

‘= Séquence codante.
1.8.2. Polymorphismes des caséines

L’hétérogénéité des caséines est déterminée soit par la présence de variantes génétiques ou par
d’autres facteurs comme le niveau de phosphorylation (Tableau 11), la variation dans le degré de
glycosylation de la fraction k-Cn, et la coexistence des protéines avec différentes longueurs de
chaine en oaslet as2-Cn, est due au d’événements d’épissage alternatif (Ferranti et al., 1995 ;
Ferranti et al., 1998 ; Park et al., 2007).

Un examen des polymorphismes génétiques des protéines de lait de brebis et de leur influence
sur les propriétés technologiques du lait a été publié par Chianese (1997) et Amigo et al., (2000).
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Tableau (11) : Comparaison des caractéristiques structurelles des quatre caséines dans le lait ovin
et bovin (Martin et al., 2003).

Caséines Ovin Bovin
Acide Acide P sites © Acide Acide P sites ©
amingé ? aminé " aminé ? aminé "
as1-Caséine 199 15 10/10 199 15 9/9
as2-Caséine 208 15 17/13 207 15 17/?
B-Caséine 207 15 6/6 209 15 6/5
Kk-Caséine 171 21 5/3 169 21 5/3

% nombre de résidus d’acides aminés de la chaine mature de la protéine.
® Nombre de résidus d’acides aminés du peptide signal.

“Nombre de sites de phosphorylation (putatif/réel).
1.8.2.1. Alpha-Caséines (a-s1 et as2)

Il 'y a cinq variantes polymorphes de aS1-Cn désignés de A a E en conformité avec la

nomenclature utilisée pour les caséines du lait de vache (Chianese et al., 1996).

Le aS1-Cn D avait déja été décrit comme la variante Welsh, parce que de sa découverte dans

les montagnes Welsh par king (1966). C’est la variante génétique le moins phosphorylée. Le
nombre inférieur des groupes phosphate explique le temps de migration rapide sur 1’électrophorése

capillaire a pH acide et migration lente sur gel de polyacrylamide alcalin (Recio et al., 1997 a, b, c).

La Variante aS1-Cn C différe de la variante aS1-Cn A dans la substitution d’acide aminé de

Serine par le Proline a la position 13 qui détermine la perte du groupement de phosphate sur le

site 12 de la chaine protéique.

Deux variantes de aS2-Cn A et B qui différe par le remplacement d’acides Asn49 et Lys200
par Asp49 et Asn200 (Chianese et al., 1993a) (Tableau 11).
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1.8.2.2. Béta- caséines (p-Cn)

Deux variantes principales, Bl et f2-Cn ont été identifiés par Mercier et Richardson (1979),
tandis que la mobilité différente est due au nombre de leurs groupes phosphate cing et six

respectivement.

Chianese et al., (1995) a identifié d’autres variantes pour la B-CN, exprimeé en cing types de
phénotypes. lls difféerent dans I’intensité relative et le nombre de bandes et également causé par un
nombre différent de résidus phosphate dans la méme chaine de protéine.

12/45/6 27 27 24 42 492 6/36 323
- —TF
I ARV |

Figure (7) : Représentation schématique de la structure du géne de la f-caséine ovine (Amigo et
al., 2000).

1.8.2.3. Kappa-caséine (k-Cn)

Le séquencage de la k-caséine ovine a montrer qu’il est composé de 171 résidus d’acides
aminés (tableau 11). Aucune variante génétique n’a été trouvée chez la caséine Kappa. En raison
des degrés divers de la glycosylation dans les trois différents sites de résidus Thr (P135, 137 et 138)
et deux sites de phosphorylation (Ser P151 et Ser P168) le polymorphisme génétique ne se produire
pas. Cette fraction de caséine contient aussi des y-caséines, ¢’est le produit de la fragmentation des

B-caséines par la plasmine (Chianese, 1997).

1.8.3. Les protéines de lactosérum ovines

1.8.3.1. La composition des génes de a-lactalbumine et g-lactoglobuline

les genes de LAA et LGB sont a la fois localisés sur le chromosome 3 ovine (http://www.
animalgenome.org/sheep/maps/ ; Imam et al., 1991 ; Hayes et Petit, 1993 ; Hayes et al., 1993). Les
caractéristiques structurales des séquences d’ADN et d’ARNmM de ces protéines de lactosérum

principaux sont démontrées dans le tableau 12.
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Tableau (12) : Caractéristiques structurelles des principaux genes des protéines de lactosérum
ovine (Gaye et al., 1986, 1987 ; Harris et al., 1988).

Les protéines de ADN (n) ARNmM (Pb)
Lactosérum Introns | exons | complets | 5'-UTR | CDS | 3'-UTR
LAA 4a 3a 723 26 426 271
LGB 7 6 785 39 540 206

8Selon Gen-Bank Acc. N AB052168.

Les Structures primaires des o-La et B-Lg ovin sont présentées dans le tableau 13. Les deux
chaines d’acides aminés forme par des protéines non phosphorylées, alors qu’ils contiennent deux
ou trois phosphorylations potentielles et seulement deux sites de glycosylation potentiels en a-LA
(Mercier et al., 1978a ; Mercier et al., 1978b).

Tableau (13) : Les caractéristiques structurelles des deux principales protéines de lactosérum dans
le lait de brebis (Mercier et al., 1978a ; Mercier et al., 1978b ; Gaye et al., 1986 ; 1987).

La protéine de lactosérum | Les acides aminés @ les acides aminés® | les sites P ©
a-LA 123 19 2/0
B-LG 162 18 3/0

®=nombre de résidus d’acides aminés de la chaine de protéine mature de la protéine

®=nombre de résidus d’acides aminés du peptide signal.

‘=Nombre de sites de phosphorylation (putatif/réel).

1.8.3.2.  Polymorphismes de protéines de lactoserum
1.8.3.2.1. a-lactalbumine

Deux profils protéiques o-LA A et B ont été mis en évidence par électrophorése sur gel de lait
de brebis (Schmidt et Ebner, 1972), avec a-LA A étant 1’alléle le plus commun, tandis que la
variante B a été rarement détectée et semble se limiter aux races spécifiques (Erhardt, 1989a ;
Amigo et al., 2000).
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1.8.3.2.2. B-lactoglobuline

Pour B-Lg ovins, trois différents profils électrophorétiques et leurs séquences d’acides aminés
ont été décrits, tandis que B-Lg variantes A et B sont distingué par 1’échange d’acide aminé Tyr20
par I’acide aminé His (Bell et McKenzie, 1967; Kolde et Braunitzer, 1983) et sont présent dans
presque toutes les races. Le B-Lg C c’est un sous-type de la variante B-Lg A, causée par échange
d’un acide aminé Argl148 par GIn (Erhardt et al., 1989) est plutdt rare et confinée a des races
spécifiques (Erhardt, 1989b ; Recio et al., 1997a ; Amigo et al., 2000).

1.9. Importance des polymorphismes de protéines du lait de brebis

Les polymorphismes génétiques des protéines du lait sont d’une importance que les
associations des parametres quantitatifs et qualitatifs dans le lait sont décrits en particulier en ce qui
concerne la composition des protéines affectant les propriétés technologiques du lait chez les bovins
et les caprins (lkonen et al., 1999 ; Martin et al., 2002 ; Boettcher et al., 2004) et sont proposés pour
étre ou sont déja inclus dans les stratégies de la sélection (Manfredi et al., 1995 ; Sanchez et al.,
2005).

Chez la brebis, afin d’inclure des marqueurs génétiques moléculaires dans la sélection et pour
améliorer la production du lait et de la composition ont été mentionnés (Arnyasi et al., 2009).
Cependant, les études d’association entre les polymorphismes de protéines du lait et les caracteres
de performance laitier ont révélés des résultats controversés chez les ovins (Amigo et al.,2000 ;
Barillet et al., 2005 ; Staiger et al., 2010), la plupart d’analyse génétique des différents individuels
génes et aucun haplotype des caséines n’ont été inclus dans les études d’association jusqu’a présent,
étant presque la norme chez les bovins ou les caprins (Sacchi et al., 2005 ; Heck et al., 2009).

En raison des effets des polymorphismes de protéines de lait sur la composition et la production
laitiére, elles influencent également la croissance des agneaux (Snowder et Glimp, 1991 ; Amigo et
al., 2000 ; Moroni et al., 2007). Chez les bovins de boucherie par exemple, une association CSN3
polymorphismes a montrés un gain de poids de naissance au sevrage (Moody et al., 1996). En outre,
les polymorphismes de protéines du lait peuvent étre utilisés pour le tracage moléculaire de

fromages typiques (Chianese et al., 2009).

Le test de polymorphisme de protéine du lait peut aider a identifier des mélanges de lait de
chévre et de vache dans les produits laitiers de brebis, ou il s’agit soit d’intérét commercial
(Rodriguez et al., 1990 ; Anguita et al., 1997 ; Haenlein et Wendorff, 2006).
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2. Matériels et méthodes

La partie expérimentale de cette étude a été réalisée au niveau de deux laboratoires de
recherches. Le laboratoire d’analyse du lait au niveau d’ITELV de Sidi Bel abbés ainsi que le
laboratoire de biologie des microorganismes et biotechnologie au niveau de 1’université d’Oran Es-

Sénia.

2.1.1. Matériels
2.1.2. Echantillons de lait

Les échantillons de lait utilisés dans cette étude proviennent de troupeaux d’ovins de race Hamra et
Ouled Djellal au niveau de la station expérimentale d’Ain El Hadjar (Wilaya de Saida) qui se situe

dans une zone céréaliere comprise entre les isohyétes 400 et 500 mm

Tableau 14 : Origine et date de prélevement des échantillons du lait de brebis analysés

Lait Race Nb d’échantillons Date de | Région de collecte
prélevement

Lait de | Hamra 30 Octobre 2011 ITELV Ain EI-

brebis | Ouled Djellal | 30 Novembre 2011 | Hadjar -Saida

Lait de | Race 1 (témoin pour les analyses | Juillet 2011 Ferme prive -

vache Eggor:;?fe) électrophorétiques) Mostaganem-

2.1.3. Origine des animaux

Notre étude est effectuée sur les deux races ovines algériennes : la race Ouled Djellal introduite
a la station expérimentale (ITELV) depuis 2001 et la race Hamra qui date depuis la période
coloniale conduite dans un méme troupeau. L’effectif des deux races est de 30 brebis pour chacune.
Quant a I’age moyen, il est de 3,5 et 3,7 ans respectivement pour la race Ouled Djellal et la race
HAMRA. Le poids moyen des brebis est de 45,6 kg pour la race Hamra et 49,5 kg pour la race
Ouled Djellal. Le troupeau est conduit a la lutte pendant le printemps (avril —mai) aboutissant a des

mises bas automnales (Septembre-Octobre).
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2.1.4. L’alimentation

Le cheptel ovin de la ferme est conduit en semi-intensif. Les brebis regoivent une ration de base
de foin et de vesce-avoine avec un complément de concentré dosant 0,79 UF et 130 g MAD/kg et
distribué a raison de 0,6 kg.j-* par mére en fin de gestation et durant la lactation. L’eau est donnée

a volonté.
2.1.5. Analyse statistique

Les performances moyennes déterminant la variation de la composition physico-chimique du
lait (pH, Densité, Point de Congélation, MG, MP, ESD, EST, et % d’eau) des deux races ont été
comparées par la plus petite différence significative au degré d’incertitude de 5% suite a une

analyse de la variance a un facteur (Test de Fisher).

2.1.6. Appareillage
2.1.6.1. Appareillage utilisé au laboratoire de I’analyse du lait dans PITELV de Sidi Bel

abbés

- Analyseur automatique de lait a ultrasons (EKOMILK ULTRA, Etats-Unis) (Figure 08).

==
g
Ekomilk-ULTRA

Imprimante des
données

Figure (08): Analyseurs automate de lait a ultrasons (Ekomilk-ULTRA, Etats-Unis) et

imprimante des données.
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2.1.6.2. Appareillage utilisé au laboratoire LBMB de I’université d’Oran Es-Sénia

Unité d’électrophorése sur maxi-cuve verticale (The Studier Model SE400) comprenant : cuve
d’électrophorése (dimension 30 X 12 x 18 cm), genérateur de courant (max 600 V, 500 mA, 150
W) ; plaques en verre et espaceurs de 1 mm d’épaisseur.

Centrifugeuses, max 10 000 xg (CENTRIKON T324, KONTRON Instrument, Milano, Italy).
Lyophilisateur a plateau (CHRIST B 1-8 LD, Allemagne).

Spectrophotometre (JASCO V530 UV/VIS Spectrophotometer).

Agitateurs magnétiques de paillasse, chauffants et non chauffants (YELLOWLINE,
Allemagne).

Agitateur basculant (STUART, UK).

Balance sensible (10°g).

2.1.6.2.1. Petit matériel

Micropipettes, microseringues (Hamilton), membranes de dialyse (seuil d’exclusion de
8000 Da), gants et masques pour manipulation de ’acrylamide et autres produits dangereux,
laine de verre et différents types de verrerie (béchers, fioles jaugées, fiole a vide, pipettes

graduées, tubes a essai, burette).

2.1.6.2.2. Produits chimiques, réactifs et matériel biologique

Solvants (acide acétique, acide chlorhydrique, acide trichloracétique, éthanol, glycérol,
hydroxyde de sodium, méthanol).

Colorants et réactifs spécifiques (acrylamide, N, N’- méthyléne - bisacrylamide, bleu de
bromophénol, bleu de Coomassie R250 et G 250, Dodécyl sulfate de sodium, 2-
mercaptoéthanol, persulfate d’ammonium, N, N, N', N'-tétrameéthyléthylene diamine
(TEMED).
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2.2. Meéthodes
2.2.1. Collecte du lait

Le lait est traité manuellement a partir des brebis saines au début de stade de lactation, puis il
est recueilli proprement dans des flacons de 200 ml, qui ont ensuite été étiquetés et placés dans une
glaciére froide & 4 °C et sont acheminés au laboratoire d’analyse du lait au niveau de ’'ITELV de

Sidi Bel abbes ou ils sont aussitot analysés.

Suivant I’objectif expérimental visé, le lait est fractionné en deux lots, une partie (25 ml de
chaque échantillon) est destinée aux analyses physico-chimiques et 1’autre partie du lait est traitée
selon un protocole de séparation afin d’isoler les lactoprotéines qui seront analysées par

électrophorese au niveau du laboratoire LBMB de ’université d’Oran Es-Sénia.

2.2.2.
2.2.2.1.
2.2.2.1.1. Principe

Etude des caractéristiques du lait de brebis collecté

Analyses physico-chimiques

Pour I’analyse physico-chimique, nous avons utilisé un appareil Ekomilk® -ULTRA analyseur
de lait qui utilisent les nouvelles technologies, comme le principe de I’ultrason (Eon Trading, 2001 ;
Fortunate et al., 2007) (Figure 08).

Tableau (15) : Les paramétres mesurés par I’Ekomilk-ULTRA analyseur de lait.

Parametres de mesure Gamme de mesure Précision
Matiere grasse (MG) de0,5% a9 % +0,1%
Extrait sec dégraissé (ESD) de6%al2 % +0,2%

La densité de 1,0260 g/cm a 1,0330 g/cm | £ 0,0005 g/cm
Protéine de2% a6 % +0,2%

Point de congélation de 0a-1,000 °C +0,015°C
pH de 0,00 a 14 +0,02
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2.2.2.1.2. Les avantages de cet appareil

- Reésultats affichés en moins de 90 secs ; sans besoin de la présence de 1’opérateur.
- Pas besoin de préparation, d’homogénéisation ou de chauffage des échantillons.

- Permets de faire un grand nombre de mesures.

- Neécessite de petites quantités de lait requises.

- Mesure de précision d’ajustement peut-étre effectué par I’utilisateur.

- Assistance pour les imprimantes.
2.2.2.1.3. Etalonnage

L'appareil EKOMILK-ultra-analyseur doit étre étalonné si la précision de la mesure pour une
ou plusieurs des paramétres du lait est en dehors des limites spécifiées (Tableau 15).

2.2.2.1.3.1. Détermination des valeurs d'étalonnage

Pour étalonner la valeur de matiere grasse, cette valeur est déterminée par deux méthodes
différentes. L’une c’est la méthode gerber (méthode classique et de référence) et I’autre c’est
I’appareil automate Ekomilk ultra analyseur. Puis les deux valeurs sont comparées entre eux, si la
valeur de différence est dans les limites spécifiques il n’est pas nécessaire d’étalonner la matiere
grasse. Sinon cette valeur de différence ajouter comme une valeur d’étalonnage de la matiére

grasse.

Méme procédure d’étalonnage pour les autres paramétres tels que I’extrait sec dégraissé (EST),
la densité, la protéine totale (la méthode de Kjeldahl) et le point de congélation au moyen d’une

méthode classique comme la Crioscope.

2.2.2.14. Mode d’emploi

L’appareil est doté d’une petite tasse en plastique qu’on doit remplir suffisamment et on la
place a I’endroit de prise de la mesure. Faire attention a ce que le tube d’admission soit plongé dans
I’échantillon. La tasse est accrochée a sa position de prise grace a la goupille en plastique placée a
son bord inférieur. Remplir encore une autre tasse du méme lait et on la place a I’endroit de mesure

de pH, puis on plonge ’¢lectrode pH et la sonde thermique dans le lait.
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Avant de placer les deux tasses, nous devons remuer le lait pour obtenir un échantillon
homogene. Entre chaque passage de prélévement a 1’appareil, nous avons procédé au ringage des
¢lectrodes et la pompe d’extraction ainsi que 1’¢électrode pH et la sonde thermique a 1’eau distillée

afin d’avoir des résultats les plus précis possible.

2.2.2.2. Caractérisation électrophorétique des protéines du lait
2.2.2.2.1. Dosage des protéines

Pour les besoins de 1’analyse électrophorétiques, la teneur des fractions protéiques isolées est
estimée par dosage spectrophotométrique en utilisant la méthode de Bradford (1976) annexe (03).

La technique de Bradford est rapide et permet de doser des micros protéines solubles.

Le réactif est préparé avec 100 mg de bleu de Coomassie G 250 (Merck), 50 ml d’éthanol 96°
et 100 ml d’acide octophosphorique 85 %. Le mélange est ajusté a un litre avec I’eau distillée. La
gamme ¢étalon est réalisée avec des quantités croissantes d’albumines sériques de bovine (BSA)

(1 mg/ml d’eau distillée).

Allant de 10 a 50 ug ; dilués avec des solvants contenant les protéines a doser, le volume final
est égal a 100 pl, 2 ml de réactif sont ajoutés dans chaque tube, ensuite les tubes sont incubés dans
I’obscurité a température ambiante (25 °C) pendant 15 min, puis la lecture de la densité optique est
réalisée grace un spectrophotomeétre a 595 nm (JASCO V530 UV/VIS Spectrophotometer). Ces

valeurs permettent 1’établissement d’une courbe étalon.

La concentration en proteines des échantillons étudiés est alors déterminée graphiquement
directement par utilisation de la courbe étalon, figure (09).
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Figure (09) : Courbe étalon pour le dosage des protéines par méthode de Bradford (1976) avec

comme protéine étalon la BSA.
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Lait de
brebis

Processus de I’écrémage

Centrifugation 20min/
3500trs a4 °C

Lait écrémé
pH=6.53

- Précipitation a pH 4,6 par ajout de I’HCI, 3N
- Centrifugation a 3500 xg pendant 15 min
- On obtient 2 fractions distinctes.

JL <=

Culot =les Surnagent =(Protéines
caséines + sels solubles+ lactose+ sels)
X/-

v" Dialyse pendant 48 h contre I’eau distillée
v Congélation

v Lyophilisation

M

Les protéines Caséines Protéines sériques
totales

Figure (10) : Etapes suivies pour I’isolement des caséines et protéines sériques du lait de brebis
collecte.
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2.2.2.2.2. Preéparation des échantillons

La préparation des échantillons destinés a 1’analyse électrophorétique s’effectue selon les
étapes récapitulées sur la figure (10). L’écrémage est réalisé par centrifugation du lait a 3500 x g /
20 min & 4 °C. Le lait est préalablement porté pendant 10 min au bain-marie a 30-35 °C, en utilisant
une agitation douce afin de permettre la remontée de la matiére grasse en surface. La centrifugation
a basse température permet ainsi d’avoir une bonne prise en masse de cette matiére grasse en

surface.

La séparation entre les caséines et les protéines sériques est obtenue par précipitation du lait a
pH 4,6 (Cattaneo et al., 1995) en présence d’une solution d’acide chlorhydrique, 3 N, suivies d’une
centrifugation & 3500xg /15 min. Cette opération est répétée deux fois afin d’assurer une meilleure
qualité des séparations. Les différentes fractions obtenues (protéines sériques et caséines) sont
dialysées contre I’eau distillée pendant 48 h, avec un changement biquotidien. Elles sont ensuite
concentrées, congelées dans des coupelles (a raison d’un volume minimal) et enfin lyophilisées et

conserveées sous cette forme.
2.2.2.2.3. Conditions de réalisation de I’électrophorése

Les protéines, qui sont des macromolécules amphoteres, peuvent se déplacer dans un champ
électrique en fonction de leur charge nette, de leur taille et des conditions du milieu. Ce
déplacement différentiel est mis a profit en électrophorése pour pouvoir les séparer et les identifier,
car les niveaux de migration atteints constituent une caractéristique intrinseque de chaque entité

protéique.

Nous avons réalisé des séparations électrophorétiques sur des gels de polyacrylamide (PAGE),
qui est le produit d’une polymérisation du monomere acrylamide (CH,=CH-CO-NH) et du co-
monomere N, N'-méthyléne-bisacrylamide (CH,=CH-CO-NH-CH,=NH-CO-CH=CH,), en
présence du persulfate d’ammonium (NH,4),S;0g et du N, N, N', N'-tétraméthyléthyléne-diamine

(TEMED) comme catalyseurs de la réaction.

Cette polymerisation de type vinylique conduit a la formation de nombreuses chaines enroulées
au hasard qui déterminent un ensemble de microcanaux de pores dans lesquels les molécules
protéiniques se déplacent sous 1’effet plus ou moins marqueé d’un tamisage moléculaire. La taille
des pores, donc la structure du gel, dépend de la concentration en monomeére et en co-monomere.

Elle est définie le plus souvent par les indices T et C.
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T= (a+b/v) x 100 (%) C= (b/a+b) x 100 (%)

a = acrylamide (g) ; b=N, N, N', N'-tetraméthyléne-bis-acrylamide (g)
v= volume de tampon {ml}).

Les séparations ont été conduites sur des maxi-cuves 10x8 et 10x10 cm (The Studier Model
SE400) (Figure 11), qui présentent I’avantage d’utiliser trés peu de produits. Plusieurs conditions
de séparations ont été utilisées en milieu non dissociant et non dénaturant (PAGE-native), en
conditions dénaturantes en présence d’urée (PAGE-urée) et en présence du dodécyl sulfate de
sodium (PAGE-SDS). Les protocoles de séparations électrophorétiques ont nécessité plusieurs
essais d’optimisation afin d’obtenir des migrations résolutives et reproductibles. Les Différents

parametres liés a ces séparations sont résumeés sur la figure (12).

Figure (11) : Photographie d’une unité d’électrophorése (The Studier Model SE400).

A : générateur électrique B : cuve de migration
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Figure (12) : Etapes suivies pour la réalisation de I’électrophorése sur gel de polyacrylamide
(PAGE) dans plusieurs conditions.

CN : caséines

PLS : protéines lactosériques
BBP : bleu de bromophénol
2ME : 2 mercaptoéthano
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2.2.2.2.4. Conditions expérimentales
2.2.2.2.4.1. Electrophorése en conditions non dénaturantes (PAGE-native)

L’¢lectrophorese sur gel de polyacrylamide dans les conditions non dénaturantes (PAGE
native) est une méthode particulierement résolutive pour les protéines sériques du lait. Celles-ci
migrent dans ce cas selon leur charge nette et leur poids moléculaire. La méthode de Hillier (1976)
détaillée en annexe 4, adaptée a un systeme de maxi cuve en plaques verticales est utilisée avec un
gel présentant respectivement des pourcentages en T et C égales a 15 et 5 %. Le tampon de gel
(pH 8,9) est composé de TRIS/ HCI. Le tampon d’électrodes (pH 8,3) est constitué de TRIS,
5mM ; glycine, 77 mM. Les échantillons protéiques sont déposés, a raison de 10 a 20 pl, d’une
solution protéique, de 1mg/ml, contenant le tampon de gel, I’eau distillée, le glycérol (50 %) et

enfin le bleu de bromophénol (0,04 %) pour suivre I’avancement des migrations.

2.2.2.2.4.2. Electrophorese en milieu dissociant et dénaturant, en présence de SDS et de 2
Mercaptoéthanol (PAGE-SDS)

Le SDS (dodécyl sulfate de sodium) CH3- (CH,)11-SOs'Na®, figure (13), est un détergent
anionique a pour réle la dissociation des complexes protéiques, il est associé a un agent réducteur,
le 2-Mercaptoéthanol, qui rompt les ponts disulfures. Le SDS se fixe sur les protéines et leur
conférant une charge négative (Rabilloud et al., 1993). Ainsi leur séparation se fait selon la
différence de poids moléculaire.

Sodium dodecylsulfate | ,—,P":“
IH'SC vwmol_%_o_ Na*
O
non polaire chydrophobe) \ )
charge negative

Figure (13) : Structure du dodecyl sulfate de sodium (SDS).

Suivant le protocole de Leammli (1970), nous avons réalisé un gel de concentration (T=4% ;
C=5 %) en tampon (Tris-HCI, pH 6.8), dont I’objectif est la concentration des protéines, pour une
migration homogéne dans le gel de séparation. Ce dernier, se caractérise par (T=17% ; C= 2,7 %)
en tampon (Tris-HCI, pH 8,8) (Annexe 5).
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La détermination du poids moléculaire des protéines d’intérét est effectuée en faisant migrer en

paralléle (dans les mémes conditions), des protéines étalons de poids moléculaire connues.

Le kit de protéines étalons, utilisé pour la réalisation de la courbe de calibration Log PM= F

(distance parcourue), constitué¢ par des protéines de poids moléculaire s’étendant de 10 a 250 kDa
(PageRuler™) (figure 14).

2,5
¢ y = -0,1037x + 2,2057
R? = 0,0232
2
=
& s
o
-
1
0,5
0
0 2 4 6 8

10 12

14
Distance de migration (Cm)

Figure (14) : Courbe de calibration du gel de séparation en SDS-PAGE, en utilisant un standard
protéique (PageRuler™) de PM allant de 10 & 250 kDa.
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2.2.2.2.4.3. Electrophorese en milieu dissociant en présence d’urée (PAGE-urée)

La PAGE urée est une méthode particulierement adaptée pour la séparation des caséines qui
sont difficilement séparables en conditions natives. L’urée a forte molarité élimine les liaisons

faibles, plus particuliérement les liaisons hydrogenes et hydrophobes (Damerval et al., 1993).

L’électrophorése en présence d’urée et de 2—mercaptoéthanol, a été realisee en appliquant le
protocole décrit par Kwai-Hang et Kroeker, (1984), grace auquel nous avons réalisé un gel de
concentration (T=4% et C= 2,7 %) en tampon (urée, 0,08 M, Tris, 0,49 M a pH 6,8), ainsi qu’un gel
de séparation a (T=15 % et C = 2.7) dans un tampon (urée, 4 M, Tris, 1.5 M, pH de 8,8).

Les échantillons sont dissous dans un tampon de méme composition que celui du gel de
concentration (8 % V/V, d’urée a 3,3 M, du 2 -mercaptoéthanol a 0,3 % du glycerol a 10 %)
(Annexe 6). Le tampon d’électrode, lui sont composeés de mémes constituants que ceux utilisés en
PAGE-native.

2.2.2.2.5. Révélation des bandes de migration électrophorétique
A la fin de la migration, le gel est démoulé pour subir les opérations successives suivantes.

3. La fixation des protéines est réalisée par immersion du gel dans une solution d’acide
trichloracétique (TCA) 12 % (P/V) pendant 45 minutes.

4. La coloration de gel est realisée par I’immersion de gel pendant 2 & 4 heures dans une solution
de coloration contenant du bleu de Coomassie 0,2 % (P/V) dissous dans une solution constituée
du mélange eau distillée (1 volume), méthanol (1 volume) et TCA 2 % (P/V).

5. La décoloration : elle est réalisée par immersion du gel dans une solution composée du

mélange (eau/méthanol/acide acétique) (V/VIV).
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6. Résultats et discussions

3.1 Qualité physico-chimique

Les résultats concernant les caractéristiques physico-chimiques (moyenne de 30 eéchantillons de lait

de brebis chez deux races Hamra et Ouled Djellal) sont regroupés dans le tableau (16).

Tableau (16) : Analyses physico-chimiques des échantillons de lait ovin (race Hamra et race Ouled

Djellal) collectés.

Race HAMRA Race Ouled Djellal Test
(n=30) (n=30) de
Fisher
Moye (£) SD Max | Min Moye () SD | Max Min P
<0,05
0 pHa 20 °C 6,50+0,09 6,90 6,37 6,61+0,10 6,88 6,44 p*
W n
P_: % Densité 1,038+0,0023 | 1,043 | 1,033 | 1,038+0,0047 | 1,048 | 1,032 NS
g o (g/em?)
wn
é E Point de -0,649+0,028 | -0,570 | -0,709 § -0,651+0,04 | -0,586 | -0,781 | NS
< o | congélation
- (°C)
MG % 5,69+0,93 8,08 4,15 5,945+1,06 8,85 4,16 NS
Q o ESD% 11,93+0,56 13 10,7 11,75+0,81 13,8 10,3 NS
)
E o MST % 17,42+1,75 21,08 | 12,24 17,36%1,78 18,01 | 14,65 NS
23
QE (E) % H20 82,57£1,75 86,76 | 78,92 83,63£1,78 86,51 | 79,56 NS
a
Matiére 6,41+0,46 7,29 5,37 6,23+0,61 7,95 5,25 NS
protéique %

MG : Matiere grasse

ESD : Extrait sec dégraissé

MS : Matiére séche totale
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3.1.1. Mesure de pH

Les valeurs recueillies lors de cette mesure donnent une moyenne de pH pour les échantillons
de lait de brebis race Hamra et Ouled Djellal qui sont respectivement de 6,50 et 6,61. Il apparait que
la race Hamra présente le pH le plus bas par rapport a la race Ouled Dijellal. L’analyse de la
variance a montré qu’il y a une différence significative (p < 0,05 %) entre le pH de deux races.

Comparativement au pH du lait de vache 6,71 (Jenness et al., (1974). Le lait de brebis de nos
races est légérement acide, probablement en raison de sa teneur élevée en protéines (Alichanidis et
Polychroniadou, 1996; Aganga et al., 2002; Juarez et Ramos, 2011).

Manfredini et al., (1993) a rapporté des valeurs de pH plus faibles pour le lait de brebis au
début de la période de lactation par rapport a la phase terminale (6,57 ; 7,01).

Ces valeurs de pH sont en concordance avec celles rapportées par bon nombre d’auteurs tels
que Kurkdjian et Gabrielian, (1962) et Haenlein et Wendorff, (2006), qui enregistrent un pH de 6,51
et 6,68 respectivement.

3.1.2. Densité

La valeur de densité des échantillons de lait (Tableau 16) est égale & 1,038 g/cm® pour les deux
races. Il a été observé a partir des résultats que les valeurs de la densité étaient de 1’ordre de 1,043-
1,033 dans le lait de la race Hamra et de 1,048-1,032 dans le lait de la race Ouled Djellal. L’analyse
de la variance a montré qu’il n’y a pas une différence significative (p < 0,05 %) entre la densité du

lait des deux races.

Comparativement a la littérature, nos échantillons se caractérisent par des moyennes comprises
dans la fourchette de variation des travaux rapportes sur le lait de brebis (1,034-1,038) Kurkdjian et
Gabrielian, (1962) ; Anifantakis et al., (1980) ; Haenlein et Wendorff, (2006); Park et al., (2007) et
Juarez et Ramos, (2011).

La densité du lait de chévre (1,029-1,039) est comparable a celle du lait de vache (1,023-
1,039), mais elle est inférieure a celle du lait de brebis (Parkash et Jenness, 1968; Haenlein et
Wendorff, 2006). Ceci peut étre expliqué par la haute teneur en extrait sec dégraissé de lait de
brebis (Asif et Sumaira, 2010).
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3.1.3. Point de congélation

La détermination du point de congelation permet de voir si du lait de vache a été mélangé a du
lait de brebis (Kern, 1954), et indiquer aussi la présence de 1’cau ajoutée dans le lait (Rosenman et
Garry, 2010).

Les échantillons de lait analysés dans cette présente etude, avec respectivement des valeurs de
0,649 °C, 0,651 °C pour les échantillons de la race Hamra et la race Ouled Djellal. Les deux
¢échantillons analysés sont trés proches 1’un de I’autre. L’analyse de la variance a montré qu’il n’y a
aucune différence significative (p < 0,05 %) entre le point de congélation du lait des deux races
étudiées. Comparativement au lait de vache, le point de congélation du lait de brebis est plus faible

en raison d’une teneur plus €levée en extrait sec dégraissé (Alichanidis et Polychroniadou, 1996).

Les valeurs enregistrées dans notre travail sont inférieures aux valeurs rapportées par Kurkdjian
et Gabrielian, (1962), Haenlein et Wendorff, (2006), Park et al., (2007) et Ramos et Juarez, (2011),
qui donnent la moyenne en point de congélation pour le lait de brebis a -0,570 °C, qui peut étre tenu
pour le point de congélation caractéristique du lait de brebis. Ceci peut étre di au stade de lactation

qui est significativement corrélé avec la valeur de point de congélation (Pavic¢ et al., 2002).

Néanmoins, une étude réalisée par Timar (2011) qui enregistre une valeur de point de

congélation relativement trés proche qui est de 1’ordre de -0,710 °C.

3.1.4. Matiere grasse

Les lipides sont les composants les plus importants de lait en matiere de colt, de la nutrition,
les caractéristiques physiques et sensorielles qu’elles conferent aux produits laitiers (Park et al.,
2007).

Selon le tableau (16), les teneurs moyennes en matiere grasse des échantillons sont 5,69 % et

5,94 % chez la race Hamra et Ouled Djellal respectivement.

Ces résultats sont proches I’un de ’autre, cela peut-étre signifie que le facteur race n’influence
pas sur la composition du lait. Ceci a été signalé par plusieurs auteurs tels que Moore (19664, b) ;
Bencini et Purvis, (1990) et Bencini et al., (1992) n’ayant observé aucune différence dans la
composition du lait a partir de deux races. Ils ont conclu que I’alimentation joue probablement un

réle plus important dans la détermination de la composition du lait de brebis en matiere grasse.
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La supériorité et la richesse du lait ovin, idée largement répandue, se confirment, aussi pour sa
teneur en matiére grasse, celle-ci n’est pas le cas pour nos échantillons et nos races qui présentent
une carence en matiere grasse, ceci peut étre di a la saison qui affiche entre octobre et novembre

(automne) des taux faibles en matiére grasse (Kondyli et al., 2012).

Habituellement, le lait de brebis contient 6 & 9 % de matiére grasse (Simons et al., 1996). Cette

teneur est plus élevée qu’a lait de vache (Haenlein et Wendorff, 2006).

Des valeurs sensiblement similaires a celles obtenues sont enregistrées par Miocinovic et al.,
(1981) avec 6,77 %, Baltadjieva et al., (1982) avec 6,45 %, Konar et al., (1991) avec 6,3 %, Ploumi
et al., (1998) avec 6,77 %, Hilali, (2001) avec 6,76 %, Paccard et Lagriffoul, (2006a, b) avec
6,82 %, Hilali et al., (2010) avec 6,50 % et Mayer et al., (2011) avec 5,58 %.

Néanmoins, nous retrouvons des valeurs trés éloignées de nos échantillons avec des valeurs
plus faibles de 5,40 % et 5,30 % enregistrées respectivement par Malau-Aduli et Anlade, (1997) et
Pugliese et al., (2000), et d’autres plus importantes avec 9,05 %, 7,11 % et 7,52 % enregistrées
respectivement par Anifantakis et al., (1976) ; Sevi et al., (2004) et Kondyli et al., (2012). Celles-ci

reflétent la forte variabilité du taux de matiere grasse pour le lait ovin.
3.1.5. Matiére protéique

Les valeurs moyennes relevées pour chaque échantillon de lait d’ovin sont de I’ordre de 6.41 %
pour la race Hamra et 6.23 % pour la race Ouled Djellal. La teneur en protéine du lait de race
Hamra est relativement proche a celle enregistrée pour le lait de la race Ouled Djellal. L’analyse de
variance a montré qu’il n’y a pas une différence significative (p < 0,05 %) pour le taux de protéines
entre le lait de deux races.

Comparativement au lait de vache, la teneur en protéines du lait de brebis est plus éleve
Haenlein et Wendorff, (2006) ; Park et al., (2007).

Par rapport a d’autres études sur le lait de brebis, Shalichev et Tanev, (1967) avec 6,77 %,
Anifantakis et al., (1976) avec 6,04 %, Voutsinas et al., (1988) avec 6,52 %, Jandd, (1996) avec
6,21 %, Boubezari, (2010) avec 6,12 % et Kondyli et al. ,(2012) avec 6,45 %, confirment les

résultats obtenus dans ces travaux.
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Alors des moyennes telles que 4,3 % Konar et al., (1991), 5,90 % Pavi¢ et al., (2002), 5,63 %
Hilali et al., (2010) et 4,80 % Mayer et al., (2011), marquent la supériorité des teneurs en protéines
totales de nos échantillons. Ceci est un critére trés important pour la technologie laitiere et la

nutrition humaine (Park et al., 2007).

3.1.6. Extrait sec dégraissé

L’ESD est souvent recherché surtout en industrie fromagere, car 1’extraction de la fraction

lipidique du lait permet un meilleur calcul de la fraction protidique.

Nous avons recueilli pour ce parametre une moyenne de 11,93 % pour le lait de la race Hamra
et 11,75 % pour le lait de la race Ouled Dijellal. L’extrait sec dégraissé du lait de brebis est,
toutefois, comme dans le lait de vache, un chiffre trés stable (Kern, 1954). Ce qui explique peut-
étre, la similarité de nos échantillons pour ce paramétre. L’analyse de variance a montré qu’il n’y a

pas une différence significative (p < 0,05 %) pour le taux de ESD entre le lait de deux races.

Ces valeurs sont en accord avec celles rapportées par bon nombre d’auteurs tels que Veinoglou
(1968) qui enregistre une valeur d’ESD de 10,92 % en Bulgarie, Rouissi (2005), de 11,5% en
Tunisie et Boubezari (2010) de 11,70 % chez la race Ouled Djellal.

3.1.7. L’Extrait sec total et le % de ’eau

Ces deux parametres sont complémentaires, plus la teneur en premiere est élevee, celle du

deuxiéme sera faible et vice versa.

La teneur en extrait sec total des échantillons analysés est égale a 17,42 % et 17,36 % pour la
race Hamra et Ouled Djellal respectivement. Les deux races représentant une similarité pour ce
parametre, ceci peut €tre expliqué par I’équilibre de matiere grasse entre eux, puisque L’EST a été
calculé comme la somme de la matiére grasse avec la teneur en ESD, ce dernier est caractérisé par

leur stabilité, mais la matiere grasse est un parameétre instable.

Cependant, nos échantillons enregistrent une moyenne de matiere grasse relativement proche
entre les deux races Hamra et Ouled Djellal, c’est pour cela, il y a une stabilité entre les echantillons
pour la teneur de I’EST et la méme raison peut expliquer la similarité pour le pourcentage de 1’eau,

qui est de I’ordre de 82,57 % pour la race Hamra et 83,63 % pour la race Ouled Djellal.
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L’analyse de la variance a montré qu’il n’y a pas une différence significative (p < 0,05 %) entre
I’EST et pourcentage de I’eau de lait de deux races.

La teneur en EST du lait de brebis est nettement plus grande par rapport a celles du lait vache

avec 12,8 % (Alais, 1984), mais inversement pour le pourcentage de 1’cau 89 % (Jenness, 1980).

La teneur moyenne de ces échantillons pour I’EST se rapproche de celle rapportée par Ploumi
et al., (1998) avec 17,82 % ainsi que celle signalée par Pugliese et al., (2000) avec 17,57 %. Cette
teneur est par contre supérieure a celle rapportée par certain auteurs tel que (Baltadjieva et al.,
(1982) et Mayer et al., (2011) avec des teneurs de 16,97 % et 15,20 % respectivement).
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3.2.  Analyse électrophorétique de la fraction protéique
3.2.1. Analyse électrophorétique des protéines sériques totales

Les conditions non dénaturantes gardent les protéines dans leur état natif, ce qui fait de la
PAGE-native une technique résolutive et bien adaptée a la séparation des protéines sériques. Les
molécules y sont séparées selon leur poids moléculaire ainsi que leur charge (Wittig et al., 2007) et

apparaissent sous forme des bandes de migration variant par leur position et leur intensite.

Comme il a été illustré en figure (15), I’apparition de la PAGE-native aux fractions seriques du
lait de brebis montre des profils électrophorétiques avec de fortes similitudes entre les dix (10)

échantillons analysés de race Hamra et Ouled Djellal, se démarquant nettement du lait de référence.

Les protéines sériques du lait bovin dans les conditions natives migrent en cinq bandes
correspondantes dans 1’ordre croissant de leur mobilité électrophorétique aux immunoglobulines, le
composant trois protéoses-peptones, la sérum-albumine bovine, 1’alpha-lactaloumine et en fin la
migration le béta-lactoglobuline (Kingsbury et Gaunt, 1967 ; Egito et al., 2001 ; Eriksen et al.,
2010).

Les protéines sériques des échantillons de lait de brebis race Hamra et Ouled Djellal étudiées,
elles migrent aussi en cing bandes, notées de | a V, celles-ci pouvant correspondre aux mémes

espéeces protéiques retrouvées dans la fraction sérique du lait bovin.

Néanmoins, cette correspondance reste sujette a une confirmation par séquencage des
extrémités N-terminales des espéces protéiques isolées et leur comparaison a des séquences

préétablies.

Comparativement au lait bovin, le diagramme électrophorétique en PAGE-native des protéines
sériques du lait de brebis race Hamra et Ouled Djellal présente de points distinctifs.

En premier lieu, les bandes de migration (I) et (111) (Figure 15) présentent respectivement un
méme niveau de migration avec les immunoglobulines et le sérum albumine bovine ce qui suggere

la possible similitude dans la nature de celle-ci.

En deuxiéme lieu, les bandes de migration 11, IV et V présentent des niveaux de migration

differents des protéines homologues du lactoserum bovin.
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Mati et al., (1991), ont conclu qu’il existe une grande similitude entre les fractions de protéose-
peptones (bande I1) des laits de vache et de brebis. Elle se distingue particulierement par rapport a

leur homologue bovin par une plus faible mobilité électrophorétique en PAGE-native.

Les bandes de migration (1V) et (V) qui, selon 1’ordre de migration des protéines lactosériques
bovines, pourraient correspondre respectivement a 1’alpha-lactalbumine et au béta-lactoglobuline,
ne trouvent aucun bande vis-a-vis dans la piste de migration des protéines sériques bovines. De
telles observations sont aussi rapportées par Amigo et al., (1992), qui situent les bandes
caractéristiques correspondant a 1’alpha-lactalbumine et a la béta-lactoglobuline bovine plus en

avant que son homologue ovin.

En nous appuyant sur les travaux de Kiddy et al., (1972), nous pouvons confirmer la position
des deux variantes génétiques de la B-Lg (B-Lg A et B-Lg B) bovin. La fraction de f-Lg de nos
échantillons apparaitre sous forme d’une seule bande intense avec la mobilité électrophorétique
similaire a celle de a-La bovine. Des observations similaires ont été rapportées par Amigo et al.,
(1992) et Persi et al., (2011) indiquent et situent comme chez 1’homologue bovin I’existence de

deux variantes génétiques de B-Lg ovine mais ne pouvaient étre distingués.
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P/sérigues P/sériques
Race Hamra Race Ouled Djellal
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Figure (15) : Electrophorégramme des protéines sériques du lait de brebis race Hamra et Ouled

Hs YOD1 OD2 OD3 OD4 OD5 )

Djellal comparées au lait bovin (T=12% ; C=2,7%).
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3.2.2. Analyse électrophorétique des caséines totales

La PAGE-Urée une technique particulierement adaptee a la résolution des groupes de protéine

a forte association, cas des caséines (Prado et Natalucci, 2002).

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

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

Mais pour adapter cette technique aux caséines du lait de brebis, nous avons été amenés a
effectuer plusieurs mises au point relatives notamment a la porosité du gel et aux concentrations en

urée.

Il est admis que les caséines du lait bovin migrent en 5 bandes comme suit (suivant une

mobilité croissante) : y-Cn <k-Cn < B-Cn < 0-S2Cn < aS1Cn (Grosclaude, 1988).

Le comportement électrophorétique des caséines ovines en PAGE-Urée, ainsi que sur 1’ordre
d’apparition de celles-ci a été décrit par Arave et al., (1973), Chianese et al., (1992) et Moatsou et
al., (2004). Le schéma général de migration présente en premier la caséine 3 avec la plus faible
mobilité, suivi du complexe aS-Cn (aS2 puis aS1), ces deux groupes sont séparés par une bande
diffuse peu focalise, la caséine -k. Cependant et a I’opposé du profil bovin (Egito et al., 2006), le
comportement des caseines ovine en PAGE-Urée est similaire a celui de 1’espéce caprine (Calavia
et Burgos, 1998 ; Moatsou et al., 2004).

Comme décrit par Lebars et Gripon, (1993), le diagramme électrophorétique (Figure 16),
montre pour le lait bovin un agencement identique a celui décrit par ces auteurs (B-Cn, aS2-Cn et
aS1-Cn). Les caséines aS2-Cn et aS1-Cn, apparaissent sous forme d’une seule bande bien focalisée

et le x-caséine n’est pas détectable (Figure 16). Ceci a été indiqué par Prado et Natalucci, (2002).

La figure (16) montre que le lait de brebis de la race Hamra et de la race Ouled Dijellal
présente trois bandes caséiniques correspondant selon 1’ordre croissant de leur migration aux

caséines P, k et le complexe aS-Cn (as2-Cn suivi par as1-Cn).
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I1 faut noter que la faible intensité de 'une des bandes de I’échantillon du lait de deux races
ovines pourrait s’expliquer par sa faible teneur dans le lait et suite & son hydrolyse aprés
acidification. En effet, ce lait n’a pas ét¢ additionné d’antibactérien, en plus il a ét¢ acheminé tel
quel au laboratoire. Dans ce cas, la protéolyse a affecté principalement la casé€ine 3, qui semble étre,

comme dans le cas du lait bovin, la plus sujette a 1’action de la plasmine (Trujillo et al., 2000).

Comparativement au profil électrophorétique des caséines bovines, une préidentification des
bandes de migration des caséines de nos races est possible. Ainsi, le premier niveau de migration du
lait bovin, la caséine B est bien focalisée, trouve une correspondance dans les pistes de migration

des caséines de nos échantillons, celle-ci pouvant étre de méme nature selon (Mayer, 2005).

Le deuxieme niveau de migration du lait de deux races (Hamra et Ouled Dijellal), corresponde
aux bandes diffuses représente la caséine -x. Ceci est similaire a ceux rapportés par Alais et Jolles,
(1967), Chianese et al., (1992) et Moatsou et al., (2004).

Le complexe des caséines aS, quant a elles, présente un agencement identique (aS2 puis aS1)
chez les deux races, sauf ceux touchés par le phénomene de protéolyse. Comparativement aux oS-
caséines bovines, le complexe aS caséique ovin présent une mobilité électrophorétique retardée,
ceci peut étre utilisé comme marqueur pour la présence du lait bovin dans un mélange du lait d’ovin
(Mayer, 2005).
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Caséines Caséines totales Caséines totales
Bovine R/ Hamra R/ Ouled Djellal _
<> A A
H1 H2  H3 ns) fopr  OD2  op3  opD4  OD5\

\ 4
Figure (16) : Electrophorégramme des caséines du lait de brebis race Hamra et Ouled Djellal  +
comparée aux caséines bovines en PAGE-Urée (5,7M) (T=15% ; C=2,7).
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3.2.3. Electrophoreése en milieu dissociant, en présence de SDS (PAGE -SDS).

Dans ces conditions, la migration des particules a lieu seulement selon leur taille et leur forme.
Nous avons aussi analysé la fraction caséique de lait ovin en SDS-PAGE. Les conditions de
dissociation, en présence de SDS et du 2-mercaptoéthanol, sont telles que les protéines s’agencent

dans I’ordre croissant de mobilité électrophorétique corrélée négativement au poids moléculaire.

L’objectif de cette technique est de déterminer le poids moléculaire des protéines d’intérét par
comparaison au niveau de migration de protéines de référence sous forme d’un kit. Ce dernier est

constitué avec des protéines de poids moléculaires connus s’étendant de 10 a 250 kDa (Figurel4).

Mufoz et al., (2004), Yetismeyen et al., (2006), Sandra et al., (2008) et Asia et al., (2011),
décrivent comme suit 1’ordre croissant d’apparition des caséines ovines en SDS-PAGE : la caséine

aS2, la caséine aS1, la béta caséine et la caséine kappa.

Un tel comportement électrophorétique est mis en évidence en figure 17. Nous pouvons, grace
aux travaux des auteurs cites, faire correspondre les 4 bandes de migration, respectivement a la
caséine alpha S2, la caséine alpha S1, la caséine béta et enfin la caséine kappa avec des masses
moléculaires tres proches les unes des autres pour les échantillons de deux races (Hamra et Ouled
Djellal), qui sont respectivement (33 674, 32 270, 28 398 et 27 214 Da).

Néanmoins, ceux que nous avons obtenus pour le lait de nos races ne correspondant pas aux
poids moléculaires réels des caséines ovines, et loin des valeurs rapportées par Trujillo et al.,
(2000), qui donnent des valeurs, allant selon les types génétiques étudiés de (19 373) pour la caséine
K, de (25 616) pour la caséine aS2, de (23 411) pour la caséine aS1 et de (23 750) pour la caséine p.

Cette différence, entre les valeurs réelles et expérimentales obtenues, peut étre expliquée par
deux phénomenes, I’un étant la forte association des caséines ce qui leur confére ainsi un poids
moléculaire plus élevé que leur poids moléculaire réel ceci se traduit par une faible migration en
SDS-PAGE. L’autre est faible fixation du SDS aux caséines, cette caractéristique est ainsi

remarquée pour les caséines d’autres espéces (Boumahrou et al., 2009).

Ce dernier point marque les limites de 1’application de la SDS-PAGE a la détermination du
poids moléculaire des caséines. Pour ce faire, nous suggérons le recours a d’autres méthodes telles
que ’ultracentrifugation ainsi que la chromatographie liquide a haute performance (HPLC) couplée

au spectrométre de masse.
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Figure (17) : Electrophorégramme des caséines du lait de brebis, race Hamra et race Ouled Djellal, en
PAGE-SDS (T=17% ; C = 2,7%).
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Conclusion

Bien que pendant ces derniéres décennies, le lait de brebis a fait ’objet de multiples travaux de
par le monde. Il reste que tres peu d’investigations qui ont porté sur le lait produit dans notre pays
tant dans ses volets quantitatifs, liés aux conditions zootechniques de productions, que dans ses

volets liés a sa qualité hygiénique et physico-chimique, ainsi qu’a son apport nutritionnel.

A travers cette étude, nous avons tenté d’apporter une modeste contribution & une meilleure
connaissance de ce lait et nous avons ciblé 1’analyse physico-chimique, I’isolement et la

caractérisation électrophorétique des protéines.

Pour ce qui est des analyses physico-chimiques, celles-ci ne marquent aucune différence
notable entre le lait des deux races étudiées. Toutefois, ce lait présente une valeur supérieure de

celle de lait de vache. Ce dernier étant pris comme lait de référence.

Ainsi nous relevons des taux de matiére grasse plus faibles (en moyenne 5,69 et 5,94 % pour la
race Hamra et Ouled Djellal respectivement par rapport aux normes entre 6-7 %). Ces variations

sont dépendantes du régime alimentaire et de la saison de collecte du lait.

Concernant la fraction protéique, celle-ci dont I’importance en technologie a été prouvée se
situe entre 6,41 % et 6,23 % pour la race Hamra et la race Ouled Djellal, respectivement. Ceci
confirme que le lait de nos races est riche en protéines, car se situant en méme valeur que les

normes requises (5-6 %).

Dans ce sens que nous nous sommes proposé se d’évaluer quantitativement ce lait en procédant

a I’isolement et a la caractérisation des ses protéines majeures

Pour cela, nous avons mis en ceuvre et adopté des protocoles d’isolement suivi de séparation
électrophorétique sur gel polyacrylamide dans plusieurs conditions (native, en présence d’urée, en

présence de SDS).

Concernant le comportement électrophorétique, en PAGE-native, nous avons relevé une
migration différente du a-lactalbumine et -lactoglobuline ovine par rapport a leurs homologues

bovins.
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Le PAGE-urée a mis en relief la particularité de la migration des caséines ovines ou notamment
la présence des variantes génétiques pour le aS1-Cn dans certains des échantillons de la race Hamra

ce qui suggere une forte utilisation de ce lait a des fins de technologie fromageére.

L’isolement des protéines et leur caractérisation par électrophorése sur gel de polyacrylamide
(PAGE) dans plusieurs conditions (native, en présence d’urée, en présence de SDS) ont permis de
montrer que les profils protéiques obtenus sont trés comparables entre eux, malgré 1’origine variée
des échantillons (race Hamra et race Ouled Djellal), sauf ceux touchés par le phénomeéne de

protéolyse qui a affecté principalement la caséine f.

D’apreés ces résultats, 1’étude comparative de la qualité et des profils protéiques du lait produit
par les deux races Hamra et Ouled Djellal ne montre pas de différences significatives pour la
majorité des composantes physico-chimiques. Les performances de production laitiére montrent une
supériorité de la race Ouled Djellal, toutefois on n’a pas encore extériorisé les potentialités
productives des deux races. Pour augmenter la rentabilité des troupeaux ovins laitiers, il est

impératif d’améliorer les conditions alimentaires et d’opter pour le sevrage précoce.

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

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

Malheureusement, en raison de la situation actuelle de 1’élevage ovin en Algérie caractérisée

par I’absence de toute stratégie de préservation et de conservation des ressources génétiques ovines.

Dans nos perspectives, il serait donc intéressant d’élargir notre étude par un plus grand nombre
de races traditionnelles a effectif et a répartition géographique réduits notamment par
I’échantillonnage des populations D’men, Berbére et Barbarine, afin de réaliser une caractérisation
complete du cheptel ovin algérien. Des stratégies pourraient étre envisagées, par la suite, afin de
sélectionner parmi ces races, celle qui présente une meilleure aptitude a la traite, ceci pourrait étre

utilisé comme un noyau d’un programme de sélection génétique.
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Annexe (01) :

monde.

Annexe (02) :

Annexe (03) :

Annexe (04) :

Annexe (05) :

Annexe (06) :

Annexes

systématique des ovins et distribution géographique des populations ovines dans le

Production du lait de brebis dans le monde, FAO stat (2010).
Détermination de la teneur en protéines par la méthode de Bradford (1976).
Electrophorése en conditions non dénaturantes (PAGE-native).
Electrophorése en présence de SDS et de 2-mercaptoéthanol (PAGE-SDS).

Electrophorése en présence d’urée et de 2- mercaptoéthanol (PAGE-urée).
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Annexe 01 : Systématique des ovins et distribution géographique des populations ovines dans le

monde.
Régne Animalia
Embranchement Chordata
Classe Mammalia
Ordre Artiodactyla
Famille Bovidae
Sous-famille Caprinae
Genre Ovis

Population Ovine Dans Le Monde
Entier
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Annexe 02 : Production du lait de brebis dans le monde (tonne de lait/an), FAO stat (2010).

;
l

Production (En Tonnes) Du Lait De
Brebis Dans Le Monde

1724000
usa

@ 02512
s
13%
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Annexe (3) : Détermination de la teneur en proteines par la méthode de Bradford (1976)

Préparation de réactif de Bradford :

- Bleu de coomassie G 250. ... ..uinrieiiiiie e 50 ml

= EHNAN0I 95 Q... 50 ml
- Acide OCtophOoSPNOIIQUE 85 Q0.......c.eeiiiiiiiiiiiiiiiieeeeie e 100ml
= HO diStIIE QSP.. ettt 1000 ml

Gamme étalon :

A partir de la solution mére de BSA, des dilutions sont préparées suivant le tableau ci-dessous :

1 2 3 4 5 6 T
Volume de BSAa1mg. L™ (uL) 5 10 20 30 | 40 50 0
Volume de I’H,0 (uL) 45 40 30 20 | 10 0 50
Reéactif Bradford (mL) 2
Annexe 04 : Electrophorése en condition non dénaturante (PAGE native)
Solution d’acrylamide (A)
= ACTYIAMIAE. . .o e 364
- BISACTYIAMIAC. .. e e 19
= Bau diStIIGe. .ot 100ml
Tampon de gel (B)
e 1 0 T PP 9,14 ¢
s Bau ISt . .o e 100 ml
Ajuster a pH 8,9 avec du HCL 4N
Tampon d’électrode (pour une plaque)
S b & 1P 0,12 ¢
R € 1) '(¢3 11 T T PRSP 0,58 ¢
= BaU ISt . e 200 ml
Ajuster a pH 8,03 avec du Tris
Tampon d’échantillon
= Tampon du el (B). ..o e 100ul
s Bau ISt . e 700 pl
I €1 o= (o] IR0 SOOI 200 pl
- bleude bromophénol............cooiiiiiii e une téte d’aiguille
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dissoudre 1 mg de protéines lyophilisées dans 1 ml de ce tampon
Electrophorése :
Préparation du gel T=12% et 2,7 %
= SOIUHON (A) ettt e e e naeene a3, 2D M
= SOIUEON (B). ettt e 5ml
= BaUISHIIGE. .. o 1.68 mi

dégazer le mélange pendant 2 min maximum

Couler et mettre le peigne immédiatement
Dépot d’échantillon : 10 a 20 pl
Mise sous tension : 50 mA, 65 v
Fixation : 30 min dans la solution de fixation
Coloration : 1 heure dans la solution de coloration

Décoloration : dans la solution de décoloration

Annexe (5) : Electrophorese en présence de SDS et de 2-mercaptoéthanol (SDS-PAGE).
Solution :

Solution d’acrylamide (A) :

= ACTYIAMITR. ..ttt ettt a ettt et ne et et etentenae e e 369
- Bisacrylamide. ... 19
- Bau diStillEe. ..o e 100 ml

Tampon de gel de séparation (S) :

m  BAU AISTIIB. ... e e 100 ml

Ajuster a pH 8,8 avec HCI 4N

94



AnNnexes

Tampon de gel de concentration (C)

s BAUISHIIIEE. ... ——————- 100 ml
Ajuster a pH 6,8 avec du HCI 4N

Tampon d’électrode

T TES e e ———————— 129
s Gy M. et e e e ———— 5,76 g
S S DS e e ——————— 0,29
- BAUISHIIEE. .. .o 200uL

Ajuster a pH 8.3 avec du Tris

Tampon d’échantillon

= SOIULION (€ eititieee——————aaa 500ul
s BAU ISR, ..ot ———- 250 pl
m SIS (L0 20 ettt e 250 pl
= 2-MErCaPOBINANOL. ........eiiiiiece e 50 pl

Dissoudre 1 mg de protéines lyophilisées dans 800 pL de ce tampon. Chauffage a 100 °C pendant
3-4 min puis refroidir dans un bain d’eau froide. Ajouter 200 ul d’une solution de glycérol 50 %
(V/V) et quelques grains de bleu de bromophénol.

Solution de fixation

- Baudistillée (QSP).....on 100 ml

Solution de coloration

- Bleude coomassie R 250, .. ...iuieii i ———— 059
s ACKHHE ACETIGUE. ..ttt —————— 4g
s U MENANOL. ..o ————— 100 ml
= BaU ISHIIGE. ..o e —————————— 100 ml

Solution de décoloration

= ACKHHE AU, .. v ettt et 37,5 ml
= BAU AISTIHIEE.......eceieece ettt e aee 312,5 ml
s U MENANOL. ... —————— 150 ml

Solution de persulfate d’ammonium

- Persulfate d’ammonium..............coooiiiiiiiiii e e 222.0,1 O
- Bau distillée (QSP) ... e e ————— Iml
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Electrophorese :

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

= S OIUEION (A ettt ettt e e ———————— 4,6 ml
s SOIULION (St ————— 2,51 ml
m  BaUAISHILIEE. . ..ot ——— 2,73 ml

Dégazer le mélange pendant 2 min maximum

= SDS (L0 90). . ettt ettt bbbttt r e ne s 100 pl
5 U TEMED . . oottt et te e Reare et e e e 13 ul
- Persulfate d’ammonium 10 Y0........c.ccveiiiiiiieie e 75ul

Couler a environ du sommet de plaque

Préparation du gel de concentration : T=4,8 % et C=2,7 % :

= 1o (V1o o I 02 TR OO OO RSP STSSSRSRR 1,3 ml
I 101 15 107 s B (0 RPN 2,5ml
m  BAU AISHIIEC. . oottt 5,8 ml

m DS (10 00) . et 100 pl
= U TEMED ..o, 20 pl
- Persulfate d’ammonium & 10 %0 (P/V)...cooiiiiiiiiieee s 10ul

Couler immédiatement sur le gel de séparation puis introduire le peigne.
Dépodt d’échantillon : 10 a 20 pl
Mise sous tension : 50 Am, 65v
Fixation : 30 min dans la solution de fixation.
Coloration : 1h et 15 min dans la solution de coloration.

Décoloration : dans la solution de décoloration.
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Annexe (6) : Electrophorése en présence d’urée et de 2- mercaptoéthanol (PAGE urée).
Solution :

Tampon de gel de séparation (S) :

- Baudistille. ... 100 ml

Ajuster a pH 8,8 avec HCI 4N

Tampon de gel de concentration (C) :

s T S e e ——————— e 60

s BAUAISHIIIEE. ..ot —————- 100 ml
Ajuster a pH 6,8 avec du HCI 4N

Tampon d’électrode

T E S e 1,12¢g

I €11/ ox T - USRS PP PP STRS 0,58 g

= BAUdISHIIEE. . e e ———— 200 ml
Ajuster a pH 8,3 avec du Tris

Tampon d’échantillon

s SOIULION (€.t titeee————— 100 pl

s UL i ————— a1 700 pl

- 2-mercaptothanol. .. .....ouiuie i e 200 pl

I 1 Yot o] IS0 TSP 200 pl

- Bleude bromophénol...........cooiiiiii une téte d’aiguille

Dissoudre 1 mg de protéines lyophilisées dans 1 ml de ce tampon

Electrophorése :

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

= ACTYIAMIO. ..ttt ettt e nreeae e e ae 1,269

- BISACTYIAMIAC. .. et e e 0,049

m U . i ————— e 2449

1o 11110 I ) TSSO 10 mi

Dégazer le mélange 2 min
I 211 21 5 P 30ul
- Solution de persulfate d’ammonium 10 % (P/V).....coooiiiiiiiiiiieiieee e 75 ul
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Couler a environ 1,5 cm du sommet de la plaque.

Préparation du gel de concentration : T=4 % et C= 2,7 %

= ACTYIAMIAC. ..o e 0,389
- BISACTYIaMIde. ... e 0,01g
UL e ————— e 0549
I 101 1513 (o) 4 I () T PP 10ml

Dépot de I’échantillon : 10 a 20 pl

Mise sous tension : 50Am, 65 v

Fixation : 25 a 30 min dans la solution de fixation.
Coloration : 1 h et 15 min dans la solution de coloration.

Décoloration : dans la solution de décoloration.
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