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LES PROTIDES DU LAIT (fin)
par
GERARD BISERTE, ANDRE BRETON et GUY FONTAINE

1. - LE DIAGRAMME ELECTROPHORETIQUE DU LAIT
ET SES VARIATIONS

Les divers constituants protéiques du lait que nous avons
étudiés s'intégrent dans un ensemble défini dont Il'analyse électre-
phorétique représente I'un des meilleurs moyens d'étude. Mais
l'essai de synthése que nous avons tenté de réaliser se heurte a de
nombreuses difficultés. 1l est délicat dét.ab lir un ((diagramme-
type)) des protéines du lait, par analogie avec le diagramme-type
du systéeme protéique sanguin. En effet, les protéines du lait appar-
tiennent a des groupes différents, qui possedent parfois des vitesses
électrophorétiques  identiques et « chevauchent ., sur les diagrarn-

Fig. 1. - Electroprotéinogramme sur papier de la fraction albumine du
petit-lait de vache (pH 8)9).

mes. De plus, les variations de pH et de force ionique des solutions-
tampons les conditions de préparation des protéines, leurs inter-,
actions dans le mélange, sont autant de facteurs qui compliquent
I'établissement  du diagramme et expliquent la difficulté de son
étude.

A. - Diagramme électrophorétique  du lactosérum de vache.
1. Electrophorése du type 'l'iselius,

Par cette méthode, en tampon véronal de pH 8,4 et de force
, & une concentration protéique de 1,2%, SMITH [37]
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trouve 6 constituants différents: a, b, ¢ d, e, t.iaetb représentent

les globulines (pseudo et eu-globulines) ; e, la f3-lactoglobuline ; les
autres fractions ¢, d, [, n'ont pas été identifiées de fagcon précise
par SMITH. STANLEY, ANDREWS et WHITNAH[38] apportent des
résultats trés voisins pour un lactosérum décaséiné par d~ chlorure
de sodium & saturation.

2. Electrophorése sur papier.

VANDEGAERet' MIETTINEN[39] ont étudié les protéines du
lactosérum par électrophorése sur papier, en tampon véronal de
pH 8,6 et de force ionique 0,1. Les A. obtiennent 5 fractions qu'ils.
assimilent aux composés obtenus par SMITH.VANDEGAERt MIET~
TINEN distinguent les fractions a et b (eu- et pseudo-globulines),
un composé c (qui est sans doute I'ce-lactalbuminej- un composé
important  mais dissymétrique : c'est la f3-lactoglobuline (frac-
tions d + e de SMITH), enfin le composé 1 non identifié.

Cette comparaison ne nous semble pas entierement exacte.
Aussi avons-nous tenté de reconstituer synthétiquement le systeme
protéique complet, a partir des albumines et des globulines du
lactosérum obtenues par des techniques de précipitation aux sels
neutres (fig. 2 et 3). A pH 6,2, la fraction albumine -obtenue par
relargage, comprend trois composants principaux  (diagrammes
de la figure 2) :

- la..f3-lactoglobuline- est le plus important : elle apparait
dédoublée surtout a pH 8,9 ;

- le deuxieme composant est moins rapide et moins abondant
que la f3-lactoglobuline : c'est I'IX-lactalbumine;

- le troisieme composant se présente sous forme d'un pic peu
développé mais plus rapide que la f3-lactoglobuline : il s'agit d'une
protéine analogue a la sérumalbumine  sanguine.

Enfin, il existe un quatrieme composant non identifi¢, (compo-
sant X) ;il est peu abondant et sa vitesse de migration est inférieure
a celle de I'lX-lactaloumine. Peut-étre s'agit-il du composé 11l de
.MAOMEEKIN?

A pH 6,2 et 8,9, la fraction . globuline» non purifiée contient,
a coté de la f3-lactoglobuline et de I'IX-lactalboumine qui sont des
souillures, une fraction globuline prédominante, se présentant sous
forme -d.'un pic dissymétrique (diagramme B et C des figures 2 et 3).

Le diagramme électrophorétique  complet d'un lactosérum peut
étre, par conséquent, formé des fractions suivantes dans l'ordre
de leur mobilité décroissante : sérumalbumine,  f3-lactoglobuline,
IX-lactalbumine, composant X, globulines colostrules. Lorsque I'on
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Fig. 2. ~ Electroprotéinogramme de Fig. 3. Elect.rop rotéin ogr-am me
lactosérum  de vache (tampon  phosphate de lactosérum  de v~che (tampo~
M/20, de pH 6,2). A : lactosérum total; B : nal, de pH 89). A : lactosérum'
fraction « globulines » C : fraction « albu- B : fraction « albumines » C : fraction
mines », « globulines  »,

ajoute de I'-caaéine a ce lactosérum, le sommet correspondant a la
sérumalbumine est recouvert, par cette protéine (figures 4 et 5).

B. - Diagramme électrophorétique  de lactosérum  humain.

1. Electrophorése type Tiselius.

DEUTSCH [40] est le seul a avoir étudié le oornportement élee-
trophorétique des protéines du lactosérum décaséiné par la présure.
L'aspect des diagrammes est, a peu de choses prés, le méme aux
6e, ge, l4e et goe jours de la lactation. DEUTSCH ne met pas de noms
sur les différentes fractions de sa courbe électrophorétique, mais il
est vraisem'blable que le composant 1 est constitué par les globu-
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lines, le 2 par l'a-lactalbumine, .le 3 par la ~-lactoglobuline et que le
6 .représente la sérumalbumine.

A
A
B B
Cc
C
D
D
SA ft ) (ct«.
Case;

Fig. 4. -  Electroprotéinogram- Fig. 5. - Diagramme  de dé-
me des protéines du lactosérum de compo sit.ion des électroprotéino-
vache (pH 6,2). C: fraction «albu- grammes de la figure 4.
mines »; B : fraction « globulines));

C : fraction «alburnines » + frac-
tion « globulines)); D : fraction «
albumines )) + fraction  « globuli-

nes » + caséine.

2. Electrophorése sur peepier .

Comme dans le cas du lait de vache, nous avons séparé par
fractionnement  au sulfate d'ammonium les' fractions « globulines .
et «albumines»' du lactosérum humain.

La fraction . globuline» impure contient une forte proportion
de globulines immunes, mais se trouve encore souillée par des
composants albuminiques (figure 6)." La fraction «albumine »<est
composée' de sérumalbumine, de ~-lactoglobuline et' d'a-lactalbu-
mine (diagramme B de la figure 6). LI\. vitesse de migration de la

« sérumalbumine » de lait est identique a celle de la sérumalbumine
sanguine. -
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La ~-lactoglobuline se divise en deux composants (diagramme B
de la figure 6). Toutefois, lorsque la concentration  protéique
s'éleve, on assiste a la disparition du deuxiéme composant de la
~-lactoglobuline (diagramme D de la figure 6). Lorsque I'on mélange
les fractions « albumines» et « globulines» impures, on. assiste
également a la disparition des deux composants de la ~-lactoglo-
buline, et derriere elle, le diagramme .forme un plateau continu
présentant deux élévations peu marquées correspondant a l'eX-lac-
talbumine et aux globulines (diagramme C de la figure 6).

A
at»:
8
SA. P1 - ex.
C
sa P oc Glo.
D
Fig. 6. - Electrophorése sur papier des protéines du lactosérum humain
(pH 8,9). A: fraction « globulines» impure; B :fraction «albumines» impure;
C : mélange des fractions «globulines» et «albumines» ; D : fraction «albu-

mines» a plus forte concentration.

Le diagramme complet du lactosérum humain montre donc,
dans l'ordre de mobilité décroissante: un faible sommet de séru-
malbumine, un clocher bien individualis¢ de ~-lactoglobuline et
un plateau a deux élévations correspondant a l'ex-lactalbumine et
aux globulines.
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C. - Etude électrophorétique du lait total ..

Les interactions entre les protéines du lait sont si nombreuses
.que le diagramme électrophorétique du lait totdJ écrémé n'est pas
invariable. .

SLATTER €t VAN. WINKLE [41] étudiant’ les variations du dia-
gramme électrophorétique du lait de vache 'total ont constaté des
modifications importantes suivant la force ionique et surtout sui-
vant le pH (@ pH 5,4 et 6,6 I'lX-caséinese sépare en deux fractions;
a pH 4,1, la ~'caséirie se résout en deux composants ~1 et ~2).
TOBIAS, WHITNEY et TRACY [42] reprenant les travaux de SLATTER
et VAN WINKLE ont abouti aux mémes conclusions.

En ce qui concerne le lait de femme total, les électroprotéino-
grammes sur papier, effectués a pH 6,2 montrent I'existence de
trois fractions principales (figure 7).

Fig. 7. -  Electroprotéinogramme de lait total de femme (pH 6,2).
A : lait de femme du deuxiéme jour; B : lait de femme du troisieme jour.

La premiere fraction, la plus mobile, est un mélange d'IX-caséine
et de sérumalbumine ; la deuxiéme correspond certainement a de
la ~-lactoglobuline et la derniére, la plus lente et la plus importante,
est un mélange de ~- et y-caséines, d'IX-lactalbumine et de globu-
lines. De toute facon, le diagramme du lait complet écrémé de femme
est tres différent de celui du lactosérum et démontre la présence
de nombreuses interactions entre les divers constituants protéiques
du lait total.
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D.:- Variations du diagramme électrophorétiquesuivant
I'espéce ani male.

DEUTSII[43] a étudié le diagramme électrophorétique du
lactosérum humain et de diverses especes animales (vache, chévre,
truie, jument, brebis). S'il existe de grandes différences entre les
constituants  protéiques des diverses espéces animales, I'aspect
de la courbe est toujours le méme pour une espece déterminée a
un méme stade de la lactation.

E. - Modifications du diagramme étectr-o phor-étf que suivant,
le stade de la lactation.

La lactation passe par plusieurs stades

-a) avant la naissance: les glandes mammaires sécrétent aux
'I», S€ mois de la grossesse, de petites quantités d'un liquide riche
en cendres, en chlorures et en protéines (albumine et globulines
immunes) : c'est la sécrétion. anténatale.

b) aprés la naissance: de la 12€ heure au 12e jour, apparait
une sécrétion imparfaite, le colostrum, liquide alcalin et jaune
(riche en lactoflavine) que l'on peut considérer comme une émulsion
de globules de graisse dans une solution complexe de glucides, de
protides et de sels;

c) le lait de transition est sécrété du 12¢€ jour au 30€ jour;

d) le lait parfait (du ler mois au ge mois) est une solution saline
et sucrée de protéines, tenant en émulsion des globules de graisse;

e) le lait sécrété a la fin de la période de lactation (aux environs
du ge mois) est encore appelé lait de régression, et sa composition
chimique s'apparente ~ celle du colostrum.

Les différences constatées au couts de la lactation 'entre les divers
composés protéiniques sont purement quantitatives. Il n'y a aucune
dissemblance qualitative entre la globuline colostrale et la globuline
immune du lait parfait.

Au moyen de, l'électrophorese différentielle (type ‘l'iselius),
SMITH[44] a constaté que la globuline immune était -la fraction
principale du colostrum de vache. DEUTSOH1 montré [45] la chute
des globulines et I'élévatign des albumines dans le colostrum de
femme et de vache. HEYNDRIOKxet DE VLEESOHAUWERG6] ont
observé également cet effondrement des globulines dés la 30€ heure
cependant que la ~-lactoglobuline s'éléve, ainsi que les - et ~-ca-
séines. BISER'j'Eet MASSE[47] ont signalé I'abondance des fractions
globulines et albumines dans les sécrétions a.nt.énatales et colos-
trales humaines. Nous avons suivi, de fagon plus précise, I'évolution
du lactosérum humain aux différents stades de la lactation,au
moyen de [I'électrophorése sur papier.



PROTEIDES DU LAIT 161

Le colostrum décaséiné du premier jour, étudié a pH 8,9 se
présente sous forme d'un clocher unique, mais asymétrique et étalé,
correspondant aux globulines immunes (figure 8). Dés la 24€ heure
(diagramme B de la figure 8) il est possible de déceler, en avant des
globulines une fraction peu importante qui correspond a la ~-lacto-
globuline.

A partir du 2€ jour, la fraction globulinique est toujours prépon-
dérante mais la ~-lactoglobuline s'individualise plus nettement,
ainsi que la sérumalbumine (diagramme, C de la figure 8).

ph 8.9

Fig. 8. -  Electroprotéinogramme sur papier (pH 8,9) du colostrum
décaséiné humain.

Puis, entre le 3e et le 10e jour, le diagramme électrophorétique
présente trois pics, qui sont, dans l'ordre de mobilité décroissante:

la sérumalbumine.cla  ~-lactoglobuline -et I'ensemble de I'IX-lactalbu-
mine et de la fraction globulinique (figure 9).
L'aspect de [I'électroprotéinogramme est différent. suivant

le pH. A pH 8,9 (diagramme A de la figure 10), I'ensemble IX-lac-
talbumine-globuline  est beaucoup 'plus étalé.
Les laits parfaits (du-l1 erau g€ mois) présentent a pH 8-9, 3 pics
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ph. 6.2
1o jour
A
SA.j3 0C
+
Glo.
6o jour"
B
Fig. 9. - Electroprotéinogramme sur papier de lactosérum humain

du troisieme et sixiéme jour (pH 6,2).

bien distincts. Cependant, la fraction la moins rapide se divise en
deux groupes correspondant a I'IX-lactalbumine et aux globulines
(diagrammes B et C de la figure 10). Les globulines du lait parfait
sont beaucoup moins abondantes que celles du colostrum.

Le lait de régression (lait prélevé au 1ge mois)' donne un dia-
gramme trés simplifié avec 2 pics: l'un de ~-lactoglobuline et l'autre
vraisemblablement formé d'un mélange d'IX-lactalbumine et de
globulines (figure 11).

En utilisant .une technique immuno-chimique, ivLArTIN  Du
PAN [48] a pénétré plus intimement dans la connaisance des pro-
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téines du colostrum humain. La méthode "utilisée est celle de I'im-
muno~¢électrophoresede GRABAR [49] (D). .

ph 8.9 - ~mOjS
A
SA. ~ (& Gia.
SA~ &  Gla

c~SomQjS

sA. Il e cla

Fig. 10. - Electroprotéinogramme sur papier de lactosérum humain
du cinquiéme jour, du quatrieme et du cinquieme mois (pH 8)9).

ph 8.9
~'90mOj
fi CX+Gla.
Fig. 1l. -  Electroprotéinogramme sur papier du lactosérum de lait

de régression  (dix-neuvieme mois) (pH 8)9).

(1) C'est I'associat.ion d'une  électrophorése sur papier et d'une précipitat.ion
imm unoch irni que en milieu gélifié. On corn menee par faire migr-er ]Jo mélange danti~
genes sur une plaque de gélose, puis on ajoute I'antisérum dans une bande parallele
au sens do migration, et on laisse diffuser. Au bout d'un certain temps, de diffusion
chaque antigéne rencontre son anticoprs et forrne un pré-ipit . viaible sous la forme

d'une ligne opaque.
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En mettant en contact- colostrum humain, sérum humainret
sérum de lapin anticolostrum, wmarTIN Du paN a mis en évidence
quatre sortes d'antigénes dans le colostrum que l'on retrouve
également dans le sérum humain.

F. - Modifications au cours' des états pathologiques.

Nous avons tenté de comparer les diagrammes éleetrophoré-
t.iques de sérums sanguins et de lait dans différents états patholo-
giques. Les observations ne sont pas suffisa'mment nombreuses
pour que nous puissions en tirer des conclusions.

Cependant, chez une femme présentant une pleurésie; séro-
fibrineuse, il existait une hyper-y-globulinémie  sanguine (25%)
et une augmentation nette de la fraction globulinique du colostrum
du 5e jour (figure 12 - comparer avec le diagramme A de la fi-
gure 10).

Fig. 12. - A : Electroprotéinogramme sur papier du s~rum 'sanguin
d'une femme atteinte de pleurésie séro-fibrineuse (pH 8,9) ; B.: Electropro-
téinogramme sur papier de colostrum al). cinquiéeme jour.
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G. - Maodifications du diagramme au cours de la pasteuri-
sation, de la stér-l ll satlon et la conservation du lait.

SLATTERet VAN WINKLE[50] ont constaté apres 30 minutes
de chauffage a 650 C., 750 C. et 850 C., des modifications électro-
phorétiques du lait de vache (diminution de mobilité des caséines
exet ~, ainsi que de la ~-lactoglobuline ; diminution de concentra.tion
de la ~-caséine et de la ~-lactoglobuline ; élévation 'de la concen-
tration de l'ex-caséine). Toeias et coll. [51J en chauffant le lait de
vache a 300° F. dans l'appareil de Mallory, ont observé les mémes
modifications. VANDEGAERt MIETTINEN[52] ont constaté que la
stérilisation et a un degré moindre, la pasteurisation provoquaient
des modifications du diagramme électrophorétique du lactosérum.

Nous avons étudié les modifications apportées aux électropro-
téinogrammes par la conservation du .lait. Deux composants seu-
lement sont visibles sur les tracés : la ~-lactoglobuline et I'ex-lac-
talbumine. Les autres protéines invisibles sur les diagrammes ont
été probablement insolubilisées par la dénaturation: ceci ne trouble
d'ailleurs en aucune fagon la valeur nutritive de ces la.its industriels.

IV. - COMPOSES PROTEIQUES DIVERS DU LAIT

Outre les constituants que nous venons d'étudier, on peut trouver'
également dans le lait de nombreux enzymes (amylase, lactase,
xanthine-oxydase, lipase, phosphatase, lacto-peroxydase, etc...).
On a aussi décelé un constituant de structure peu connue, la lacté-
nine qui a la propriété d'inhiber la croissance d'un certain nombre
de bactéries (streptocoques .hémolytiques).

On peut isoler encore du lait par centrifugation différentielle des
. particules lipo-protéiniques dont la taille établie au moyen du
microscope électronique, varie entre 30 et ~OOm I (MORTONS53]).
Ces particules ont des propriétés ident iques a celles des microsomes
de la glande mammaire et c'est pour cette 'raison qu'on leur donne
le nom de microsomeé de lait. Ces « microsornes » contiennent 22 %
de lipides totaux (surtout de phospholipides), des acides nucléiques
et un hémochromogene qui est vraisemblablement le cytochrome C.

Les activités enzymatiques suivantes sont également associées
a ces lipoprotéines : xanthine-oxydase, phosphatase  alcaline,
DPN -cytochrorne-réd uctase.

V. - ACIDES AMINES ET PEPTIDES DU LAIT

Outre les protéines classiques (caséine, ~-lactoglobulin'e, ex-lac-
talbumine)' et. divers autres composés (enzymes et lacténine), le
lait contient encore des acides aminés et des peptides.

Le lait de vache est moins riche (5,3% d'azote non protéique)
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en acides aminés et peptides que le lait de femme (18,5% d'azote
non protéique) et que le colostrum humain (22,3,%).

Nous avons étudié ces fractions dans le lait de femme au moyen
de la chromatographie de partage sur papier, aprés passage du lait
sur colonnes de résines a échange d'ions (technique de déminéra-
lisation et de préparation des acides aminés et peptides des milieux
biologigues de BOULANGER, BISERTE et COURTOT [54]). Nous avons,
de cette facon, trouvé la plupart des acides aminés indispensables.

Nos résultats sont en accord avec ceux de BLOCK et BOLLING
qui, en utilisant des méthodes microbiologiques, avaient noté un
taux élevé de leucine, valine, lysine. Nous insistons, en plus, sur la
richesse en .acide glutamique libre (figure 13).

ASP +
T CYS
GLU
SER
GLY
~ QGLUCOS
TYR
~ ALA _HIS
OOotNHISUT
VAL METO .
. . LYS
R W o .
Ve 0 AILG
PRO+++
Fig. 13. - Chromatogramme bidimensionnel de la fraction amine-

acide du lait humain.

Nous avons également décelé la présence de petits peptides
ces fractions peptidiques acides sont notamment riches en acide
glutamique (figure 14).

Le réle joué par la fraction azotée non protéique (acides aminés
libres et peptides) dans la biosynthése des protéines du lait est
certainement de la plus haute importance.
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FRACTION C FRACTIOND
, OASP
G,LU ASPO
GLU (11D
'S~R,
GLY SER$
GL'Y
1
8IALA ~ALA
=ALA
~ - + O
V~L
-~ VAL LYS
LEU + LYs
LEU
Fig. 14. - Chromatogramme bidimensionnel des fractions  peptidiques

(C et D) du lait humain aprés hydrolyse totale.

RESUME

Nous avons rassemblé dans cette revue les données actuelles
sur les propriétés générales et la constitution chimique des pro-
téides du lait (cc-,~- et y-caséine, ~.lactoglobuline, ~-lactalbumine
et sérum-albumine).

Nous avons, d'autre part, étudié, au moyen de I'électrophorese
sur papier, ces divers constituants protéiques et défini notamment
l'aspect du . diagramme-type» du lacto-sérum.

Nous avons enfin précisé la composition en acides aminés et en
peptides du lait au moyen de la chromatographie de partage sur
papier.
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LES TECHNIQUES IDEALES DE STERILISATION DU LAIT
10 La stérilisation en flux continu.

Les données du probléme portent, en elles-mémes, la condamna-
tion de principe de la stérilisation du lait dans les récipients d~vente.
La nécessité de stériliser le lait a haute température pendant un
temps trés' court impliqgue I'adoption 1le la stérilisation du lait
liquide en flux continu.

Ce but peut étre atteint de deux fagons:

- Chauffer le lait «indirectement» en le faisant circuler,
comme dans les pasteurisateurs classiques, entre des plaques ou
entre deux tambours concentriqgues ou a l'intérieur 'de tubes (recti-
lignes ou en forme de serpentin) chauffés extérieurement par de la
vapeur ou de l'eau .chaude sous pression;

- Chauffer le lait «.direotement : par contact immédiat .lait-
vapeur (soit par injection de vapeur dans le lait, soit par 'pulvéri-
sation du lait dans une enceinte de vapeur).

Nous n'avons pas l'intention de décrire ici en détailles nombreux
appareils, bien connus pour la plupart, qui permettent I'appli-
cation de ces deux groupes de techniques. Nous nous contenterons
d'énumérer les principaux d'entre eux et d'indiquer les avantages
et les .inconvénients des principes sur lesquels ils reposent.





