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Etude de I'évolution de la composition des lactosérums

au cours de leur conservation

par

Annie IMBERT-PUNDAVEN*

1. INTRODUCTION

Le besoin mondial en protéines s'accroit plus vite que le besoin
alimentaire global. La production de protéines est marquée par une
rareté véritable, méme catastrophique dans beaucoup de pays du
« Tiers Monde », Dans les pays riches, elle se caractérise par une

consommation croissante répondant plus a une surchage qu'a une
nécessité [24].

Particulierement  intéressantes sont les protéines du soja et du
lait. Toutes les deux possedent presque la méme valeur nutritive. Le
soja ne peut étre cultivé que dans certaines zones climatiques, ce
qui limite son extension. La production du lait peut se développer

dans les régions de paturages qui constituent environ 60p. 100 de
la surface cultivable de la terre.

En France, la production de lait s'est accrue de 74p. 100au cours
de ces 10 dernieres années [18]. Ceci a amené les industriels laitiers
a valoriser les sous-produits comme le lactosérum de fromagerie a
la fois pour des raisons de rentabilité et de lutte contre la pollution.

Le lactosérum, sous-produit de la fabrication du fromage ou de
la caséine, peut étre défini comme étant un lait privé de caséine.
L'intérét porté a ce produit dépend essentiellement de la fraction
protéique, du lactose et des vitamines hydrosolubles qu'il renferme.
Les autres constituants (sels minéraux et acide lactique) sont consi-
dérés trés souvent comme des facteurs limitant I'utilisation. Cepen-
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dant, les traitements physiques actuels (osmose inverse, ultra-
filtration et électrodialyse) permettent de moduler la composition
du produit.

A chaque type de fromage correspond un lactosérum particulier.
Il est donc impossible, du fait de la grande variété des fromages
d'admettre une composition standard.

Pour réaliser la présente étude, un choix a été nécessaire. Nous
avons suivi les modifications de certains composants, principalement
la fraction azotée non protéique, dans deux types distincts de lacto-
sérum provenant l'un de la préparation de fromage a pate fraiche
a partir d'un caillé lactique, l'autre de la préparation de fromage
a pate pressée a partir d'un caillé présure.

L'influence de la température a été évaluée aprés 5 j de conser-
vation du produit liquide. La température de stockage est généra-
lement inférieure a + 10°C en industrie, mais elle peut atteindre
des valeurs supérieures si le sérum n'est pas refroidi apres la
fabrication. Nous avons donc choisi deux températures

+ 4°C: température habituellement conseillée pour I'entrepo-
sage;

+ 23° C: température ambiante;
et pour certains critéres, la température de + 10°C fut retenue.

Les lactosérums étudiés [39] proviennent de fabrications réali-
sées au laboratoire a partir de lait cru”. lls ont été analysés deés leur
obtention et aprés 5 j de conservation a *+4°C, + 10°C, + 23°C.
Le lactosérum acide est obtenu apres acidification lente du lait sous
I'influence de ferments lactiques et séparation du caillé. Le lacto-
sérum doux est le liquide d'exsudation obtenu lors de la fabrication
des fromages a pate cuite ou pressée.

I. ETUDE DE QUELQUES COMPOSANTS A L'EXCLUSION
DES PROTIDES

Par comparaison avec le lait, le lactosérum est un produit pauvre
en matiere seche ; celle-ci est représentée principalement par le
lactose. Sa teneur en matiéres protéiques est faible mais il est riche
en matiéres minérales. Le tableau | résume quelques données
extraites de la littérature [5, 10, 15].

', Le lait utilisé pour les fabrications provenait du troupeau de vaches de race
francaise Frisonne Pie Noire du domaine expérimental de I'.N.R.A. & Bresson-
villers, acheminé en camion citerne a la Laiterie Expérimentale de I'LN.R.A. a
Jouy-en-Josas.
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Matiere  seche
Protéines totales
Matiere grasse
Lactose
Cendres
Calcium

Acide lactique

BLANC, 1969 [5].

FEVRIER, 1972 [15].

TABLEAU 1. -

Emmental
®

6,41 -6,60
0,65 -0,73
0,35 -0,56
459 -4,79
0,48 -0,59
0,033-0,0370

0,04 -0,10

COLLET)[10].

Composition  comparée

Gruyere
1)

6,85 -6,96
0,67 -0,73
0,41 -0,59
4,82 -5,05
0,51 -0,56
0,034-0,038

0,03 -0,12

de quelques

Présure

@

6,0-7,0
08-1,0
01
45-48
05-0,7

traces

lactosérums

Emmental

®

70 -73
0,86 -0,93
05 -06
5,07 -531
0,52 -0,53
0,043-0,044

0,03 -D,0B

(p- 10

Acide
e

5,0-6,0
08-1,0
traces
3,8-4,2
0,7-08

08

Pate fraiche

®

64 -65
06 -0,79
0,05 -0,09
434 -4,47
0,73 -0,76
0,128-0,138

0,78 -0,80
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A. Teneur en matiere séche

La teneur en matiére séche des lactosérums est faible puisqu'elle
ne représente que 6a 7 p. 100. Ceci constitue l'une des caractéristiques
essentielles du point de vue de sa manipulation, de son traitement
et de sa valeur nutritive. Contrairement aux résultats généralement
trouvés dans la littérature, la teneur en matiére seéche du sérum acide,
analysé dés l'obtention, est supérieure a celle du lactosérum doux.
Tarodo de La Fuente [50] explique ce phénoméne par une différence
de déshydratation des molécules ou des micelles de caséine : elle
se poursuit par une synérése faible dans le caillé de type acide et
beaucoup plus importante dans le caillé de type présure. L'examen
du tableau 2 indique que la teneur en matiere séche diminue d'autant
plus que la température de conservation des deux types de sérum
est élevée.

B. Teneur en lactose

Les résultats de la détermination de la teneur en lactose, par
polarimétrie  [46] indiquent une diminution importante des glucides
dans le lactosérum doux conservé a température ambiante (tab. 2).
Dans le lactosérum acide, la teneur est nettement plus faible et ceci-
dés son obtention. Au cours de la conservation des sérums liquides,
I'nydrolyse du lactose en glucose et galactose s'ajoute aux processus
fermentaires. A l'analyse, la présence de galactose dont I'angle de
déviation du plan de polarisation de la lumiére est supérieur a
celui du lactose, fausse par exces les résultats trouvés.

C. Acidité titrable et pH

Les deux types de lactosérum présentent des différences nota-
bles. Les valeurs de pH et d'acidité titrable ne sont pas étroitement
liges, le pH ne s'abaisse pas proportionnellement & I'élévation de
l'acidité titrable. Mais dans le cas du sérum frais de fromage a pate
cuite, l'acidité est basse du fait de la coagulation duphospho-
caséinate, le pH est peu différent de celui du lait d'origine (tab. 2).
En revanche, dans le sérum de caillé acide, l'acidité titrable est
élevée : elle représente la somme de l'acidité développée et d'une
partie de l'acidité naturelle due aux phosphates, le pH est bas.

A + 4°C, le développement des germes psychrotrophes tend a
alcaliniser le milieu. Aprés un séjour aux températures plus élevées
(+ 10°C et + 23°C), le lactosérum doux s'acidifie, alors que le
lactosérum acide ne subit pas d'augmentation sensible de l'acidité.

0. Teneur en matieres minérales

La teneur moyenne en minéraux des lactosérums acide et doux
analysés est respectivement égale a 1,5 et 7,5 g pour 100 g de
matiére séche. Cette différence s'explique par le mode de coagula-
tion de la caséine [39, 50].



TABLEAU 2. -

Conservation

Dés I'obtention
Aprés 5ja + 4°C
Aprés 5ja + 10" C

Aprés 5ja +23°C

Matiére seche, lactose,

Teneur en matiére
(g p. 100 ml)
acide doux
6,85 6,61
6,83 6,57
6,78 6,55
6,40 6,25

acidité titrable

Teneur

en lactose

(9 p. 100 g MS)

acide

58,2
61,7
61,7

63,3

acide et doux

et pH des lactosérums
Acidité titrable

(g acide lactique)

(p 100 ml)
doux acide doux
76,9 0,546 0,096
74,8 0,550 0,094
71,7 0,547 0,195
64,8 0,594 0,451

Acidité

acide

4,61
4,63
4,61

4,59

ionique

doux

6,55
6,64
5,43

4,08
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.  MATIERES AZOTEES DES LACTOSERUMS
ACIDE ET DOUX

La teneur moyenne en matiere azotée des lactosérums varie de
11 a 13p. 100 de matiere seche. Les composés protidiques sont repré-
sentés par 70 a 75p. 100 des protéines solubles (albumines - globu-
lines - protéoses peptones - protéines mineures) [16], et 20 a 25p. 100
de matiéres azotées non protéiques (acides aminés - urée - ammonia-
que - bases azotées - créatine - nucléotides) [lO].

Les protéines du lactosérum sont des protéines de haute qualité
pour I'homme, car elles contiennent tous les acides aminés essen-
tiels [38].

Le lactosérum est un produit instable ; en effet, les protéines
solubles sont facilement dénaturées par la chaleur et deviennent
insolubles : elles réagissent alors avec le lactose et la réaction
Maillard s'établit. La protéolyse engendrée par l'action de la présure
et des micro-organismes peut étre mise en évidence par la détermi-
nation de l'azote soluble dans l'acide trichloracétique a 2 et 12p. 100.
L'étude des acides aminés libres et de quelques produits de leur
dégradation comme I'urée, I'ammoniaque, I'histamine et la tyramine
permet de connaitre les modifications éventuelles des lactosérums au
cours de leur conservation.

A. Teneur en insoluble

Le lactosérum liquide contient des matiéres insolubles qui peu-
vent étre déterminées quantitativement par centrifugation. Ce test
consiste a évaluer pondérale ment la dénaturation des protéines
du sérum qui, selon Alais [1] sont sensibles au pH, a la force ionique
et a la température du milieu. Le tableau 3 montre que le pourcentage

TABLEAU 3

Taux d'insoluble dans les lactosérums acide et doux (g p.IOO g MS)

Conservation Lactosérum  acide Lactosérum  doux
Dés Il'obtention 1,33 0,44
Aprés 5j a + 4°C 2,06 0,56
Aprés 5j a +10°C 2,08 1,12

Aprés 5j a +23°C 2,64 2,12
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d'insoluble dans les lactosérums acides originels est nettement plus
important que dans les lactosérums doux, la ~-lactoglobuline étant
précipitée. Aprés conservation de 5j a +4°C, + 10°C et + 23°C,
le taux d'insoluble augmente dans les deux types de sérums pour
atteindre des valeurs voisines.

B. Teneur en hydroxyméthylfurfural

Les répercussions des traitements de conservation auxquels sont
soumis les différents lactosérums, sur l'utilisation digestive des
protéines et sur leur utilisation métabolique sont a envisager égale-
ment [9]. La valeur biologique d'une protéine dépend plus de la
teneur en lysine disponible que totale. Le blocage de cet acide aminé
réside principalement dans le fait que, par son radical a-aminé, il est
trées sensible a la présence de sucres réducteurs dans le milieu [52].
La dégradation non enzymatique des sucres réducteurs montre que
la réaction de Maillard est précédée de la formation d'un composé
furfurique : I'nydroxyméthylfurfural [35].

Selon Keeney et Bassette [23], Samuelsson et Nielsen [45], Craig
et al. [11], Della Monica et al. [12], I'nydroxyméthylfurfural (HMF)
formé peut étre déterminé quantitativement en présence d'acide 2
thiobarbiturique, par spectrophotométrie.  L'absorption du composé
formé est proportionnelle a la concentration en HMF.

Dans les lactosérums analysés dés leur obtention (tab. 4), les
teneurs en HMF libre et potentiel sont sensiblement identiques. Ces

TABLEAU 4
Teneurs en HMF libre et potentiel des lactosérums acide et doux
(10-= Moles p. 100 g MS)

Conservation HMF libre HMF potentiel

Lactosérum acide

Dés I'obtention 2,49 7,82
Aprés 5j a + 4°C 2,74 8,96
Apres 5j a + 10°C 2,27 9,3
Apres 5j a +23°C 2,77 9,7
Lactosérum doux
Dés I'obtention 2,27 8,5
Aprés 5j a + 4°C 2,15 10,3
Aprés 5 a +10°C 2,17 10,3

Apres 5j a +23°C 2,18 11,3
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teneurs augmentent mais dans de faibles proportions dans les lacto-
sérums conservés a + 23° C. Les quantités de HMF libre et potentiel
sont mises en évidence au cours de l'analyse pour l'acidification a
froid et & chaud de I'échantillon.

Ni l'origine des lactosérums, ni leur état de conservation ne
peuvent étre appréciés par ce test.

C. Les différentes fractions azotées

Afin de déterminer dans quelle mesure la technique fromageére
utilisée entraine des modifications de la fraction protidique, nous
avons étudié sur les lactosérums originels et aprés conservation a
+ 4°C et + 23°C, la teneur en azote total, en protéines totales,
en peptides et polypeptides, en azote caséinique et protéines dénatu-
rées du sérum.

L'azote est dosé, aprés minéralisation Kjeldahl, par une méthode
colorimétrique adaptée a l'autoanalyseur Technicon [2, 14J.

L'azote total du lactosérum se compose d'azote non caséinique,
d'azote caséinique et des protéines dénaturées du sérum [31].

La fraction azotée non caséinique renferme la B-lactoglobuline,
I'a-lactalbumine, le sérum albumine, les globulines et les protéoses
peptones, l'azote des glycopeptides et l'azote non protéique [55].

L'azote soluble dans l'acide trichloracétique a 12p. 100 corres-
pond a l'azote non protéique et a l'azote des glycopeptides. L'azote
soluble dans Il'acide trichloracétique a 2p. 100 correspond a l'azote
non protéique, a l'azote des glycopeptides et a l'azote des peptides
[1, 54].

Dans le lactosérum acide (fig. 1), la teneur en azote total est
supérieure a celle du lactosérum doux, bien que le taux des protéines
soit plus bas. D'autre part, la fraction d'azote non protéique est
plus importante, ce qui laisse supposer que dans le lactosérum
acide originel, le degré de protéolyse est plus prononcé. Ceci sera
vérifié ultérieurement en étudiant d'autres parameétres.

Le maintien a basse température des sérums apporte peu de
modifications a ces résultats. Par contre a température ambiante, Ila
teneur en protéines totales diminue, et celle de l'azote non pro-
téique augmente. Une protéolyse microbienne des protéines, des
peptides et des polypeptides se traduit par la libération de produits
de dégradation qui peuvent étre entre autres des acides aminés.

O. Teneur en acides aminés libres

La séparation et la détermination quantitative des acides aminés
selon la méthode de Stein et Moore [48] permettent de suivre I'évo-
lution du pool des acides aminés dans les lactosérums acide et doux.
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\] Proteine s totales

) Peptides et  polypeptides
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0 23
fig. 1
Composés azotés des lactosérums acide et doux

- lactosérum acide, -- lactosérum doux.

0: lactosérums analysés dés I'obtention.

4: lactosérums analysés aprés 5j de conservation a + 4°C.
23: lactosérums analysés aprés 5j de conservation a + 23°C.

Les échantillons sont déprotéinisés  par le procédé des fibres creuses.
La solution dialysée obtenue est ajustée a un pH voisin de 2 avec
I'acide chlorhydrique. La séparation des acides aminés est réalisée
par passage sur une colonne de résine « chromobeads » type B,
de 6 mm de diamétre et de 140 cm de long. L'élution d'une durée de
21 h est obtenue avec un gradient de tampon citrate réalisé en
remplissant les neuf chambres de l'autograde par des tampons de
pH 2,875 et pH 4,74 avec un débit d'élution fixé a 30 ml/ho Les
acides aminés sont dosés aprés coloration par la ninhydrine [3, 13,
32, 43].

1. Remarques préliminaires

Une résolution suffisamment bonne des composés phosphorés
(phosphosérine,  glycérophosphoéthanolamine, phosphoéthanolamine)



TABLEAU 5
Taux moyen des acides aminés libres dans le lait de vache, et dans les lactosérums acide et doux frais

Lait de vache (mg p. 100 ml)

Lactosérum Lactosérum
Acides aminés acide doux
RAZEMON GHADIMI (mg p. 100ml) (mg p. 100 ml)
PINTA(1971) (1963)

Taurine 0,32 0,61 0,99 0,94
Méthionine  sulfoxyde 0,34 - 0,14 0,11
Acide aspartique 0,25 0,18 1,35 0,08
Thréonine 0,01 0,09 0,10 0,05
Asparagine + Glutamine* 0,04 0,33 0,23 traces
Sérine 0,02 0,08 0,14 0,07
Acide glutamique 1,44 1,77 9,08 1,77
Citrulline 0,04 traces 0,42 0
Glycine 0,71 0,59 0,04 0,42
Alanine 0,24 0,26 0,19 0,20
a-aminobutyrique 0,03 0,03 traces 0
Valine 0,09 0,21 0,27 0,09
Cystine - 0,05 0 0
Méthionine 0,03 traces 0,04 0
Isoleucine 0,02 0,06 0,05 traces
Leucine 0,02 0,13 0,28 0,05
Tyrosine 0,03 0,08 1,40 0,07
Phénylalanine 0,02 0,10 0,56 0,06
~-aminoisobutyrique - - 0 0
y-aminobutyrique 0,61 0,06 0
Ethanolamine - 0,32 traces
Ornithine - 0,67 0,08
Lysine 0,42 2,98 0,17
Histidine 0,10 1,11 0,13
Arginine 0,21 1,26 0,13

Total 7,78 6,11 21,7 4,59

* Asparagine + Glutamine sont calculées en glutamine.

013
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fig. 2
Acides aminés libres des lactosérums originels

-~ lactosérum acide, -- lactosérum doux

et de l'acide cystéique n'a pu étre obtenue pour permettre une
interprétation  quantitative. Toutefois, dans les lactosérums doux, la
concentration de ces composés reste toujours inférieure a celle

observée dans les lactosérums acides.

Deux pics n'ont pu étre identifiés.
ment aprés la méthionine sulfoxyde. Sa concentration
pratiguement pas dans le lactosérum acide au' cours des différents
essais. Absent dans le lactosérum doux originel, il apparait dans les
sérums maintenus 5j a + 23°C. Le deuxiéme pic non identifi¢ figure
entre la citrulline et la glycine, seulement sur les chromatogrammes
des lactosérums acide et doux conservés 5j a + 23°C.

L'équipement dont nous disposons ne nous a pas permis de doser
la proline et I'nydroxyproline. Nous n'avons pas retenu les résultats

Le premier sort immédiate-
ne varie
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trouvés pour l'ammoniaque et l'urée. Si les pics sont toujours tres
nets, les taux trouvés sont extrémement variables et ne peuvent
pas toujours étre évalués a partir des dilutions utilisées pour le
dosage des acides aminés.

2. Composition des lactosérums analysés des leur obtention

Dans le tableau 5, figure la composition moyenne en acides
aminés libres des lactosérums acide et doux ainsi que celle du
lait [17, 41].

Par comparaison avec l'ensemble des acides aminés libres du
lait [17], on note dans le lactosérum acide la disparition de la
cystine, une faible teneur en glycine et en acide v-aminobutyrique,
une augmentation du pourcentage de taurine, d'acide aspartique,
d'acide glutamique, de citrulline, de tyrosine, de phénylanine, de
lysine, d'histidine et d'arginine. En revanche, la concentration des
autres acides aminés n'est pas trés différente.

Le lactosérum de pate cuite, par rapport au lactosérum de pate
fraiche, est pauvre en acides aminés. Nous remarquons l'absence
de cystine, de méthionine, de citrulline, d'acide v-aminobutyrique,
d'acide o-aminobutyrique et d'acide ~-aminoisobutyrique.

Il ressort de cette étude que pour chacun des deux types de
lactosérum examinés a I'état frais, il est possible d'établir « un
profil chromatographique » caractéristique (fig. 2).

Les lactosérums de pate cuite ou de pate fraiche, dés l'origine,
ne referment ni cystine, ni acide ~-aminoisobutyrique.

3. Evolution du pool des acides aminés dans les deux types de
sérum

La concentration du pool des acides aminés du lactosérum acide
augmente en fonction de la température de conservation. Dans le
lactosérum de pate cuite, la teneur globale des acides aminés dimi-
nue aprés 5j de conservation a + 4° C mais augmente trés rapidement
a + 23°C (fig. 3).

Cette étude met en relief

- la grande différence de concentration des acides aminés totaux
selon les deux types de sérum, le plus riche étant celui du lactosérum
acide;

- laugmentation progressive mais relativement faible de I'en-
semble des acides aminés dans le lactosérum acide au cours de la
conservation a basse température (+ 4°C) et a température ambiante
(+ 23°0)

- la légere récession du taux global des acides aminés lors de
la conservation a + 4° C dans le lactosérum doux, alors qu'a + 23°C
il présente un accroissement tres important.
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fig. 3
Evolution du total des acides aminés libres
-- lactosérum acide, --- lactosérum  doux
0: lactosérums analysés dés I'obtention,
4: lactosérums analysés aprés 5 j de conservation a 4°C,
23: lactosérums analysés aprés 5 j de conservation a 23°C.
La composition de I'ensemble des acides ammes libres dans le .

sérum frais et dans

le sérum maintenu 5j a + 4° C'et + 23° C figure

dans le tableau 6.

a) Aprés un séjour de 5j a + 4°C, les acides ammes libres du
point de vue qualitatif, ne varient pas sauf l'isoleucine qui disparait
du lactosérum doux. Du point de vue quantitatif, les faibles variations
enregistrées pour chaque acide aminé ne modifient guére « le profil
chromatographique » de chacun des deux types de sérum.

b) Aprés un séjour de 5j a +23°C, les deux types de lacto-
sérum présentent des pools d'acides aminés tres différents de ceux
obtenus a l'analyse des lactosérums frais (fig. 4).

Comme pour les acides aminés libres de fromage [28], le profil
des courbes traduit un ensemble extrémement complexe de dégrada-



TABLEAU 6. -- Acides aminés libres dans le lactosérum

Acides aminés

Taurine

Méthionine sulfoxyde
Acide aspartique
Thréonine
Asparagine + Glutamine*
Sérine

Acide glutamique
Citrulline

Glycine

Alanine
n-aminobutyrique
Valine

Cystine

Méthionine
Isoleucine

Leucine

Tyrosine
Phénylalanine
~-aminoisobutyrique
v-aminobutyrique
Ethanolamine
Ornithine

Lysine

Histidine

Arginine

Total

* Asparagine + Glutamine sont calculées en glutamine.

originel

14,69
2,04
19,7
1,48
342
2,05
133
6,15
0,55
2,79
traces
3,95
0
0,53
0,60
4,10
20,5
83
0
0,94
4,7
9,9
43,2
16,3
18,2

317,2

Lactosérum acide

conservé 5 j

+ac

164
2,11
218
1,18
2,22
184
150,4
6,89
0,83
431
traces
4,87
0
031
0,38
4,71
215
8,78
0
traces
55
122
449
200
2%

acide et doux (mg p. 100 g MS)

originel
+23° C
15,2 14,2
2,86 1,62
20,6 1,24
57 0,75
6,8 traces
6,4 1,02
123 26,7
53 0
1,30 6,4
13,6 3,10
1,43 0
17,4 1,22
1,28 0
55 0
6,45 traces
20,6 0,80
22,8 0,94
12,3 0,80
6,6 0
6,9 0
10,7 traces
12,7 1,14
27,9 2,63
11,8 2,02
4.4 18
369,5 66,7

Lactosérum doux

conservé 5 j

+4°C +23° C
139 15,0
1,52 232
1,60 2,7
0,22 16,6
traces 5,2
traces 57
17,2 144
0 3,6
5,0 10,9
2,46 21,8
0 1,16
0,59 16,1
0 29
0 0,52
0 73
traces 6,5
0,45 2,4
0,50 2,10
0 33
0 59
traces 41
1,37 45
2,8 9,0
1,43 54
traces 1,27
49,5 2535
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fig. 4

Acides aminés libres des lactosérums cvnservés 5j a température
ambiante (+ 23°C)
lactosérum doux

lactosérum acide, --

tions et de syntheses. Des acides ammes non présents dans le
par désamination oxyda-

sérum frais se forment par décarboxylation,
tive ou par hydrolyse des acides aminés originels, exemple

I'acide «-aminobutyr'ique a partir de la méthionine;
I'acide y-aminobutyrique a partir de l'acide glutamique
I'ornithine et la citrulline aux dépens de l'arginine [25].

relatives de chacun peuvent étre notablement
ou de dégradations enzymatiques

Les proportions
modifiées du fait de remaniements
secondaires.

La cystine, acide aminé absent dans les deux types de sérum
a un taux plus élevé

originel, apparait au cours de la conservation
dans le lactosérum doux que dans le lactosérum acide. La dénatura-
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tion de la f:l-lactoglobuline suivie de la protéolyse, libére de la cystine.
La présence de présure dans le lactosérum doux pourrait expliquer
l'augmentation de cet acide aminé.

Quelques acides aminés comme l'arginine et l'acide glutamique
tendent a disparaitre dans les deux types de sérum. De plus dans
le lactosérum acide, une diminution de la teneur en lysine et en
histidine est enregistrée. Des réactions de désamination, d'hydrolyse
ou d'oxydation peuvent étre responsables de ces modifications.

Certains acides aminés sont présents a des taux plus élevés
dans les lactosérums maintenus a température ambiante. C'est le
cas de la thréonine, de la sérine, de l'alanine, de la valine, de l'isoleu-
cine et de la leucine. Ces différences peuvent s'expliquer par une
libération préférentielle lors de la protéolyse. Il pourrait en étre
ainsi pour la leucine et l'isoleucine qui appartiennent aux parties
terminales des molécules de la f:I"lactoglobuline et de I'a-lactalbumine
[29, 31]. La présence de ces deux acides aminés serait l'indice d'une
activité carboxy et aminopeptidasique particulierement grande. Le
taux élevé d'un acide aminé peut aussi s'expliquer par une production
due a une excrétion ou a une lyse microbienne, tel pourrait étre le
cas de l'alanine que l'on sait présente a un fort pourcentage dans les
protéines de certains micro-organismes.

Nous avons relevé la présence non systématique de la f:l-alanine
qui serait libérée en méme temps que l'acide f:l-aminoisobutyrique
lors de la dégradation des bases pyrimidiques [21].

Contrairement & l'ensemble des acides aminés, la thréonine, la
glycine, l'acide f:l-aminoisobutyrique et l'acide v-aminobutyrique sont
présents a des taux plus élevés dans le lactosérum de pate cuite
conservé a + 23°C que dans celui de pate fraiche. L'activité pro-
téasique de la présure semble intensifier la protéolyse au cours de
la conservation a température ambiante du lactosérum doux.

4. Interprétation

Il semble donc que le « profil chromatographique » des acides
aminés d'un type de sérum donné soit le reflet des activités enzyma-
tiques qui se manifestent au cours de la conservation. Les sérums
acides sont plus riches en acides aminés libres que les lactosérums
doux, quel que soit le stade de I'étude. Cependant, la protéolyse dans
les sérums de pate cuite conservés a température ambiante est
trées intense. La teneur en acides aminés libres, conséquence de
l'altération des protéines, se trouve triplée par rapport a la teneur
originelle. La présence d'acide f:l-aminoisobutyrique dans les lacto-
sérums acide et doux, conservés a température ambiante, témoigne
d'une activité protéolytique et d'une fermentation butyrique. Dans
les lactosérums originels, nous n'avons pas trouvé de teneurs élevées
en acides butyriques aminés.
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D'apres notre étude, l'acide ~-aminoisobutyrique indique I'exis-
tence de processus de dégradations protéiques et glucidiques dans les
lactosérums liquides.

Dans ce qui précede ont été étudiées les modifications des
protides en fonction de la technique fromagere employée et des
conditions de conservation appliquées (insoluble, protéines-lactose,
azote). L'étude des acides aminés libres a montré [I'évolution des
processus de dégradations et de synthéses protidiques au sein des
lactosérums liquides. Il parait intéressant de suivre la dégradation
des acides aminés en étudiant quelques composés issus de leur
désamination et de leur décarboxylation: urée et ammoniaque, hista-
mine et tyramine qui sont des monoamines ayant la propriété d'étre
des hormones tissulaires a action locale.

E. Teneur en ammoniaque

L'ammoniaque, comme l'urée, est un composé libéré lors des
réactions de désamination des acides aminés. En pratique, un lacto-
sérum frais ne doit pas renfermer de substances ammoniacales. Mais
les résultats publiés par Février, Shahani et Sommer, Kieferle et
Gloetzl [10], montrent de tres grandes divergences pour un méme
type de lactosérum (tab. 7).

TABLEAU 7

Teneur en azote ammoniacal de quelques lactosérums (mg p. 100)

Février SHAHANI, SOMMER KIEFERLE, GLOETZL
(1971) (1950) (1931)
Pate fraiche 11,8-155 0,8 11
Emmental 36- 73 - -
Comté 2,6 - -

Nous avons repris le protocole opératoire d'e RRa [42] pour
déterminer quantitativement I'azote ammoniacal dans les échantillons.

Les lactosérums originels obtenus par acidification ou empré-
surage du lait renferment d'assez faibles quantités d'ammoniaque. Ces
teneurs (tab. 8) ne varient presque pas dans les lactosérums conservés
5j a + 4°C mais augmentent dautant plus que la température de
conservation est plus élevée.



TABLEAU 8. -

Conservation

Dés I'obtention
Aprées 5j a 4+ 4°C
Aprés 5j a +10°C

Apres 5j a + 23°C

Teneurs en ammoniaque,

Teneur en azote

ammoniacal

(mg N p. 100g MS)

acide

16
18
37

81

doux

28
43
86

120

urée, tyramine et histamine des lactosérums acide et doux

Teneur en azote Teneur Teneur
uréique en tyramine en histamine
(mg N p. 100g MS) (mg p. 100 g MS) (mg p.100 g MS)
acide doux acide doux acide doux
100 138 0,25 0,23 0,24 0,08
90 82 0,27 0,23 0,26 0,09
94 58 0,29 0,27 0,27 0,05
56 23 0,50 .0,55 0,51 0,14

ul
w
00

NrIve

S=

SI=
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f. Teneur en urée

L'urée est un constituant normal du lait, a fortiori du lactosérum.
D'apres les valeurs trouvées dans la littérature (tab. 9) l'urée est I'un
des constituants le plus abondant de la fraction azotée non pro-
téique [la].

TABLEAU 9

Teneur en azote uréique de quelgues lactosérums (mg p. 100)

Février SHAHANI, SOMMER  KIEFERLE, GLOETZL
(1971) (1950) (1931)
Pate fraiche 6,1- 84 8,6 10,1
Emmental 79 -134 - -
Comté 14,6 - -

L'urée a été déterminée selon le protocole opératoire de Mc Dowell
[7, 30, 53]. Au cours de la conservation des lactosérums, la teneur
en azote uréique diminue (tab. 8). Ce~i serait di a la présence de
micro-organismes libérant de l'uréase ; celle-ci hydrolyse I'urée en
ammoniaque et en gaz carbonique [20]. Le développement de la flore
microbienne étant plus important dans les lactosérums conservés a
+ 100 C et + 23°C, la concentration de l'uréase est plus forte, ce
qui explique la diminution du taux d'azote uréique.

Ainsi, dans l'augmentation de la teneur en azote ammoniacal une
forte proportion provient de I'hydrolyse de I'urée.

G. Teneur en tyramine

La présence de tyramine et dhistamine dans les aliments
témoigne de l'activité d'un processus fermentaire, La tyramine dérive
de la tyrosine par décarboxylation sous l'action de bactéries de
putréfaction [20]. Priee et Smith [40], Kayaalp et al. [22], Bonnet et
Nepveux [6] ont été amenés a étudier le réle physiopathologique de
la tyramine, sympathomimétique puissant, en particulier sur le sys-
teme cardio-vasculaire. Certains fromages sont assez riches en
tyrarnine, les valeurs trouvées dans la littérature sont rassemblées
dans le tableau 10.



540 LE LAIT/ SEPTEMBRE-OCTOBREI77 / N" 568

TABLEAU la

Teneur en tyramine de quelques  fromages (mg p. 100 g)

BONNET (1970) PRICE (1971) KAYAALP (1970)
Camembert 8,0 - -
Brie 18,0 - -
Emmental 22,5 - -
Gruyére 51,6 11 a 1184 6,43
Caséine 0,45 - -
Fromage  blanc - - 1,75

Les fromages a péate cuite renferment de la tyramine en quantité
appréciable. 1l nous a paru intéressant de savoir si les lactosérums
liquides contenaient cette amine, de connaitre sa concentration et
son devenir au cours de la conservation a différentes températures.

Il existe une méthode colorimétrique de dosage basée sur la
réaction de la tyrosine avec le nitrosonaphtol. Waalkes et Udenfriend
ont montré que le composé obtenu était hautement fluorescent
[33, 36, 51]. Dérivé décarboxylé de la tyrosine, la tyramine posséde
les mémes caractéristiques de fluorescence. Cependant, son caractére

basique lui permet d'étre séparée par extraction a l'aide d'un solvant
[22, 34, 49].

Les deux types de lactosérum examinés dés leur obtention
(tab. 8), renferment wune assez faible quantité de tyramine (acide
0,255 - doux 0,230 mg p. 100g MS). Cette teneur n'évolue pratique-
ment pas dans les lactosérums conservés & +40C et + 100 C mais
augmente dans les lactosérums conservés a température ambiante.

L'augmentation de la teneur en tyramine est probablement due a
l'accroissement de la population bactérienne et principalement des
bactéries putréfiantes. D'aprés les travaux de Priee [40], les lacto-
bacilles introduits dans la fabrication des fromages ne renferment
pas cette enzyme. Les agents responsables de la décarboxylation de
la tyrosine seraient des bactéries aérobies apportées par le lait cru
ou par les souches de levains mésophiles. Ils peuvent étre aussi des
bactéries de contamination. Malgré cette augmentation au cours de
la conservation a température ambiante, les teneurs en tyramine sont
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nettement inférieures a celles trouvées dans les fromages [6, 22].
Les lactosérums méme altérés, ne contiennent pas une quantité de
tyramine suffisamment importante pour limiter leur emploi en
alimentation.

H. Teneur en histamine

L'histamine est le témoin d'une protéolyse dépassant le stade
des acides aminés libres. Elle se forme par décarboxylation de
I'histidine [19]. Alors que I'histamine est peu souhaitable voire toxi-
que, I'histidine est indispensable car elle ne peut étre synthétisée
par l'organisme [37].

Le dosage est basé sur la fluorimétrie du dérivé de condensation
de I'histamine avec l'ortho-phtaldéhyde [27, 33, 51], apres extraction
par le butanol en milieu acide [4].

Depuis la publication de Shore [47], les possibilités d'interfé-
rence de la méthode fluorimétrigue ont été étudiées et répertoriées
par de nombreux auteurs, en particulier par Carlini et Green [8], et
Kremzner et Pfeiffer [26]. Pour ces auteurs, [I'histidine, I'arginine,
I'agmatine (arginine décarboxylée), l'ammoniaque peuvent donner une
fluorescence avec l'orthophtaldéhyde. Ces corps sauf I'ammoniaque,
sont présents dans les lactosérums a des teneurs plus faibles que
les seuils proposés par Ruff et al. [44]. Pour I'ammoniaque, Plumas
[37] préconise une extraction, en fin de réaction, par addition
d'alcool isoamylique quand le taux est supérieur a 4 mg/ml.

A l'origine (tab. 8), les deux types de lactosérum ont des taux
d'histamine nettement différents. Les ferments lactiques introduits
dans le lait cru pour obtenir un caillé acide et, subséquemment le
lactosérum, doivent renfermer l'enzyme de décarboxylation de
I'histidine. Le pH acide 4,5-4,6du sérum active I'histidine décarboxy-
lase [21] d'ou la teneur élevée en cette amine du lactosérum de
pate fraiche. La conservation pendant 5 j a + 4°C et + 10°C,
n'‘entraine pas de différences notables de concentration. A la tempé-
rature de + 23°C, une nette augmentation est enregistrée qui laisse
supposer une prolifération intense des micro-organismes contenant
I'histidine décarboxylase. Dans le lactosérum de péate cuite, les teneurs
en histamine sont beaucoup plus faibles et restent toujours inférieures
a la teneur minimale du lactosérum acide. La connaissance de la
flore microbienne du lait cru mis en ceuvre permettrait une meil-
leure interprétation de ces résultats.

IV.  CONCLUSION

Les possibilités de valorisation des lactosérums semblent trés
importantes. Les nombreux produits dérivés obtenus et les recherches
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effectuées sur le sérum, au stade pilote dans diverses entreprises, en
témoignent.

La valeur nutritionnelle du sérum peut conduire ce produit a
trouver de plus en plus d'applications dans le domaine de I'alimen-
tation humaine comme substitut du lait écrémé, comme adjuvant
dans de nombreux produits alimentaires déshydratés, comme source
de protéines, comme source de lactose. La nécessité -de développer
les nouvelles techniques de traitement est impérative afin que les
utilisateurs aient a leur disposition des produits de qualité.

L'origine des lactosérums liquides, analysés dés l'obtention, peut
étre révélée par I'étude de quelques criteres chimiques tels l'acidité,
les matiéres minérales, les acides aminés libres. En effet, le lacto-
sérum de pate fraiche ou acide renferme une quantité d'acide lactique
nettement supérieure a celle du lactosérum de péate cuite ou doux.
L'activité protéolytigue des ferments lactigues commence dés I'égout-
tage du caillé de péate fraiche en libérant des acides aminés. Par
contre, le lactosérum de pate cuite, tout comme le lait, contient
peu d'acides aminés libres.

L'analyse des lactosérums acide et doux maintenus 5 j a basse
température  (+ 4°C), ne montre aucune Vvariation notable de Ila
composition chimique de chacun d'eux. Le développement des fer-
mentations est trés limité dans le sérum doux et n'évolue pratique-
ment pas dans le lactosérum acide. Aprés un séjour a + 23°C, les
processus fermenta ires et protéolytiques se développent. La compo-
sition chimique des lactosérums se modifie. L'effet principal est une
diminution rapide de la teneur en matiére séche avec une acidification
importante du lactosérum doux. Le lactose se transforme en acide
lactique, en acides organiques et en composés volatils. Les traces
d'acides u et v-aminobutyrique, constatées dans le lactosérum de péte
fraiche originel sont peu souhaitées dans les aliments. Ces teneurs
augmentent dans le sérum acide maintenu a + 23° C mais en propor-
tions moindres que celles enregistrées pour le lactosérum de pate
cuite. Dans l'ensemble, par rapport a la composition des sérums
originels, le lactosérum doux conservé a température ambiante preé-
sente une altération des protéines beaucoup plus marquée que le
lactosérum acide.

Au cours du stockage des lactosérums liquides a température
ambiante, deux acides aminés apparaissent : la cystine qui provien-
drait de la dénaturation suivie d'une protéolyse des protéines et
I'acide P-aminoisobutyrique dont la formation pourrait étre due a
un processus fermentaire. En effet la fermentation butyrique du
lactose élabore de l'acide butyrique qui, par transamination, forme
I'acide c-aminobutyrique, Il'acide v-aminobutyrique et l'acide P-amino-
isobutyrique.

L'acide P-aminoisobutyrique et I'ammoniaque peuvent étre rete-
nus comme « critere de qualité» du produit. Leur présence corres-
pond a une altération par fermentation protéolytique.
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Ces faits montrent que les lactosérums liquides peuvent étre
conservés 5 j a basse température sans qu'apparaissent de dégrada-
tions majeures; lorsque la température s'éléve, leur altération s'accé-
lere. En effet, & température ambiante la dénaturation et la dégrada-
tion des protides font apparaitre des composés indésirables parmi
lesquels certaines amines considérées comme toxiques.

Ces conclusions ne sont applicables qu'aux lactosérums liquides.
Le cas des lactosérums concentrés ou en poudre doit faire Il'objet
d'investigations particuliéres.
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Résumé

L'analyse du lactosérum liquide frais et conservé pendant 5j a
différentes températures (+ 4° C et + 23°C) montre l'influence du
mode d'obtention (lactosérum acide et lactosérum doux) et des
conditions de stockage sur sa composition.

L'évolution de la dégradation des composés azotés est suivie par
I'étude de l'insoluble, de la concentration en hydroxyméthylfurfural, des
teneurs en protides, en acides aminés libres, en ammoniaque, en urée,
en tyramine et en histamine.

La présence d'acides aminobutyriques et plus particulierement
de l'acide ~-aminoisobutyrique, méme en faible quantité, révele la
dégradation protéique et glucidiqgue du lactosérum liquide.

Summary

The analysis of fresh liquid whey, or of five day old liquid whey
stored at different temperatures (4°C and 23°C) shows the influence
of its preparation method (acide whey and swett whey) and of the
storage conditions on its composition.

Theevolution of the degradation of nitrogen fractions is followed
by a study of the insoluble substances, of the concentration of hydro-
xymethylfurfural, of the amounts of free aminoacids, of ammonia,
of urea, of tyramine and of histamine contained.

The presence of aminobutyric acids and particuliarly of ~-amino-
isobutyric acid, even in small amounts, reveals the degradation of
the protides and glucides contained in the liquid whey.

Regu pour publication en juin 1977.
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