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Résumé

Les propriétés d'agrégation de l'a-lactalbumine, sous l'effet d'un traitement ther-
mique modéré, a pH acide ont été utilisées pour mettre au point un procédé, extra-
polable industriellement, de fractionnement des composants protéiques majeurs du
lactosérum. Ce procédé met en ceuvre

- une clarification basée sur la déstabilisation thermocalcique des phospho-
lipoprotéines  ;

- la concentration par ultrafiltration du lactosérum clarifié ;

- la polymérisation a bas pH de l'a-lactalbumine et sa séparation aprés géli-
fication thermique.

L'optimisation de chacune de ces étapes était étudiée tant en ce qui concerne
la purification des protéines que l'obtention d'un rendement maximal.

La ~-lactoglobuline était obtenue a 98 % de pureté avec un rendement de l'ordre
de 90 %. Par contre, la technologic développée ne permettait pas de séparer I'a-
lactalbumine de la bovine sérum albumine. La fraction contenant ces deux protéines
avait la composition suivante : a-lactalbumine 50 g % - Bovine sérum albumine
15 g % - protéines non identifiées 13 g %.

Mots clés : Lactosérum - Protéines - Fractionnement - ~-lactoglobuline - a-lactalbu-
mine - Purification.

Summary

Industrial process for production of puriiied proteins from whey

Aggregative properties of «-lactalbumin under moderate heat treatment at low
pH were used to develop a proceSS, with potential indus trial scale-up, for separating
main protein components of whey. This process includes the following steps

- clarification of the whey by a combination of a calcium ions addition and
of heat treatment which destabilize the phospholipoproteins

- UF concentration of the clarified whey ;

- polymerisation at low pH of o-lactalbumin and its separation after thermal
gelification.

Optimization of eachstep was studied in order to improve purity of separated
protein and to get maximal yield.
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The obtained ~-lactoglobulin fraction was 98 % pure with a yield of approxi-
mately 90 %. But, in the proposed process e-lactalbumin and bovine serum albumin
were not separated. The corresponding fraction had the following composition (w/w)
clactalbumine 50 % - Bovine serum albumine 15 % - Unidentified proteins 13 %.

Key words : Whey - Proteins - Fractionation - f}-lactoglobulin - c-lactalbumin -
Purification.

Introduction

Les protéines du lactosérum ont une trés haute valeur nutritionnelle et d'ex-
cellentes propriétés fonctionnelles. Elles constituent, a I'état concentré, des sources
de protéines recherchées tant pour I'alimentation des jeunes animaux que pour
l'alimentation  humaine (MAUBOIS, 1982). Leur fragmentation en réacteur enzy-
matique 4 membrane (ROGER, 1979) conduit a des produits peptidiques corres-
pondant parfaitement aux besoins de la diététique de réanimation entérale (MAU-
BOIS, 1984).

Du fait de leur disponibilité, de leur colt modéré (en regard de celui des
autres sources de protéines animales) et de leurs caractéristiques, les protéines
'de lactosérum dans leur ensemble peuvent prétendre a une large utilisation dans
les industries alimentaires. Cependant, I'accumulation des connaissances sur les
propriétés de chacune des protéines qui les composent améne de plus en plus a
envisager leur séparation en vue d'utilisations et de valorisations  différenciées.
Cette recherche de fractionnement concerne aussi bien les constituants protéiques
majeurs (,B-lactoglobuline, a-lactalbumine, immunoglobulines) que les constituants
dits mineurs tels que la lactopéroxydase, la lactoferrine, en raison de leurs pro-
priétés bactériostatiques, ou certains fragments de nature peptidique ayant une
activit¢é morphinomimétique (BRANTL et TESCHEMACHER,1982).

De nombreuses méthodes ont été proposées pour séparer au niveau du labo-
ratoire les constituants protéiques du lactosérum. La plupart ne sont pas extra-
polables au plan industriel parce que longues, complexes, délicates a mettre en
ceuvre sur de grands volumes, coliteuses en énergie, de rendement faible et igno-
rant délibérément toute valorisation possible des co-produits, soit du fait de l'utili-
sation de traitements thermiques intenses (NIELSEN et al, 1973) ou de pH trés
alcalins (HARRIS et YOELL, 1985), soit du fait de l'utilisation de sels (KUMATA,
1985).

L'utilisation ~ de résines échangeuses d'ions conduit, certes, a des produits de
qualit¢ et de pureté satisfaisantes (MIRABEL, 1978; SKUDDER, 1985), mais elle
nécessite  des investissements ~ élevés et améne, dans la plupart des cas, a une
dilution non négligeable des protéines ¢éluées, d'ou un accroissement des colts
de concentration et de séchage.

La séparation thermique a bas pH telle qu'elle est décrite par PEARCE (1983)
nous apparait, au contraire, comme beaucoup plus séduisante pour la séparation
de la ,B-lactoglobuline et de l'a-lactalbumine, la premic¢re protéine étant obtenue
a l'état soluble et la seconde sous forme d'un précipité. Mais, l'a-lactalbumine
ayant la propriété de s'associer aux constituants lipoprotéiques  du lactosérum
- selon BROWN (1984) une mole d'a-lactalbumine  peut fixer, a pH 4,0, jusqu'a
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80 moles de phosphatidylcholine - il est probable que le précipit¢ d'a-lactal-
bumine obtenu selon le procédé décrit par PEARCE contenait les lipides résiduels
du lactosérum. Or, ces substances sont le plus souvent génantes aussi bien pour
les opérations ultérieures de concentration  purification (MAUBOIS, 1984) que pour
celles de fragmentation (ROGER, 1979) en réacteur enzymatique a4 membrane.

La séparation des lipoprotéines, préalable a toute opération de fractionne-
ment des protéines du lactosérum, étant facilement réalisable par les procédés
décrits par FAUQUANTet al. (1985) et FAUQUANTet PIERRE (1985), nous avons
entrepris  cette ¢étude dans le but de mettre au point un procédé optimis¢ de
préparation, sous forme purifiée, des deux protéines principales : la ,B-lactoglo-
buline et l'a-lactalbumine. Chaque paramétre du protocole mis au point, basé
sur les observations de PEARCE (1983) et sur nos propres observations, a été
systématiquement  étudié.

1. Matériel et méthodes

- Lactosérum utilisé. 11 provenait d'une fromagerie d'Emmental et était
débourdé et écrémé a 50° C avant expérimentation. Les quantités mises en ceuvre
variaient de quelques litres a plus de 1000 1. La clarification ¢était réalisée par
agrégation thermocalcique  des phospholipoprotéines comme décrit par FAUQUANT
et al. (1985) : le lactosérum froid (2° C) était additionné de calcium (sous forme
de CaCly jusqu'a une concentration totale de 1,2 gjl; le pH était ajusté a 7,3
et le lactosérum trait¢ thermiquement (79° C - 20 s). Le précipit¢ formé éEtait
séparé par simple décantation puis filtration du surnageant sur filtre Seitz équipé
de membranes filtrantes Super 80. La clarification était appréciée par mesure de
la densit¢ optique a 600 nm. Lorsquune modification du pH du lactosérum était
nécessaire, le pH était ajusté avec de l'acide chlorhydrique  concentré ou de la
soude 10 N.

- Ultrafiltration. Une unité pilote comportant une pompe volumétrique & dé-
bit variable et une cartouche ROMICON ayant une surface membranaire de 1,5 m’
(membrane PM 50 ou PM 10) était utilisée. Les volumes de lactosérum  soumis
a ultrafiltration  étaient de l'ordre de 200 litres.

- Microfiltration. La méme unité pilote était utilisée mais avec remplacement
de la cartouche ROMICON par un module SFEC équipé de membranes M6 1000
ayant une surface de 0,113 m",

- Traitements thermiques. Au laboratoire, le traitement thermique des réten-
tats d'ultrafiltration  était réalis¢é sur 10 ml de la 'Solution & tester contenue dans un
tube a essais de 18 X 180 et portée a 56° C pendant 30 min (en bain d'eau
thermostaté).  Lorsqu'il y avait formation d'un gel translucide, ce dernier était
dispers¢ dans 10 ml d'eau ajoutée dans le tube a essais.

Au niveau des expérimentations  pilotes, le traitement thermique du concen-
tré de lactosérum était réalis¢é dans un bain d'eau thermostaté.
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Déterminations des teneurs en protéines. Les teneurs en f3-lactoglobuline,
en a-lactalbumine et en sérum-albumine étaient déterminées par HPLC, en gel
filtration, comme décrit par FAUQUANT et al. (1985), sur les surnageants obtenus
par centrifugation (1 000 g, 10 min) des suspensions de gels dispersés dans l'eau
et dilués en tampon Tris-Hel 0,01 M, pH 6,68. Les quantités de protéines pré-
cipitées par le traitement thermique étaient appréciées par différence entre les
valeurs déterminées sur le produit initial et sur le surnageant.

Electrophoreses. Les électrophoréses étaient réalisées comme décrit par
ANDREWS  (1983).

Lorsque des rétentats de lactosérum obtenus par ultrafiltration seront utilisés,
leur concentration sera évaluée par la teneur en a-lactalbumine, étant sous-entendu
qu'ils contiennent toutes les autres protéines du lactosérum, a des teneurs aug-
mentées dans la méme proportion.

Il. Reésultats et discussion

Pour le fractionnement du lactosérum, nous avons mis en ceuvre les étapes
technologiques suivantes : une clarification, une concentration par ultrafiltration,
une polymérisation de l'a-lactalbumine contenue dans le rétentat UF a bas pH,
suivie d'un traitement thermique entrainant la gélification, enfin, la séparation
des fractions protéiques obtenues et leur purification. Chaque traitement a fait
I'objet d'une étude de paramétres destinée a optimiser le procédé.

A. Obtention d'un rétentat de lactosérum clarifié

1. Clarification du lactosérum

L'application au lactosérum brut du traitement proposé par FAUQUANT et al.
(1985) entrainait une forte réduction du pic d'exclusion, lors de l'analyse par
HPLC, comme le montre la comparaison des profils chromatographiques (fig. 1)
avant et apres traitement suivi d'une séparation par centrifugation. Ce pic d'ex-
clusion (V.B. : 4,5) correspond pour lI'essentiel aux phospholipoprotéines. Leur
¢limination entraine un abaissement notable de la densité optique du lactosérum
a 600 nm, qui passait de la valeur 0,50 a la valeur 0,02 ce qui correspond alors
a la limpidit¢ de l'ultrafiltrat de lait ou de lactosérum.

La figure 1 montre également que le traitement de clarification ne modifiait
pas les teneurs en ,B-lactoglobuline (V.B. : 6,9), en a-lactalbumine (V.B. : 7,9)
et en sérum albumine bovine (V.B. : 5,6). Par contre, ce traitement entrainait
I'élimination des immunoglobulines (fig. 2) qui co-précipitaient avec les lipopro-
téines.

2. Ultrdfiltration du lagtosérum clarifié

Le lactosérum clarifié était acidifi¢ a pH 3,8, par addition d'acide chlorhy-
drique, dans le but de favoriser un début de polymérisation de I'a-lactalbumine
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Lactosérum initial Lactosérum clarifié

Fig. 1

Profil d'élution en HPLC du lactosérum initial et clarifié, VE : 4,4 phospholipoprotéines
6,9 ~-lactoglobuline ; 7,9 a-lactalbumine; 10,0 sels et vitamines.

B

Fractionation by HPLC of pro teins in whey beiore and aiter clarifying treatment. EV :4.4

phospholipoproteins ;6.9 ~-lactoglobulin ; 79 «-lactalbumin ; 10.0 vitamins and soluble
salts.

puis une concentration en volume de 30 fois était réalisée. Deux types de mem-
branes RUMICIUN PM 50 et PM 10 (seuil de coupure 50000 et 10000) ont
été comparés. La membrane PM 50 permet d'obtenir des débits doubles de la
PM 10, mais, du fait de la taille des pores de ce type de membranes,
un passage d'a-lactalbumine était constaté dans le perméat ; il représentait 20 %
de l'a-lactalbumine présente dans le lactosérum clarifié mis en ceuvre.

La clarification du lactosérum accroissait notablement les débits de perméa-
tion. Toutes choses étant égales par ailleurs, le débit de perméation initial observé
avec le lactosérum clarifi¢ était égal a 1,8 fois celui observé avec le méme
lactosérum brut dans l'installation expérimentale utilisée, soit 90 1/h/m2 au lieu
de 50 I/h/m? Cet accroissement des débits de perméation comme l'accroissement
de la perméation des protéines de la taille de l'a-lactalbumine est a mettre au
compte de I'¢limination des lipoprotéines, principaux composants responsables
de la formation de la couche de polarisation des membranes d'ultrafiltration et
donc de leur colmatage (MAUBOISL982).

B. Précipitation sélective des protéines par traitement thermique

Cinq paramétres (température et durée du chauffage, pH, teneur en pro-
téines du rétentat, nature de l'acide utilis¢) ont été étudiés pour accroitre la poly-
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Fig. 2

Séparation  par électrophorése  des constituants du lactosérum avant (3) et aprés (4)
clarification. Protéines de référence: 1. Immunoglobulines; 2. Bovine sérum albumine;
5. a-lactalbumine ; 6. [3-lactoglobuline.

Fractionation of whey proteins by electrophoresis  before (3) and aiter (4) clarijying
treatment.  Reference pro teins : 1. Immunoglobulins ; 2. Bovine serum albumine ; 5.
a-lactalbumine ; 6. [3-lactoglobulin.

mérisation de l'a-lactalbumine & bas pH et sa gélification (KRONMAN et al, 1964,
PEARCE,  1983).

1. Effet de la température

Le test de précipitation  (cf. Matériel et méthodes) était réalisé a 45° C,
55° C et 65° C pendant 30 min sur un rétentat ayant une teneur en a-lactalbu-
mine égale a 21 g par kg. A 45° C, aucune précipitation n'était observée. Par
contre, a 55° C et 65° C, les rendements de précipitation étaient respectivement
de 78 % et de 88 %. Ces résultats ne sont pas directement comparables a ceux
de PEARCE (1983) qui, lui, avait mesuré la proportion d'azote total précipité.
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Fig. 3

Influence de la concentration du lactosérum sur la proportion d'a-lactalbumine  précipi-
tée par le traitement thermique.

Incidence of protein concentration in whey on precipitation yield of a-lactalbumin  on
heating,

2. Influence de la durée du traitement thermique

La figure 3 montre la progression de la précipitation au cours du temps pour
deux rétentats contenant respectivement 10 g et 20 g d'a-lactalbumine par kg.
L'accroissement du rendement de précipitation était surtout important au cours
des 20 premicres minutes; entre 25 et 30 min, l'influence du temps devenait
faible. La polymérisation de l'a-lactalbumine et la gélification des lactosérums
concentrés sont donc des phénomenes relativement lents. La proportion d'a-lactal-
bumine précipitée en 30 min était de 75 % dans le rétentat a 10 gjkg et de 85 %
dans le rétentat a 20 gjkg.

3. Effet du pH

Les rendements de précipitation de l'a-lactalbumine ont été comparés a
différents pH (de 3,3 a 5,5) a partir de rétentats contenant de 6 a 20 g d'a-lactal-
bumine par kg. L'ultrafiltration ayant été réalisée a pH 3,8, les pH étaient ajustés
a la valeur désirée soit par addition d'acide chlorhydrique, soit par addition de
soude. Les résultats rassemblés dans la figure 4 montrent qu'il existe un optimum
de précipitation aux environ de pH 3,8 pour les rétentats UF ayant des teneurs
en a-lactalbumine supérieures a 12 gjkg. Les rétentats moins concentrés préci-
pitent seulement aux pH supérieurs a 4,2.
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Fig: 4
Influence du pH du lactosérum et de sa concentration  sur la proportion d'a-lact albumine

précipitée par le traitement  thermique. a-L 20 (e), 12 (0), 9 gkg (A).

Incidence of pH and protein concentration  of whey on precipitation  yield of a-lactalbu-
min on heating. a-L 20 (e), 12 (0), 9 (A) gfkg.

Ces résultats sont a comparer avec ceux de PEARCE(1983) qui observait
une précipitation de l'a-lactalbumine méme dahs le lactosérum non ultrafiltré et
non clarifié. Il semble donc que la clarification thermo-calcique élimine un adju-
vant de précipitation de l'a-lactalbumine constituant une impuret¢ dans le pré-
cipité.

L'aspect du précipité formé était tres dépendant du pH. Aux pH inférieurs
a 4,0, le gel formé était translucide et trés ferme. Son volume diminuait peu lors
de la centrifugation, ce qui indique une hydrophilie élevée. Par contre, aux pH
supérieurs a 4,0, il se formait un précipité blanc, opaque, souple et fortement
rétractable lors de la centrifugation.

4. Effet de la nature de l'acide

L'acidification du lactosérum clarifié par l'acide mtnque a été comparée a
celle obtenue par addition d'acide chlorhydrique. Le rétentat contenant 16 g
d'a-lactalbumine par kg était amené a pH 3,5, 3,8 et 4,2 et chauffé a 55° C
pendant 30 min. Les rendements de précipitation de l'a-lactalbumine étaient en
moyenne supérieurs de 10 % a ceux observés avec un rétentat identique amené
aux mémes pH par l'acide chlorhydrique (87 % contre 77 % a pH 3,5 ; 82 %
contre 75 % a pH 3,8 ; 67 % contre 55 % a pH 4,2).

L'ion nitrate favorise la polymérisation. KRONMAN964) avait déja montré
que la nature des anions mis en présence de l'a-lactalbumine avait une influence
sur sa stabilité.
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5. Influence de la teneur en protéines du rétentat

Plus le rétentat de lactosérum était concentré, plus élevé était le rendement
de précipitation de l'a-lactalbumine. La figure 5 montre que ce rendement aug-
mente de 67 % a 85 % lorsque les teneurs en a-lactalbumine et en ,8-lactoglo-
buline des rétentats passent respectivement de 6 et 38 g/kg a 21 et 132 g/kg.

o., Lact. précipitée
0/0 total
90

80

70

60

10 20

Teneur en & Lact. du concentré
g/kg
Fig. 5

Influence de la durée du traitement thermique sur la proportion  d'a-lactalbumine  précipi-
tée (pH 3,8 ; 50°C). a-L 20 (e) et 10 (O) gjkg.

Time dependance  of a-lactalbumin  precipitation (pH 3.8 ; 50°C). a-L 20 ce) and 10
(0) gf kg.

6. Optimisation des étapes du procédé de fractionnement

A partir des différents résultats obtenus, le protocole de séparation des pro-
téines du lactosérum  représenté figure 6 ¢était défini. Les conditions retenues
¢taient celles correspondant au rendement de précipitation de l'a-lactalbumine le
plus élevé sauf en ce qui concerne la température du traitement thermique (55° C
au lieu de 65° C) pour éviter toute dénaturation irréversible des protéines (PIERRE
et al., 1977) et la nature de l'acide (HCl au lieu de HNOs;y pour limiter la pollu-
tion des eaux résiduaires par les ions nitrate.

C. Préparation des fractions protéiques

500 g de rétentat de lactosérum contenant 132 g/kg de ,8-lactoglobuline et
21 g/kg d'a-lactalbumine ¢taient traités comme décrit figure 6.
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Lactosérum (pH 6,4)

1
Débourbage

|
Clarification (pH 6,2) 79°C 20 s

|
Acidification HCI1 (pH 3.8)

|
Ultrafiltration 45°C (FCV = 30)

|
Traitement thermique avec agitation - 55°C 30 min

|
Dilution au 1/2 par de l'eau a 56°C

1

Centrifugation " '

Surnageant / Culot

Diafiltration PM 50 Lavages (4 vol.)
eau 56° C, pH 3.8

Lyophilisation (4 fois)

(I-lactoglobuline Dissolution pH 7
Clarification
Lyophilisation
a-lactalbumine ~ + B5A

Fig. 6

Protocole de traitement du lactosérum pour la séparation des fractions protéiques
Whey protein fractionation.

Le traitement thermique (55° C, 30 min) conduisait a l'obtention d'un gel
qui était dispersé¢ dans 500 ml d'eau distillée a 56° C, le pH étant maintenu a 3,8.
La suspension était centrifugée a 1000 g. La solution surnageante était prélevée
et le culot conservé d'autre part.

1. Isolement de la {3-lactoglobuline

Les teneurs en {3-lactoglobuline et en a-lactalbumine de la solution surna-
geante déterminées par HPLC étaient respectivement de 56 et 1,5 gjkg. Le pH
était ajusté a 7,0, puis la purification de la {3-lactoglobuline était réalisée par ultra-
filtration sur membrane PM 50 car la taille des pores de cette membrane est
telle que l'a-lactalbumine et les solutés de faible poids moléculaire (lactose, sels
minéraux, azote non protéique, etc.) ne sont pas retenus au contraire de la
{3-lactoglobuline. Une diafiltration avec de l'eau pure était réalisée jusqu'a ce
que l'indice de réfraction du perméat ait été réduit de 90 %. Le rétentat final
était lyophilisé et constituait la fraction {3-lactoglobuline. La teneur en Nx6,38
de la poudre était de 87 %. Le profil chromatographique (fig. 7) indique une
pureté de la protéine voisine de 98 %, et 1'électrophorése (fig. 8) montre la pré-
sence d'un seul constituant protéique.
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Profil d'élution en HPLC de la fraction ~-lactoglobuline avant (A) et apres (B) purification.

HPLC analysis of ~-lactoglobulin fraction before (A) and aiter (B) purification.

2. Purification de I'o-lactalbumine

Le culot de centrifugation était lavé a trois reprises par remise en suspension
dans 4 volumes d'eau a 56° C. Ces lavages avaient pour butd'¢liminer les solutés
de la phase aqueuse, en particulier la ,B-lactoglobuline. Le pH des eaux de lavage
était ajusté a 3,8, car une remontée du pH conduirait a une insolubilisation de
la ,B-lactoglobuline en raison de la faible force ionique (amunDsoN et al, 1982)
qui, alors, ne serait plus éliminée par les lavages.

Le précipité ainsi lavé était repris dans un peu d'eau et le pH amené a 7,0
pour obtenir sa dissolution. Le profil d'¢lution en HPLC (fig. 9) montrait I'exis-
tence de plusieurs composants, le plus important étant 1'ce-lactalbumine. La pré-
sence d'un pic correspondant aux lipoprotéines (V.E. : 4,6) amenait a tenter une
nouvelle opération de clarification. La solution amenée a pH 7,0 était additionnée
de 1,2 g/l de calcium sous forme de CaCl, et portée a 55° C durant 10 min.
Le précipit¢ observé était séparé par centrifugation et sur le surnageant, le pic
correspondant aux lipoprotéines était notablement réduit (fig. 9).

La solution surnageante était lyophilisée. Cette «fraction ce-lactalbumine»
contenait 78 % de protéines (Nx6,38) dont 50 % étaient dosés comme de I'ce-
lactalbumine par HPLC et 15 % comme de la bovine sérum albumine. Les 13 %
non identifiés peuvent correspondre au pic ¢lué dans l'exclusion en HPLC et
représentant un matériel a haut poids moléculaire, ou polymérisé. L'électropho-
réese confirme la présence de l'a-lactalbumine et de la bovine sérum albumine
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Fig. 8

Séparation par électrophorése des constituants des fractions purifiées : fraction a-lactal-
bumine (3) et B-lactoglobuline (4). Protéines de référence: 1. Bovine sérum albumine;
2. a-lactalbumine; 5. B-lactoglobuline ; 6. Lactosérum clarifié.

Electrophoresis  of separated pro teins : «-lactalbumin fraction (3) and B.-lactoglobulin
fraction (4). Reference prot eins : 1. Bovine serum albumin ; 2. o-lactalbumin. ; 5. B-lacto-
globulin ; 6. Clarified whey.

comme constituants principaux (fig. 8). Aucune trace de ,B-lactoglobulinen'était
décelée par les méthodes analytiques utilisées.

Dans le but de préparer une extrapolation industrielle du procédé, le lavage
du précipité par microfiltration a été tenté sur 5 kg de rétentat de lactosérum
(,B-lactoglobuline 100 g/kg, a-lactalbumine 17 g/kg) trait¢ thermiquement a
pH 3,8 et a 55°C 30 min, puis dilué¢ a 1/5.

La figure 10 indique les dilutions résultant de la diafiltration par I'eau ainsi
que 1'évolution de la composition des rétentats et des microfiltrats au cours des
lavages. Ce type de technologie semble efficace pour réduire la concentration de
la ,B-lactoglobuline; par contre, il ne permet pas de l'¢éliminer totalement et,
donc, la centrifugation sera nécessaire pour terminer le lavage du précipité.
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Profil d'élution en HPLC de la fraction a-lactalbumine avant (A) et apres (B) clarification.
VE 5,6 B5A ; 7,9 a-lactalbumine.

HPLC analysis of «-lactalbumia fraction beiore (A) and after (B) clariiying treatment.
EV 5.6 B5A ; 79 a-lactalbumin,

lll. Conclusion

Le principe de séparation utilisé permet de réaliser avec des moyens tech-
nologiques simples le fractionnement des protéines majeures du lactosérum. La
,8-lactoglobuline est obtenue pure a 98 % et le rendement de préparation est de
l'ordre de 90 % d'apres les estimations que nous avons faites. L'a-lactalbumine
est obtenue en mélange avec la bovine sérum albumine. Etant donné la similitude
des propriétés chimiques de ces protéines, il semble difficile de les séparer par
des méthodes basées sur une activité physico-chimique. En raison de leur diffé-
rence de taille moléculaire, il serait possible de faire appel soit au principe de gel
filtration, soit a une ultrafiltration sur une membrane de porosité¢ choisie. Une
autre possibilité est d'allonger la durée du traitement thermique de la deuxieéme
clarification jusqu'a 60 min environ de maniére a dénaturer thermiquement la
bovine sérum albumine et a la précipiter.

Le rendement en a-lactalbumine est limité d'une part par I'équilibre de poly-
mérisation de l'a-lactalbumine, une partie de la protéine restant toujours a 1'état
monomere (5 % environ dans les meilleures conditions); d'autre part, par le
lavage du précipité, pendant lequel il faut respecter les conditions maintenant la
polymérisation. Les pertes seraient de l'ordre de 20 % a ce stade. Il est sans doute
possible d'améliorer encore ce point de la technique.
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Fig. 10
Etude du lavage du précipité  d'a-lactalbumine  par microfiltration. A : volume de diaiil-
tration . évolution de la teneur (gjkg) en ~-lactoglobuline (B) et en a-lactalbumine (©)
du rétentat  (0) et du microjiltrat (e) ,. (D) évolution du rapport ~-lactoglobulinej

a-lactalbumine  dans le rétentat.

Purification  of a-lactalbumin by microfiltration. A : Evolution  of retentate volume du ring
didfiltration  cycles ,. ~-lactoglobulin ~ (B) and a-lactalbumin  (C) content (gjkg) of retentate
(0) and microiiltrate  (e) ,.D : ~-lactoglobulin  on a-lactalbumin  ratio in retentates.

La fraction contaminant I'a-lactalbumine et la bovine sérum albumine n'a
pas été identifiée. Par ailleurs, nous n'avons pas étudié la répartition des protéines
mineures du lactosérum au cours du traitement.
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