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Abréviation

°C :degré celsius.
°D: degré Dornic.
g gramme.

h: |

ml: Mililitre.

ph: potentiel hydrogene.
T°: température.
T+: tube positif.
% pourcentage.
Abs: Absence.
\:pas« norme.

MG: matiére grasse.
Tritrace
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Le lactosérum a été depuis longtemps considéré comme un sous-produit
encombrant, sans intérét, dont il fallait se débarrasser aux- moindres frais, en
particulier en le-r=iatant dans les eaux résiduaires *~s ur~-s laitieres.

Or, depuis quelques années, les recherches effectuées par la plupart des
pays laitiecres ont mis en é&vidence sa valeur nutritionnelle, ainsi que les
possibilités de son utilisation dans 'alimentation humaine et animale.

~J ses constituantes apportant généralement des améliorations tres
intéressantes.

De ce fait, le lactosérum est passé subitement de I'état de sous-produit
encombrant & celui de richesse alimentaire.

Il serait donc inadmissible de continuer a rejeter des quantités
considérables de protéines qui pourraient aider a pallier dans certaines

mesures la malnutrition qui sévit de facon dramatique dans différents ré~ons
de monde.

Outre les qualités nutritionnelles du lactosérum, possédant également
de véritables propriétés technologiques, et c'est dans la préparation a base de
lait que les protéines sériques trouvent leur intérét en tant que liant.

En Algérie, ou la ration alimentaire est caractérisée par un déficit
notable en protéines d’origine animal, les sous-produits méritent une plus
gral ~ attention . C'est dans ce contexte que s'inscrit notre travaille.

En premier lieu nous avons fait une étu : bibliographique sur le
lactosérum, les procédés d'extraction et les diffé nts domaines utilisation
de certains composants. Et dans un second temps ..ous procédons a l'étude
pratique qui comprend l'étude physico-chimique et microbiologie de
lactosérum et le lait de protéines.

Enfin une partie des résultats et leur interprétation qui reflétera notre
modeste travail.




































Chapitre 11

Les procéd~~ *’=xtractic~

I1.4.Le Fractionnement du Lactosérum :

Le lactosérum a une composition désé 1librée en protéine et ictose
_nsi pour une meilleure utilisation dans le domaine alimentaire, .. peut étre

intéress: * de le fractionner et de valorisé séparément les protéines et les jus
lactoses.

[L.4.1.Extraction des protéines :

Les protéines du sérum sont d’une « 1alité exceptionnelle, elles
partagent le privilege avec celles de l'ceuf, ainsi que leur valeur nutritionnelle
quelle est supérieure a celle de la caséine [1].

Notons que leur extraction peut présenter un grand intérét. La
séparation doit étre effectuée | -~ deux principaux procédes qui sont :

11.4.1.1. L’ultrafiltration :

L’ultrafiltration réalise une séparation mécanique des molécules
contenues dans un liquide en fonction de leur masse moléculaire. Cette
séparation s’effectue sur une membrane poreuse sélectivement perméable et
sous I’action d’une différence de pression [14].

11.4.1.2. Le procédé Centri-whey :

Le procédé a pour but essentiel, non seulement d’extraire les protéines
du sérum mais aussi et surtout de les obtenir sous une forme telle qu’elles
puissent étre valablement introduites dans le lait avant la pasteurisation et la
maturation. En d’autres termes, ce procédé aboutit a la pro iction d’un
véritable « lait de protéines » parfaitement mixible [20].

I1 .2. Extrait Du Lactose :

Les méthodes d’extraction du lactose sont voisines de celles qui sont
utilisées en sucrerie de canne ou de betterave, et comportent successivement :
-une évaporation sous vide du sérum.

-la cristallisation du lactose.

-la séparation des cristaux par centrifi*=ation.
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Chopitra 11 ) " s procédes d’extraction

Lactosérum

v

s Pro*“1

v

. um

v
Cristallisation du Lactose
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Séparation des CristaLX\
e

V' A
Redissolution du Lactose Séchage

Précipitation impuretés

et décoloration Mouture
Filtration Lactose brut
Evaporation

Cristallisation
Séparation des cristaux
Séchage
Mouture

Lactose raffiné

Fig.03 : Diagramme de I’extraction industrielle du ctose

(WEBB et WATTIER, 1970) in [22]
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Chap#= 11 Revalorisatior ~* --tilisr**~- du lactosérum

I C

Le lactosérum doux en poudre entre généralement dans les formules en
complément du lait en poudre ou du lait écrémé en poudre. Il est apprécié
comme exhausteur de golte, notamment dans les barres chocolatées [15].

IIL1.7. Alin 1tat 1 animale:

Les beeufs de boucherie en période de croissance et finition alimentés
d'une ration contenant 1 4 4 % de lactosérum en poudre, présentent des gains

de poids supérieure de 2 & 13 % par rapport a ceux nourris avec des ration de
controles sans lactosérum [4].

I11.8. Production d’alcool :

Selon V777 NA™™ (1983) in [5] Le lactosérum dé-protéine est
fermenté par des Kluiveromyces pour la production d’alcool éthytique avec
les rendements trés satisfaisants [21].

I11.9. Boissons lactées en poudre :

Un certain nombre de fabricants parmi les plus notoires du marché. Le

lactosérum en poudre & d’autres i1 édients dans la préparation des boissons
reconstituantes [12].

I11.10. Cosmétique et industrie pharmaceutique :

Pour la fabrication de crémes et des pommades, aussi comme des
excipients (pour faciliter la formulation des médicaments).

On peut donc utiliser les lactosérums :
- Sous forme liquide pour I’alimentation humaine et surtout animale.
- Sous forme concentrée ou de poudre.
- Sous forme de lactose.
- Sous forme de produits fermentés [~ |.
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Matériel et —“hode

II1.1.2. Milieu de culture :

- Gélose nutritive.

- Milieu ROTH (bouillon ~tucose a I’azide de sodium).
- Milieu LITSKY.

- Milieu bouillon lactose au vert brillant (BLAPB).

I11.1.3. Réactifs et appareillages :

- Solution alcoolique de phénol phtaléine a 1%.

- Soude Dornic ou soude N/9.

- Eau distillée.

- Acide sulfurique concentré (d =1,98).

- Alcool iso-amylique.

- Solution d’acide borique, avec colorant préparé comme suivant :
- Rouge de méthyle on TASHIRO  —» 5g
- Ethanol + 100ml

Solution NaOH (d =1.33)

Acide chlorhydrique (HCI dilue a 20 %)

Surette graduée en 0.05 ou 0.1 ml

- uve.

Capsule pouvant résister a la température €élevée 103°C.

Balance de précision.
Dessiccateur.
Butyrométre de GERBER.
Pipette de 20 ml.

Pif tedell

Pipette de streté de 10 ml.

Pipette de streté de 1ml.

Centrifugeuse thermostat.
Matras KJELDHAL de 300 ml en verre Pyrex.

- Bécher.
- Eprouvette de 25 ml.
-4 1d __ra i la»

17






Materiel et méthodes

c)-Détermination de Ia matiere séche :
I U\ |

e Principe :
La matiére séche (désignée autre fois improprement sous le nom

d’extrait sec) est obtenue par évaporation et dessiccation de 10 ml de
lactosérum dans les conditions définies avec pesée de résidu.

e Mode opératoire :

-Tarer la capsule

-Mettre dans cette capsule 10 ml de lactosérum

-Mettre la capsule pendant 4 heures au moins a 1étuve dont la
température aura été réglée a 103 °C = 105°C

-Peser et remettre a I’étuve pendant une heure

-Refaire cette opération jusqu’a ce que la différence entre deux pesées
successives soit au plus de 0.1 % du poids total

d)- Détermination de la matiére grasse :
(AFNOR[V04-210,1971])

e Principe :

Pour le dosage de la matiere grasse, nous avons utilis€ la méthode
acidobutyrique dite de GERBER. C’est une dissolution =i: .+ [M]G
par 1’acide sulfurique, sous 'influence de force centrifuge et grace a

I’adjonction d’une petite mantitéd 4’alcool amylique, Ia matiere grasse se
sépare en couche claire 2.

e DMode opératoire :
Dans un butyromg¢ re et sco, antroduire :
-10 ml de I'acide sulfur__ ...
-11 ml de lactosérum, laisser couler trés lentement au début, afin d’éviter
un mélange prématuré avec I’acide.
- 1 ml d’alcool 1so amylique.
-Mélar~=r jusqu’a homc~2néisation ' mélar~=a 1t de proc’ ":r ° la
centrifugation.

19



Matériel et méthodes

-Centrifuger a une vitesse de 1200 tours/min pendant 5 minutes et une
température de 70 °C.

I [ L

La teneur en azote est déterminée par la méthode
(KJELDAHL,1985), le coefficient de conversion utilisée est de 6,25.
e principe :

Ce dosage ce fait par minéralisation a I’acide sulfurique

toscon¢ at (¢ ¢
I’ammoniaque obtenu est déplacé par une solution d’hydroxyde de
sodium(lessive de soude), recueillie dans une solution tampon d ; Acide
borique pour étre titrée ensuite par ’acide sulfurique  faible normalité
(0,IN)

les étapes du dos: : sont :
minéralisation de 1’azote organique par dessiccation en présence d’un
catalyseur, suivant les réactions :

-Composé organique azoté¢ +3H,SO,——» 2NH; +3CO, +3S0;
2NH3 +H2804 > (NH4)2 SO4
- décomposition du sulfate d’ammoniaque par la soude (NaOH)

(NH,)2 +2NaOH » Na,SO4 +2NH; +2H,0

distillation du NH3 (ammoniaque formé)
dosage du NH; par H,SO,

e Mode opératoire :

-Minéralisation :

Introduction de Sml lactosérum dans le matras KJELDAHL .

-Ajouter 15ml a 20ml d’acide sulfurique.
-Agiter

-Chauffer I¢gérement le matras

-Lorsque I'eau s’est évaporée, augmenter le cha fc jusqu’a douce ébullition

du mélange acide

20






Matériel et méthode

9mil 9 ml

A

100 10! 102

w7 /24

LECTURE

4 FT ' M
(Flore Total Aérobie Mésophile).
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[11.2.2.3 Dénombrement des Coliformes ( colimétrie ):

-Le dénombrement des Coliformes dans ce produit permet la mise
en évidence d’une pollution fécale et donc la possibilit¢ d’une
contamination par des entérobactéries pathogénes, ces bactéries sont
sensibles a 1a chaleur. |

Elles sont donc un bon témoin de [I’efficacit¢ des traitements
roarm e,
La Colimétrie cor e ac :eler et dénombrer les genres _oli.urmes qui sont
des nombres de la famille, définie comme des bactéries. Bacilliforme
anaérobie facultatif qui fermente le lactose en 24h a 37 en produisant du
gaz sur le milieu bouillon lactose au vert brillant ( VBL ) ou BLAPB.
La mise en évidence des coliformes comporte 02 test :
-La recherche des Coliformes.

~ 4l

a7 m -



Matériel et méthodes

TEST PRESOMPTIF

10 ml lactosérum 1 ml lactosérum 0.1 ml lactosérum

/TN /N N

yow WYy WL

BL:5 B D/C BLAf B S/C BL:ZB S/C

Incuber a 37° pendant 48 heures.
S’il y a un virage de couleurs + présence de gaz (>1/10).
Dans la cloche, le tube est considérer positif T+, on réalise le test confirmatif.

TEST CONFIRMATIF

Quelqu gout demil 1provenant( tubes positifs

/R

BLBVB

Incuber a 44°c pendant _ } heures / . - . _roubles + gaz.
S’il v a un anneau rouge sur la surface apres addition de réactif kovacs donc la presence de

i
Fig 6 : La Recherche des Coliformes
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I11-3 Méthode de déprotéination :

Parmi les méthodes ayant pour objectif la séparation et la récupération
des protéines du lactosérum, nous avons opté pour le ¢ 3dé de
fractionnement par insolubilisation thermique qui repose sur la floculation des
protéines, ce qui permet de recueillir les protéines, d’une part et le jus lactosé
d’une autre part 227 .

IIL.3.1.Etapes de déprotéination :

1- Dans un erlen Meyer de 2 litres, on met du lactosérum préalablement
réfrigéré a 4°C, ony ajoute de ’acide chlorhydrique ( Hcel ) a raison de 7 ml
(dilué¢ a 20%) par litre de lactosérum a pour principal but de floculer les
protéines dans une zone de PH isoélectrique de 4,5 a 4,6.

2- La quantité du lactosérum ajustée a = H 4,5 sera répartie dans les flacons de
500 ml et portée au chauffage dans un bain-marie, réglée a une température de
90°D pendant 20mn.

3- Une fois, le sérum chauffé et refroidit a 40-50°C, on procéde a I’ étape de
centrifugation et cela dans une centrifugeuse a 1130 Tr/mn, pendant 40mn, en
fin de centrifugation, on aura séparation des deux phases : un dépot (Culot) au
fond du tube a essai qui représente les lacto-protéines et un surnageant clair
jaune verditre qui représente le jus lactosé.

Remarque :
Toujours en fin de centrifugation, on observe une couche jaunitre en

surface du liquide surnageant qui représente la matiére grasse du lactosérum
brut.

4-_ a procéde a une filtration sous vide dans une fiole a vide.

5-En fin de filtration, on aura les protéines sériques qu’on portera aussitot au
froid dans un congélateur a (-10°C).



Matériel et méthodes

l Lactosérum brut l

l

Acid...cation par ajout u..cl . ml/litre de lactosérum)

(Diluer a 20 %)

l

Opération d'insolubilisation thermique 90-95 °¢
Pendant 20 mn

l

Centri” 1tion 1130 tr/mn
Pendant 40 mn

l

Elimination d'une partie de la matiére grasse

l

Filtration et séparation des lactoprotéines et du jus lactosé et
élimination du reste de la matiere grasse

Lactoprotéine Sérum deprotéine dégraisse
Conservation par congélation Refroidissement a 40 °c
IR o 2, 1 L:
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Résultat et Discussion

Expression des résultats :( les résultats physico-chimiques)

e Acidité:
le résultat est exprimé en degrés dornic (°D).

e Matiére séche :
- M étant la masse de la capsule vide.
-M: étant lama: dela uve .
- ét:  le volume de la prise d’essai.
Le résultat s’exprime de la maniere suivante :

Matiére seche = M—ZI—;—M—L—X 100

e Matiére grasse :
les résultats sont exprimés en gramme par litre.

o “ote:
Iml de solution sulfurique a 0,1N correspond a 0,0014 grammes d’azote,
soit :

n : nombre de muuutre d’acide su.urique versé
v : le volume de la prise d’essai

Pa : teneur en azote du lactosérum exprimée en gramme par litre serait
égale a : (1,4n)/v.

29









Résultats et Discussion

Tab.6 : Analyses microbiologiques du lait de protéines

GERMES Nombre de germe Normes
F.1.AM 2 x 10° <2x 10° g/ml
- wJeptocc . o o )
Coliformes Abs 25 g/ml

Abs : Absence

/ : pas de Norme

32



II1.2.Discution:
Im.2 .  ct irum:
Les résultat obtenus d’aprés une analyse physico-chimique et micro
biologique du lactosérum ont révélés que :

»] ’acidit¢ dornic mesuré sur le lactosérum brut ne dépasse guére la
norme admise qui est 18°D; le qualifiant ainsi de sérum doux.

»Les 1eurs en matiere séche (64.68 g/1) et en matiére grasse (3 g/1) sont
conforme aux valeurs avancés par de nombreux auteurs dont rapportent
des taux de 65 g/l et de 2 & 3 g/l respectivement dans le lactosérum
doux.

*Le lactosérum analysé est composé d’éléments de haute valeur
nutritionnelle et d’un grand intérét technologique selon, le sérum
présure doux et moins minéralisé .mais chargé on moins en pro teins
(5¢/1 environ).

*Dans ’ensemble des analyses micro biologiques on a trouver que le
nombre moyen de germe totaux enregistré sur lactosérum 10-2
germes/ml). Est conforme aux nor_ s é Hlies (5x 10* ge 1es/ml).

»Une : :ération est observée par une concentration élevée de l'ordre de
10°a 10® germes/ml.

= Par ailleurs, les Streptocoque fécaux et les Coliformes sont des germes
de contamination fécale et leur absence dans notre cas entierement
justifiée par I'absence de ces indices de contamination fécale.

I11.2.2. Le lait de protéines (lacto-protéines):
Le lait de protéines (lacto-protéines) présente un pH acide impute a
l'utilisation d'un acide fort au cours de l'opération d'acidification
ypl” ‘e en '~~tosérum, afin de pouvoir atteindre le point isoélectrique
des protéines, il renferme également des teneurs appréciables en

protéines (25,54 g/l).
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Résultats at Nicrnc c}nﬂ»

o L'absence de la matiére grasse dans le lait de protéines est due a
I'opération de deprotéination qui élimine 1a plus grande partie de
matiere grasse.

o On remarque pour les analyses micro biologiques effectuées sur
le lait de protéine une similitude dans les résultats obtenus.

o A T’exception de la flore (F.T.A.M) qui présente un changement
- e e 7 * Pextractic - « centrifi —tion ».

o Ainsi donc , le lait de protéines (lactoprotéines) tout comme le

lactosérum est un produit salubre et présente une bonne qualité
microsociologique.






-
L UNULUDIUIN

Le lactosérum, sous produit de I’industrie laitiére constitue une sor e
de matiere qu’il importe de valoriser, sa teneur en différents constituants

envisager sa récupération et son utilisation.

D’prés les test physico-chimiques et micro biologiques effectués sur le
lactosérum et le lait de protéines nous pouvons conclure que :

v L’acidité dornic mesurée ne dépasse guére la norme admise (18D°), mais
BN ¢ eu  acidité sup._.zcu T T ¢
cause de [utilisation d’un acide fort au cours de [’opération
d’acidification.

v L’absence des Streptocoques fécaux et les coliforme, a pour conséquence
que le lactosérum et le lait de protéines, soient de bonne qualité
hygénique, d’uncc "et1 = " ‘¢ ":Dautre coté.

v' Le lait de protéines renferme également des teneurs appréciables en

protéines.

En perspective il serait trés intéressant de récupérer et valoriser le

1

‘0 1 vu sa valeur nutritionnel et pour éviter la pollution de

I’environnement.
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