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Revue bibliographique la fraction protéose-peptones
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BP 239, 54506 Vandœuvre-Ies-Nancy, France
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Résumé - Les constituants de la fraction protéose-peptones du lait de vache sont décrits. Ils sont
divisés en 2 classes en fonction de leur origine : d'une part les hydrolysats qui comprennent les
composants 5 et 8 ainsi que de nombreux polypeptides résultant de l'hydrolyse des caséines par les
protéases natives du lait; d'autre part des protéines, dont le composant 3, ainsi que des protéines
majeures résiduelles. La composition et la concentration des protéose-peptones varient au cours de
la conservation du lait et pourraient être considérées comme indicateurs de qualité. Les protéose-
peptones ont de nombreuses propriétés fonctionnelles. Parmi celles-ci, la capacité du composant 3
d'inhiber la lipolyse dans le lait est probablement liée au caractère hydrophobe de ce composant.
Cet article résume également les connaissances des fractions protéose-peptones des laits d'autres
mammifères.

protéose-peptones - protéine - caséine - protéolyse - plasmine

Summary - Review : the proteose-peptone fraction of milk. The components of the proteose-
peptone fraction of bovine milk are described. They are divided to 2 classes, according to their oti-
gin: in one group are the hydrolysates which include components 5 and 8, as weil as many poly-
peptides resulting from the hydrolysis of caseins by the native milk proteases; in the other group are
proteine, including component 3, as weil as residual milk major pro teins. The composition and the
concentration of the proteose-peptone change during milk conservation should beconsioered as
quality indicators. The proteose-peptones have numerous functional properties. Among them the
ability of component 3 to inhibit lipolysis in milk is probably linked to its hydrophobic character. This
paper also summarizes findings regarding proteose-peptone fractions in the milk in other mammals.

proteose-peptone - protein - casein - proteolysis - plasmin

Introduction

La première description d'une fraction
azotée résiduelle obtenue après préci-
pitation, en milieu sulfurique, de la caséi-
ne et coagulation à l'ébullition des albu-

mines et globulines est due à Osborne et
Wakeman (1918). Elle est précipitable par
l'acide phospho-tungstique. et Kieferle et
Gloetzl (1930) proposèrent de nommer
protéoses et peptones ces substances qui
furent estimées à 30% des protéines du



2

lactosérum par Moir (1931). Elle a été
pendant longtemps considérée comme
une fraction complexe composée dé pep-
tides et de polypeptides, résidus de la
dégradation des protéines majeures du
lait. Au sens étymologique, "protéose" et
"peptone" désignent des hydrolysats pro-
téiques de faibles poids moléculaires. Les
premières, contrairement aux secondes,
sont précipitables par le sulfate d'ammo-
nium. Le nom de "protéose-peptones",
proposé par Rowland (1938), convient-il
pour représenter cette fraction azotée
complexe dont certains cons-tituants pré-
sentent les comportements électrophoré-
tiques et chromatographiques typiques
des protéines ? Cette question fut posée
par Jenness dès 1970.

Les études publiées ces 10 dernières
années montrent le 'rôle important de
l'équipement protéasique natif du lait dans
la production de polypeptides issus des
caséines. Elles mettent aussi en évidence
l'existence d'autres constituants, protéines
au sens propre, parmi lesquelles certains
sont en relation avec le système membra-
naire des globules gras et pourraient
intervenir dans les processus de la lipoly-
se spontanée du lait.

A une époque où la qualité du lait est
une préoccupation constante dans l'indus-
trie de sa transformation, il nous paraît
intéressant de faire une revue des con-
naissances concernant cette fraction pro-
téique.

Mise en évidence de la fraction
protéose-peptones dans le lait de
vache

Isolement de différentes fractions pro-
téiques thermostables

Rowland (1937) montre qu'un traitement
thermique à 90°C pendant 30 min ou à
95°C pendant 15 min, suivi d'une acidifi-
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cation à pH 4,7, entraîne la dénaturation
de 76% des protéines du lactosérum, les
protéines résiduelles (24%) étant des pro-
téose-peptones; l'auteur ne prend pas en
considération la fraction azotée non pro-
téique (Fig. 1).

A la suite de ces premiers travaux,
Rowland (1938) propose 2 protocoles de
fractionnement des protéines du lait. Le

- premier consiste à séparer la caséine par
acidification du lait en présence d'un tam-
pon acétate de sodium; les protéines du
lactosérum sont fractionnées d'une part
en globulines et albumines et d'autre part

- en protéose-peptones, par relargage au
sulfate de magnésium. Le second proto-
cole aboutit à la fraction protéose-pep-
tones par addition d'acide trichloracétique
(TCA), jusqu'à 8% dans le surnageant de
thermocoagulation du lait avant ou après
acidification (Fig. 1).

Reprenant en partie les travaux de
Rowland (1937, 1938) en traitant le sur-
nageant de thermocoagulation du lactosé-
rum par le sulfate d'ammonium à demi-
saturation, Aschaffenburg (1946) isole
une fraction protéique, aux propriétés ten-
sio-actives, évaluée à 3% des protéines
totales du lait, qu'il nomme "sigma-protéo-
se" (Fig. 1).

Par un protocole semblable mais en
utilisant du lactosérum de lait emprésuré,
Weinstein et al. (1951a et b) séparent une
substance protéique photosensible à l'ori-
gine de modifications indésirables de la
flaveur du lait : la "fraction protéique
mineure" (Fig. 1).

Une étude comparative présentée par
Brunner et Thompson (1961) montre que
les différentes fractions protéiques isolées
(protéose-peptones, sigma-protéose et la
fraction protéique mineure) présentent de
grandes similitudes, marquées par une
faible proportion d'azote (10 à 14%), un
taux relativement important de phosphore
(0,6 à 1,1%) et la présence d'hexoses et
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d'acide neurarrnruque. La proportion
d'azote soluble dans le TCA à 12% varie
de 4 à 41% de l'azote total selon la frac-
tion protéique considérée.

Le traitement thermique suivi de l'acidi-
fication à pH 4,6 peut être appliqué à la
caséine micellaire obtenue par ultracentri-
fugation et au surnageant correspondant,
ou bien à la caséine isoélectrique et au
lactosérum acide résultant. Dans chacun
de ces cas, les solutions obtenues après
la séparation des protéines insolubles
sont enrichies en protéose-peptones (Ng
etai., 1970).

Une fraction protéique enrichie en pro-
téose-peptones peut être isolée à partir
du lactosérum acide sans traitement ther-
mique; ainsi, différents complexes de pro-
téines et de phosphate de calcium colloï-
dal sont séparés en élevant le pH à 8 puis
à 10 (Kolar et Brunner, 1969).

Nomenclature des protéose-peptones

McKenzie (1971) range les protéose-pep-
tones dans le groupe des glycoprotéines
mineures, avec la phosphoglycoprotéine
M1 (Bezkorovainy, 1967) et la glyco-pro-
téine-A (Groves et Gordon, 1967) (identi-
fiée depuis au composant sécré-toire des
IgAS) (Butler, 1971).

La séparation électrophorétique des
protéines du lactosérum, par la technique
de frontière mobile de lisélius, a permis
la réalisation des premières mesures de
mobilité électrophorétique, en milieu alca-
lin, des albumines et des globulines. Plu-
sieurs composants mineurs remarqués
par Smith (1946) et Stanley et al. (1950)
furent identifiés par Larson et Rolleri
(1955) au cours de l'étude de la dénatura- .
tion thermique des protéines du lactosé-
rum; 8 pics apparaissent sur l'image élec-
trophorétique à pH 8,6 en tampon
véronal.
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Après traitement thermique à 95°C
pendant 30 min et élimination du coagu-
lum, le surnageant, ne contenant que
18,9% des protéines, conserve 3 compo-
sants représentés par 3 pics portant les
références 3, 5 et 8 en fonction de leurs
mobilités. Ces composants sont fréquem-
ment désignés par les abréviations PP3,
PP5 et PP8 (Larson et Rolleri, 1955).
Cette nomenclature adoptée par le "Com-
mitee on Nomenclature and Methodology
of the American Dairy Science Associa-
tion" (Jenness et al., 1956) est encore en
usage.

Séparation des constituants de la frac-
tion protéose-peptones

Electrophorèses en gel d'amidon et en
gel de polyacrylamide

En électrophorèse sur plaque de gel
d'amidon en présence d'urée et de 2-mer-
captoéthanol à pH 8,6 selon la technique
de Wake et Baldwin (1961), les 3 compo-
sants principaux ont des mobilités électro-

. phorétiques élevées, proches de celle des
caséines a S (Kolar et Brunner, 1969). Le
composant 5 migre sous la forme de 2
bandes très rapprochées (Kolar et Brun-
ner, 1970).

Lors de l'électrophorèse sur gel de
polyacrylamide (8%) en tampon continu à
pH 8,6, le composant 8 se présente sous

. la forme de 2 bandes désignées 8-Fast et
8-Slow dans l'ordre de leurs mobilités
relatives (Kolar et Brunner, 1970). L'élec-
trophorèse sur plaque verticale de gel de
polyacrylamide en système discontinu
.présente le même type de migration, avec
en plus un doublet très serré pour le com-
posant 5 (Pâquet, 1986) (Fig. 2a). La
révélation des glycoprotéines dans le gel
par oxydation à l'acide periodique et colo-
ration par le réactif de Schiff montre que
seul le composant 3 présente la colora-
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tion spécifique (Kester et Brunner, 1982;
Pâquet, 1986). Cette technique a permis
de dénombrer 38 bandes dans une pré-
paration de protéose-peptones extraite
d'un lait frais écrémé de mélange (Kasper
et Brunner, 1978; Andrews et Alichanidis,
1983). Ces bandes étant numérotées de
1 à 38 à partir de l'origine, le composant 3
correspond aux bandes 4 et 5, le compo-
sant 5 aux bandes 15 et 16 et le
composant 8F à la bande 38 (Andrews et
Alichanidis, 1983). Des lots de protéose-
peptones différant par leur mode de pré-
paration ont été comparés par électropho-
rèse en tubes de gel de polyacrylamide à
pH 8,6, et l'absence relative de compo-
sant 8S dans la fraction sigma-protéose a
été observée (Pâquet et Alais, 1982).

L'électrophorèse sur gel de polyacryla-
mide en présence de sodium dodécyle
sulfate (SDS) et de 2-mercaptoéthanol
(Pâquet, 1986) montre une distribution
très large des masses moléculaires entre
80 000 et 5 000 D (Fig. 2b). Les bandes
de hautes masses moléculaires ainsi que
celles correspondant aux masses molé-
culaires 30 000 et 20 000 sont des glyco-
protéines entrant dans la composition du
composant 3 (Fig. 2b).

La focalisation isoélectrique sépare 23
constituants dont les points isoélectriques
se situent entre pH 3,8 et pH 5,3 (Kasper
et Brunner, 1978). L'utilisation de gra-
dients de pH étroits de 2,5 à 6,5 a permis
de dénombrer au moins 30 bandes entre
pH 4 et 5,5 dont 5 principales (Pâquet et
Alais, 1982). Cette technique ne permet
pas encore de déterminer avec précision
la répartition des points isoélectriques des
nombreux composants. Plusieurs raisons
peuvent être invoquées:
- la fraction protéose-peptones est com-
posée, pour une grande partie, d'hydroly-
sats protéiques de faibles poids molécu-
laires qui peuvent quitter le gel de
poly-acrylamide, de faible réticulation,
pendant l'étape de coloration;
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- certains composants sont peu solubles
dans l'eau pure et la présence d'urée à
haute concentration est nécessaire pour
disperser les agrégats.

L'adaptation de cette technique est
nécessaire pour la réalisation de la carte
peptidique des protéose-peptones par
électrophorèse bidimensionnelle.

Séparation chromatographique

La filtration sur colonne de gel de Sépha-
cryl S 200 en tampon Tris/HCI 0,1 M,
NaCI 0,5 M, pH 8, conduit à la séparation,
selon leurs tailles respectives, de 4 frac-
tions protéiques. Le composant 3 corres-
pond à la fraction de masse moléculaire
supérieure à 270 000 D, le composant 5
ainsi que d'autres constituants non identi-
fiés sont présents dans la fraction compri-
se entre 56 000 et 27 000 D; la dernière
fraction, de masse moléculaire inférieure
à 27 000 D contient de nombreux consti-
tuants protéiques dont le composant 8
(Pâquet et al., 1985). Les poids molécu-
laires apparents observés paraissent éle-
vés pour les protéase-peptones. Des
résultats semblables ont été obtenus par
chromatographie liquide haute perfor-
mance (CLHP) sur une colonne Superose
12 en tampon phosphate de potassium
0,5 M, NaCI 0,5 M, pH 7,2 (Pâquet,
1986).

La présence de SDS 0,1 M dans le
tampon d'élution provoque une diminution
considérable de la taille des constituants
qui sont alors élués en 2 groupes; le pre-
mier correspond à des masses molécu-
laires voisines de 150 000 D; le second
est compris entre 40 000 et 15 000 D.

La filtration sur gel et l'électrophorèse
en présence de SDS sont complémen-
taires et mettent en évidence la nature
agrégée des protéose-peptones. Cette
observation permet d'envisager l'utilisa-
tion d'une technique de filtration sur mem-
brane pour l'extraction de la fraction pro-
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téose-peptones à partir du lactosérum
industriel.

La chromatographie sur colonne d'hy-
droxyapatite à pH 6,8 avec un gradient
linéaire de phosphate de potassium per-
met de séparer, en partie, le composant 3
des autres constituants (Pâquet et al.,
1985). Ce composant s'adsorbe plus for-
tement que les autres sur la matrice d'hy-
droxyapatite. Ce comportement ne peut
pas être directement imputé à une phos-
phorylation importante, car les inter-
actions des protéines avec le phosphate
de calcium sont complexes; les sites posi-
tifs Ca++)ou négatifs (phosphate) de l'hy-
droxyapatite interviennent, dépendant de
la charge nette de la protéine et non
uniquement de la proportion de chaînes
latérales phosphorylées.

La plus grande partie des composants
de la fraction protéose-peptones ont des
points isoélectriques très proches les uns
des autres, et la chromatographie
d'échange d'ions semble peu efficace
pour leur fractionnement (Andrews et AIi-
chanidis, 1983; Pearce, 1980).

La chromatographie d'interactions
hydrophobes sur colonne de phényl-
Sépharose en tampon phosphate de
sodium 0,1 M, pH 6,8, sépare les consti-
tuants principaux selon leur taux d'hydro-
phobicité de surface dans un gradient
linéaire et décroissant de sulfate d'ammo-
nium. Le composant 3 est de loin le plus
hydrophobe, suivi du composant 5; le
composant 8F ainsi que d'autres peptides
ne s'adsorbent pas sur la matrice hydro-
phobe même en présence de sulfate
d'ammonium 1M (Pâquet et Alais, 1982;
Pâquet et al., 1985).

La chromatographie d'affinité sur
colonne de concanavaline-A-Sépharose
permet de séparer les glycoprotéines en
fonction de leur affinité pour le support;
ainsi le composant 3 est retenu dans la
colonne alors que les autres composants,
qui ne semblent pas être de nature glyco-

protéique, sont directement élués (Kester
et Brunner, 1982).

La chromatographie d'affinité sur
colonne de concanavaline-A et surtout la
chromatographie d'interactions hydropho-
bes sont 2 techniques très efficaces pour
séparer le composant 3 des autres consti-
tuants des protéose-peptones. Les sup-
ports chromatographiques hydrophobes,
par leur grande stabilité chimique, permet-
tent de préparer rapidement des quantités
de protéine relativement importantes.

Une fraction protéique complexe

Les fractionnements électrophorétiques et
chromatographiques mettent en évidence
la grande complexité de la fraction protéo-
se-peptones du lait de vache. Elle com-
prend un nombre élevé de composants
possédant des caractéristiques physico-
chimiques très variées.

Selon leurs spécificités, ces tech-
niques font apparaître un nombre variable
de constituants protéiques dont une pro-
portion ne diffère probablement que par
certains éléments mineurs (taux de glyco-
sylation ou taux de phosphorylation,
structures primaires homologues de tailles
voisines, etc.).

La chromatographie et l'électrophorèse
ont largement contribué à l'identification
des composants 5, 8S et 8F, comme des
produits de la dégradation de la caséi-
ne \3. Le composant 3 groupe différents
constituants de nature glycoprotéique et
hydrophobe, en relation avec les pro-
téines de structure de la membrane des
globules gras du lait.

Isolement et composition des consti-
tuants des protéose-peptones

Les constituants principaux

Dans le lait frais, la fraction protéose-pep-
tones est répartie entre la caséine micel-
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laire et le lactosérum (Kolar et Brunner,
1969).

La fraction protéique utilisée dans la
plupart des protocoles d'extraction des
composants majeurs est la fraction pro-
téose-peptones de Rowland (1937).
Cependant, l'extraction directe à partir du
lait écrémé, sans chauffage, a été mise
en pratique (Kolar et Brunner, 1969,
1970; Ng et a/., 1970; Nejjar, 1987).

Les composants 5 et 8
Ces composants sont des protéines
phosphorylées en équilibre entre la caséi-
ne et le lactosérum (Kolar et Brunner,
1969, 1970). Ces auteurs notent l'existen-
ce d'une partie prosthétique glucidique.
Le protocole d'isolement le plus ancien
est celui de Jenness (1959) pour l'extrac-
tion du composant 5 à partir du lait frais
écrémé. Les caséines et les protéose-
peptones sont coprécipitées par le chloru-
re de sodium à saturation. Après disper-
sion du précipité à pH 8 et dialyse, la
caséine est éliminée par acidification à
pH 4,6 et le surnageant contenant les
protéose-peptones est percolé sur une
résine échangeuse d'ions pour isoler le
composant 5. Kolar et Brunner (1969) ont
modifié ce protocole en augmentant pro-
gressivement le pH de la solution de pro-
téose-peptones de 4,6 à 11,5; les diffé-
rents précipités protéiques obtenus
contiennent les composants 5 et 8. Les
mêmes auteurs extraient les composants
5 et 8 d'une préparation de caséine micel-
laire, obtenue par ultracentrifugation, et
par lavages à l'eau distillée. Plusieurs
protocoles de préparation des com-
posants majeurs des protéose-peptones,
utilisant l'effet sa/ting out, ont été égaie-
ment suivis (Ng et a/., 1970; Kolar et
Brunner, 1970). Il faut noter que les
étapes de précipitation des protéines par
effet sa/ting out n'aboutissent qu'à des
préparations enrichies. La chromatogra-
phie sur colonne ou l'électrophorèse sont
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des moyens nécessaires pour obtenir des
composants d'un état de pureté élevé.

L'étude des composants 5 et 8F,
extraits de la fraction protéose-peptones
par Andrews (1978 a et b, 1979), et sur-
tout les premières hydrolyses in vitro de la
caséine ~ par la plasmine (Eigel et Kee-
nan, 1979; Eigel, 1981), ont été détermi-
nantes dans la connaissance des compo-
sants majeurs.
Le composant 5. Isolée de la fraction
protéose-peptones par relargage au sulfa-
te d'ammonium (Kolar et Brunner, 1970)
ou par chromatographie de filtration sur
gel (Andrews, 1978a), cette protéine a
une masse moléculaire comprise entre
11 500 et 14 300 D. Elle ne possède pas
de groupement prosthétique glucidique
(Andrews, . 1978a). C'est une protéine
riche en proline et pauvre en acides ami-
nés aromatiques, qui ne contient pas de
cystéine. La teneur en phosphore est esti-
mée à 5 mol/mol. Sa séquence N-termi-
nale (Arg-Glu-) ainsi que ses 2 séquences
C-terminales (-Ala -Met-(Ala, Pro, Lys)) et
(-His-Lys) montrent que ce composant
correspond à un mélange de molécules
représentant les polypeptides N-termi-
naux 1-105 et 1-107 de la caséine ~
(Andrews, 1978a, 1979) (Fig. 3). Ces
observations sont confirmées par l'hydro-
lyse in vitro de la caséine ~ par la plasmi-
ne bovine, qui libère un polypeptide de
mobilité électrophorétique identique à
celle du composant 5 (Eigel, 1981).
Le composant 8F. Obtenu à partir de la
fraction protéose-peptones par relargage
au sulfate d'ammonium suivi d'une chro-
matographie de filtration sur Bio-gel P10
(Kolar et Brunner, 1970) ou par gel filtra-
tion sur Séphadex G-50 (Andrews,
1978b), ce composant a une masse molé-
culaire comprise entre 3 300 et 4 100 0
(Kolar et Brunner, 1970; Andrews, 1978b,
1979). Sa teneur en phosphore est de 3,8
mol/mol (Andrews, 1978b) et il ne contient
pas de groupement prosthétique gluci-
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dique. Les séquences N-terminale (Arg-
Glu-) et C-terminale (-Thr-(Arg,lIe,Asn)-
Lys) de ce composant montrent qu'il cor-
respond au polypeptide N-terminal 1-28
de la caséine 13 (Andrews, 1978b, 1979)
(Fig. 3).
Le composant 8S. Ce composant n'a
été isolé qu'une fois par Kolar et Brunner

(1970) à partir de la fraction protéose-
peptones par relargage au sulfate d'am-
monium suivi de la gel filtration sur Bio-gel
P10. Ces auteurs estiment sa masse
moléculaire à 9 900 D et le définissent
comme une glycoprotéine phosphorylée.

Eigel et Keenan (1979) montrent que 2
peptides N-terminaux de la caséine 13,

Fig. 3. Protéolyse de la caséine 13 A1 par la plasmine. La coupure des liaisons peptidiques Lys(28)-
Lys(29), Lys(1 05)-His(1 06) et Lys(1 07)-G1u(1 08) donne naissance à 3 fragments N-terminaux nom-
més caséines y1, i2 et '1'3. Les fragments N-terminaux correspondants sont les composants PP8F
(Arg(1 )-Lys(28» et PP5 (Arg(1 )-Lys(1 05 ou 107)); le fragment Lys(29)-Lys(105 ou 107) est attribué à
PP8S par Eigel et Keenan (1979).
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libérés in vitro par la plasmine bovine, ont
des poids moléculaires et une mobilité .
électrophorétique à pH 9,6 (doublet) iden-
tiques à ceux du composant 8S. Le dou-
blet correspondant au composant 8S,
extrait du gel d'électrophorèse, présente
une carte peptidique identique à celle des
fragments protéiques obtenus par la prot-
éolyse in vitro. Tenant compte de ces
résultats, les auteurs estiment que le
composant 8S des protéose-peptones
correspond aux fragments 29-105 et 29-
107 de la caséine ~ formés au cours de la
protéolyse par la plasmine.

La localisation électrophorétique des
fragments 29-105 et 29-107 de la caséine
~ (Fig. 2a) est cependant controversée.
Selon Andrews et Alichanidis (1983), la
bande attribuée au composant 8S ne cor-
respond pas aux résidus 29-105 et 29-
107 de la caséine ~ car l'hydrolyse in
vitro de cette caséine ou du composant 5
par la plasmine bovine donne, en électro-
phorèse, à pH 8,9, 2 bandes principales
de mobilité inférieure à celle du compo-
sant 5; l'un de ces produits d'hydrolyse,
isolé par chromatographie sur colonne à
partir de lait pasteurisé stocké à 370C a
une masse moléculaire comprise entre
8 000 et 8 900 D et présente un amino-
gramme similaire à celui du peptide 29-
105 de la caséine ~. La bande attribuée
jusqu'alors au composant 8S est, selon
ces mêmes auteurs, difficile à localiser
avec précision sur le gel d'électrophorèse
et ferait partie d'un mélange hétérogène
de composants représentés par plusieurs
bandes.

L'amélioration considérable des tech-
ni-ques de fractionnement par CLHP et
par électrophorèse pourrait permettre de
résoudre ce problème dans un proche
avenir.

Le composant 3
Cette protéose-peptone est présente uni-
quement dans le lactosérum (Kolar et
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Brunner, 1970; Andrews et Alichanidis,
1983). Les premières études (Ng, 1967;
Ng et Brunner, 1966; Kolar et Brunner,
1969; Ng et al., 1970) ont été réalisées
sur des concentrés protéiques enrichis,
préparés à partir de lait cru ou chauffé,
par relargage au sulfate d'ammonium.
C'est une fraction protéique caractérisée
par une faible concentration en acides
aminés aromatiques et en méthionine et
l'absence de cystéine (Ng et al., 1970).
Les mêmes auteurs notent une proportion
élevée d'hydrates de carbone (17,3%) et
la présence de phosphore. En tampon
véronal pH 8,6, ce composant se pré-
sente sous forme de complexes de
masses moléculaires 163 000 D disso-
ciés par la guanidine 5 M en sous-unités
de masse moléculaire apparente voisine
de 40 000 D; cette dernière a été évaluée
à 22 000 D à partir de l'analyse des
acides aminés.

Le caractère hydrophobe marqué de
cette fraction permet son isolement par
chromatographie d'interactions hydro-
phobes suivie d'une filtration sur gel à
partir de la fraction "sigma-protéose"
(Pâquet et Alais, 1982). L'extraction quan-
titative par ce type de chromatographie
montre que la fraction hydrophobe repré-
sente environ 25% des protéose-pep-
tones totales éluées (Pâquet et al., 1985).
Son image électrophorétique en milieu
non dissociant est homogène; l'électro-
phorèse en présence de SDS et de 2-
mercaptoéthanol fait apparaître 2 bandes
principales de masses moléculaires
17 000 et 7 000 D, dont la plus grosse est
une glycoprotéine (Pâquet et al., 1988)
(Fig. 4). L'électrofocalisation de la fraction
hydrophobe dans un gradient de pH de
2,5 à 10 présente de nombreuses bandes
entre pH 3 et 6; 2 d'entre elles, les plus
importantes, correspondent à des pro-
téines de pHi voisins respectivement de
3,5 et de 4 (Pâquet, non publié).

Kester et Brunner (1982) isolent par
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chromatographie d'affinité sur concana-
valine-A la fraction glycoprotéique des
protéase-peptones. Elle ne semble com-
prendre que le composant 3. L'électro-
phorèse de cette fraction en présence de
SOS et de 2-mercaptoéthanol fait appa-
raître 2 constituants glycoprotéiques de
masses moléculaires comprises respec-
tivement entre 18 000 et 22 000 0 et
24600 et 33 400 0 (Fig. 4).
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Fig. 4. Composition de 3 isolats protéiques
contenant le composant 3. 1 : fraction glyco-
protéique des protéose-peptones (Kester et
Brunner, 1982). 2 : fraction hydrophobe des
protéose-peptones (Pâquet et al., 1987). 3 :
fraction protéique isolée du lait sans chauffage
(Nejjar, 1987). PM : poids moléculaire.

Dans une étude récente, le composant
3 a été isolé à partir du lait cru par relar-
gage au sulfate d'ammonium, suivi d'une
chromatographie sur colonne d'hydroxy-
apatite en tampon phosphate de potas-
sium pH 6,8 et de la CLHP sur colonne
d'échangeur d'anions en tampon éthanol-

amine 0,02 M, pH 7,5 avec un gradient
linéaire de chlorure de sodium. L'électro-
phorèse en présence de SOS montre la
présence de 2 constituants glycoprotéi-
ques majeurs de masses moléculaires
18 000 et 30 000 0 (FigA) (Nejjar,
1987).

Ces différentes études mettent en évi-
dence l'hétérogénéité de la fraction com-
posant 3 et son caractère glycoprotéique.

Les travaux d'immunochimie réalisés
sur des préparations enrichies en compo-
sant 3 par Kanno et Yamauchi (1978,
1979), Kanno et Othake (1981), Kester et
Brunner (1982), Nejjar et al. (1986), ainsi
que la récente étude de Nejjar (1987) à
partir du composant 3 extrait du lait cru,
mettent en évidence une identité antigé-
nique certaine entre le composant 3 et
certains constituants protéiques de la
membrane des globules gras. L'ensemble
de ces résultats permet d'imaginer plu-
sieurs hypothèses con-cernant l'origine de
ce composant:

- fragments protéiques de la membrane
des cellules sécrétrices constituant l'enve-
loppe du globule gras au moment de l'ex-
crétion dans le lumen;
- protéines du réticulum endoplasmique
enveloppant les gouttelettes lipidiques au
cours de leur migration vers le pôle apical
de la cellule sécrétrice;
- protéines synthétisées dans le sang et
traversant les cellules de la glande mam-
maire.

Vu sa nature hétérogène, l'origine du
composant 3 pourrait correspondre à une
ou plusieurs de ces hypothèses.

Autres constituants des protéase-pep-
tones

Les fractionnements chromatographiques
(Pâquet et al., 1985) ou électrophoré-
tiques (Andrews et Alichanidis, 1983) des
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protéose-peptones ont montré la com-
plexité de cette fraction protéique. Si le
composant 3 paraît être une protéine du
lactosérum, tous les autres constituants
sont des fragments de caséine produits
par l'action des protéases natives du lait.
La plupart des 38 bandes observées sur
l'image électrophorétique en gel de poly-
acrylamide sont identiques à celles d'hy-
drolysats produits in vitro par action de la
plasmine sur les caséines aS et ~ princi-
palement (Andrews et Alichanidis, 1983).

Malgré la grande intensité du traite-
ment thermique appliqué au lait cru ou
écrémé pour en extraire la fraction pro-
téose-peptones, certaines caséines et
les protéines majeures du lactosérum
demeurent cependant à l'état soluble
après précipitation du thermocoagulum à
pH 4,6. Ainsi des traces de ~-Iacto-globu-
line, d'a-lactalbumine et de caséine ~ et
aS1 (Andrews et Alichanidis, 1983) et de
la sérum albumine (Nejjar et al., 1986) ont
été détectées.

Evolution de la fraction protéose-pep-
tones dans le lait

La protéolyse enzymatique de la caséine
~ est responsable de la formation des
composants 5 et 8. Elle est aussi à l'origi-
ne de nombreux autres composants non
encore identifiés.

Le lait normal, d'animaux sains,
contient plusieurs protéases qui ont déja
été décrites par Humbert et Alais (1979),
Visser (1981) et Reimerdes (1983). Il faut
également tenir compte de l'activité prot-
éolytique d'enzymes exogènes sécrétées
par des micro-organismes, en particulier
au cours de la conservation réfrigérée du
lait. De nombreux travaux ont montré que
les caséines sont les protéines les plus
dégradées par la flore psychrotrophe pro-
téolytique (Adams et al., 1976; Feuillat et
al., 1976; de Beukelar et al., 1977). Dans
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une revue, Law (1979) rapporte l'effet de
ces bactéries sur les constituants du lait.
D'autres protéases d'origine leucocytaire
apparaissant dans la mammelle des ani-
maux atteints de mammite peuvent être
responsables de l'hydrolyse des protéines
(Grieves et Kitchen, 1985) et, par
conséquent, d'une modification du taux de
protéose-peptones.

Plusieurs méthodes existent pour me-
surer le taux de protéose-peptones dans
le lait. La plus ancienne, proposée par
Aschaffenburg et Drewry (1959) (Fig. 5),
consiste à précipiter cette fraction pro-
téique par le sulfate de sodium dans le
lactosérum acide et à calculer la diffé-
rence entre l'azote non caséinique (NCN)
du lactosérum initial et l'azote du filtrat
recueilli après la précipitation. Cette mé-
thode semble peu précise; des contrôles
électrophorétiques effectués sur le préci-
pité ont montré la présence d'une conta-
mination par les protéines solubles
(Pâquet et Driou, non publié). Les mé-
thodes plus récentes (Fig. 5) reprennent
le principe du protocole de Rowland
(1938). Elles consistent à précipiter les
protéose-peptones par le TCA dans le
surnageant de thermo-coagulation du lait
et, soit à doser l'azote dans le précipité
(Schaar, 1985), soit à calculer la différen-
ce entre l'azote du surnageant et l'azote
du filtrat TCA (Pâquet et al., 1987).

Teneur du lait en protéose-peptones

La synthèse des travaux publiés sur les
protéose-peptones ne permet pas d'établir
une teneur moyenne du lait, car les
valeurs sont très souvent exprimées diffé-
remment (gramme de protéine par litre,
pourcentage de l'azote total ou de l'azote
protéique, etc.). La teneur varie entre 0,5
et 3 g/1 (Joshi et Ganguli, 1972; Q'Keefe
etaI., 1979; Hagrass etaI., 1983).

Au moyen de l'électrophorèse quanti-
tative, Andrews (1979) évalue à 2,28
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A LAIT

35° C.
CH3CC<JH 1 % 1/25 vol.

CH3CC<JNa N 1125 vol.

filtration

casbineF 1 (NCN)

Na2S04 12%

filtration

F 2 (NCN-NPP)

13

LAITB

95° C. 20 min.
refroidissement 25° C.
+ 1/10 vol. CH3CC<JH 10%
+ 1/10 vol. CH3CC<JNa N
œntr truœtton
(4000xg 20'min.)
filtration

1
S 1 (NPP+ NPN)

1 vol. TCA 24%
centrifugetion
(4000xQ, 30 min.)
Filtration

2 J 2 (NPP)

Fig. 5. Méthodes de dosage de la fraction protéose-peptones dans le lait de vache. A : méthode
d'Aschaffenburg et Drewry (1959), la quantité d'azote correspondant aux protéose-peptones (NPP)
est donnée par le calcul F1-F2; B : méthode utilisée par Pâquet et al. (1987), dans laquelle
NPP=S1-S2. NPP peut être aussi obtenu par le dosage de l'azote contenu dans P2 (Schaar, 1985).
NCN : azote non caséinique; NPN : azote non protéique; P : précipité; S : surnageant; F : filtrat.

mg/ml la quantité de protéose-peptones
dans le lait frais, dont 0,84 mg pour PP5
et 0,19 mg pour PP8F. Pierre et Douin
(1984) estiment la teneur en composant 5
à 1 g/kg de lait et à 0,6 g/kg de lactosé-
rum. Jusqu'à présent, on ne connaît pas
la proportion de composant 3 dans le lait
de vache.

La race des animaux, le stade et le
nombre de lactations sont les principaux
facteurs de variation. La teneur tend à
diminuer en début de lactation pour auq-

menter en milieu de lactation (Hagrass et
al., 1983). Elle est supérieure dans les
laits contenant le génotype BB de la J3-lac-
toglobuline (Schaar, 1985). Dans une
étude portant sur le lait frais.du matin d'un
troupeau de 20 vaches de race frisonne
(stades de lactation confondus), Pâquet
et al. (1987) montrent que le taux varie de
2,8 à 4,2% de l'azote protéiqUe.

Une seule étude sur une longue pério-
de avec un nombre important d'animaux a

• .<.

été effectuée (Schaar, 1985). Une pro-
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portion moyenne de 9,1% de l'azote total
a été trouvée pour un troupeau de 82 ani-
maux de races suédoise, frisonne et jer-
sey, à différents stades de lactation, entre
les mois de janvier et de mai. L'auteur
met en évidence une relation linéaire
avec forte corrélation entre cette teneur et
l'activité plasrnine: Cependant, dans le lait
natif, ce taux ne peut pas être attribué à
la seule activité postsécrétoire de la plas-
mine. Certains constituants pourraient
être sécrétés directement dans le lumen à
la suite d'une dégradation intra-cellulaire
(Schaar, 1985).

Variation de la teneur en protéase-pep-
tones du lait au cours de sa conservation

Dans le lait frais conservé à 5°C pendant
72 h, le taux augmente de 14% en
moyenne sur un échantillon de 80 ani-
maux et présente une forte corrélation
avec l'activite plasminique. Ces 2 para-
mètres s'intensifient avec le nombre de
lactations, mais contrairement à l'activité
de la plasmine, la production de protéose-
peptones n'est pas affectée par le stade
de lactation. L'accroissement du taux de
protéose-peptones est le plus élevé
lorsque le lait présente le génotype BB
pour la ~-Iactoglobuline. Aucune relation
n'a été montrée avec les variants géné-
tiques des autres protéines du lait
(Schaar, 1985).

Pendant la conservation à 3JOC du
lait frais ou pasteurisé, en présence
d'agents antibactériens, les proportions
de caséine y et de tous les composants
des protéose-peptones, à l'exception du
composant 3, augmentent considérable-
ment (Andrews, 1983). Pour une valeur
initiale de 2,5 mg/ml dans le lactosérum
frais, la teneur en protéose-peptones
s'accroît jusqu'à 11,1 mg/ml dans le lait
cru et à 15,5 mg/ml dans le lait pasteuri-
sé, après 7 jours à 3JOC. Un taux moyen
de réduction égal à 3G% de la production
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de protéose-peptones est observé
lorsque l'inhibiteur trypsique du soja est
ajouté au lait au niveau de 30 Ilg/ml,
confirmant ainsi le rôle important de la
plasmine dans la protéolyse. L'examen
électrophorétique des hydrolysats in vitro
des différentes caséines par la plasmine
porcine ou le plasminogène bovin et l'uro-
kinase indique que 90% des composants
pourraient avoir pour origine les caséines
uS1 et ~ (Andrews et Alichanidis, 1983).
Des différences dans les compositions
des hydrolysats obtenus au cours de la
conservation et ceux produits par l'ajout
de plasmine montrent que plusieurs pro-
téases natives du lait sont concernées
(Andrews, 1983).

La relation entre la croissance des
bactéries psychrotrophes et la teneur en
protéose-peptones dans le lait frais
conservé par réfrigération à GOC a éte
étudiée. L'accroissement du taux de pro-
téose-peptones suit la croissance des
bactéries psychrotrophes et devient signi-
ficatif à partir d'une population bactérien-
ne de 106 UFC/ml (Pâquet et al., 1987).
L'électrophorèse en gel de polyacrylamide
ainsi que la CLHP sur colonne de gel fil-
tration montrent que les composants
majeurs (PP3 et PP5) tendent à dispa-
raître après 3 jours de stockage réfrigéré,
tandis que des peptides de faibles
poids moléculaires avec des mobilités
électrophorétiques élevées apparaissent
(Pâquet et al., 1987).

La proportion des protéose-peptones
s'accroît dans le lait des animaux atteints
de mammite (Randolph et al., 1974; Lin,
1977; Burniana et al., 1979). L'activité
protéolytique de ces laits est souvent jus-
qu'à 10 fois supérieure à celle de l'équi-
pement protéasique natif (Alais, 1984).
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Propriétés fonctionnelles des
protéose-peptones

Thermostabilité et solubilité

La thermostabilité est la première pro-
priété fonctionnelle de la fraction pro-
téose-peptones; les constituants sont
solubles après un traitement thermique
élevé suivi d'une acidification à pH 4,6. La
solubilité de ces protéines semble cepen-
dant dépendre du pH. La mesure de la
turbidité d'une solution de protéose-pep-
tones met en évidence l'insolubilisation du
composant 5 à un pH inférieur à 4,2; le
composant 3 précipite partiellement (Pier-
re et Douin, 1984). Ces auteurs mon-trent
que l'acidification du lait à pH 2,2 par
décationisation, suivie d'une remontée du
pH à 4,8 par ajout de lait non traité et d'un
traitement thermique à 48°C, provoque la
coprécipitation des caséines et du compo-
sant 5. La quantité de protéose-peptones
ainsi retenue est voisine de 0,8 gll de lait.
Le composant 5 serait adsorbé sur la
caséine à pH acide, le composant 3, par-
tiellement précipité, serait plus ou moins
retenu avec des lipoprotéines dans les
agrégats. Cette coprécipitation est mise
en pratique dans un nouveau procédé de
fabrication de la caséine à partir de lait
décationisé (Rialland et Barbier, 1980).

Propriétés fonctionnelles de surface

La fraction protéose-peptones possède
des propriétés tensio-actives intéres-
santes. La "sigma-protéose" est respon-
sable du moussage du lait (Aschaffen-
burg, 1946). Cante et Moreno (1975)
préconisent son utilisation comme agent
émulsifiant à une concentration comprise
entre 0,1 et 2% (PN) dans la phase
aqueuse.

Les propriétés moussantes ont été
étudiées par Jelen (1973) et Jelen et al.
(1973). Le lactosérum de fromagerie est

séparé de ses protéines majeures par
traitement thermique à 95°C et acidifica-
tion à pH 4,5, puis partiellement délactosé
par décantation après concentration. Le
fouettage de la solution obtenue, conte-
nant environ 2% de protéines pour un
extrait sec de 30%, produit une mousse
de qualité comparable à celle du blanc
d'œuf.

Les propriétés tensio-actives des pro-
téose-peptones ont été récemment com-
parées à celles de la caséine entière
(Pâquet, 1986). A des concentrations
comprises entre 0,1 et 10 Jlg d'azotelml
de tampon phosphate de sodium 0,01 M
à pH 7, la tension superficielle de la solu-
tion de protéose-peptones est inférieure à
celle de la caséine. La fraction hydro-
phobe présente un pouvoir tensio-actif
supérieur à celui de la fraction protéose-
peptones totale.

Les protéose-peptones inhibent la lipo-
lyse spontanée dans le lait de vache
(Anderson, 1981) ainsi que dans le lait de
chèvre (Chilliard et al., 1984). L'inhibition
maximum dans le lait de vache intervient
pour une addition de 1 à 2 mg de pro-
téose-peptones par ml de lait et lorsque
des préparations enrichies en composant
3 sont utilisées. L'addition préalable de
sérum sanguin au lait lève l'inhibition
(Anderson, 1981), ainsi que l'excès de
substrat (Shirnizu et al., 1982; Cartier et
Chilliard, 1986). L'inhibiteur interviendrait
sur le substrat et non sur l'enzyme
(Anderson 1981) et l'effet très net de la
fraction hydrophobe des protéose-pep-
tones apporte un argument à cette hypo-
thèse. II-s'agirait plus d'une protection du
substrat que d'un effet inhibiteur à pro-
prement parler (Pâquet, 1986; Cartier,
1987).

Une fraction glycoprotéique soluble
isolée de la membranedes globules gras
inhibe la lipolyse dans le lait (Shimizu et
al., 1982); il pourrait s'agir de composant
3 ou d'une partie de ses constituants gly-
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coprotéiques puisqu'il est, pour une par-
tie, présent au sein des membranes de
globules gras (Kanno et Yamauchi, 1979;
Kester et Brunner, 1982; Pâquet, 1986;
Nejjar, 1987).

Des préparations enrichies en compo-
sant 5 sont, au contraire, activatrices de
la lipolyse (Cartier et Chilliard, 1986), de
même que la fraction non hydrophobe
des protéase-peptones (Pâquet, 1986;
Cartier, 1987).

Autres propriétés fonctionnelles

D'autres propriétés de la fraction protéa-
se-peptones du lait de vache ont été
notées, dont l'étude ne semble pas avoir
été développée jusqu'à présent. Nous en
citerons quelques-unes.

La "fraction protéique mineure", isolée
par Weinstein et al. (1951 a et b), est res-
ponsable de l'altération photochimique du
goût du lait homogénéisé.

Les protéase-peptones pourraient
avoir un effet stabilisant sur la caséine
aS en présence de chlorure de calcium
(Hofi et al., 1978), mais un effet déstabili-
sant sur le lait traité thermiquement (Kelly,
1982). Elles ne sont pas responsables
des propriétés gélifiantes des isolats de
protéines de lactosérum (Hillier et Chee-
seman, 1979).

Le composant 8 èst susceptible de
provoquer la précipitation des caséines
dans les boissons à base de lait fermen-
té, alors qu'au contraire le composant 3 a
un eftet stabilisant (Takamizawa et al.,
1978; Kudo et al., 1978).

Le composant 5 a un effet dépresseur
sur le volume du pain (Jenness, 1959).
Les composants 8F et 8S pourraient être
également responsables de cette pro-
priété qui disparaît après dialyse du lacto-
sérum. Selon Volpe et Zabik (1975), ces
protéines relieraient entre elles les molé-
cules de gluten par des ponts hydrogènes
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ou hydrophobes et comprimant ainsi la
structure réticulée de la pâte, elles pro-
voqueraient la perte de volume.

Au plan biologique, par son analogie
structurale avec les fragments 1-105 et
1-107 de la caséine ~, le composant 5
contient une grande partie des sites anti-
géniques de cette caséine qui sont princi-
palement localisés dans sa région N-ter-
minale (Otani et al., 1984 a, b et c, 1987).
Par conséquent, comme la caséine ~, le
composant 5 pourrait être un allergène
potentiel responsable de l'allergie au lait,
à condition que le caractère allergénique
soit maintenu dans la forme peptide.

La fraction protéose-peptones des laits
d'autres espèces

La composition des fractions protéosé-
peptones des laits des autres espèces de
mammifères a été jusqu'ici peu étudiée.
Seule celle du lait humain a été détaillée,
celles des laits de bufflesse, de brebis et
de chèvre ont fait l'objet de recherches
très limitées.

La fraction protéase-peptones du lait
humain (environ 210 mg/100 ml de lait)
contient en moyenne 45% d'hydrates
de carbone: Quatre composants protéi-
ques majeurs ont été répertoriés, dont le
plus abondant correspond à l'a-lactalbu-
mine de masse moléculaire 13 000 D.
Le second de masse moléculaire
30 000 D est une protéine similaire à la
galactothermine. Les 2 autres compo-
sants de masses moléculaires 70 000 et
100 000 D.sont de nature glycoprotéique
et étroitement associés en un complexe
de haut poids moléculaire. Contrairement
à celle du lait bovin, cette fraction protéa-
se-peptones contient le facteur de crois-
sance de Lactobacillus bifidus var. Penn.
(Bezkorovainy et al., 1976). La présence
abondante d'a-lactalbumine est surpre-
nante; elle est probablement liée aux
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conditions techniques particulièrement dif-
ficiles de la séparation des protéines à
partir de ce lait.

La fraction protéose-peptones du lait
de bufflesse présente une image électro-
phorétique, sur gel d'amidon à pH 8,6,
identique à celle du lait de vache (Majum-
der et al., 1972). Elle représente 0,95%
de la matière azotée du lait (Stephen et
Ganguli, 1974). Les 87,1% de celles-ci se
trouvent dans le lactosérum (Abd El
Salam et al., 1978).

Dans le lait de brebis, elle représente
4,7% des protéines totales (Saleem et al.,
1986). Elle a été mise en évidence par
électrophorèse en gel de polyacrylamide
à pH 9,5 sous la forme d'une bande
de mobilité électrophorétique intermédiai-
re entre les immunoglobulines et l'c-lac-
talbumine (Morais et Ramos, 1978).

L'analyse électrophorétique du lait
de chèvre indique la présence' de 3
constituants protéiques principaux de
masses moléculaires 36 310, 18 840 et
14960 D (Khatoon et Joshi, 1987).

Le lait de jument contient une pro-
portion de 0,19% de protéose-peptones
(Urbinisov et al., 1981).

Conclusion

Point sur l'identification
et la nomenclature

Les composants principaux des protéose-
peptones ont été nommés en fonction
de leurs mobilités électrophorétiques. Les
composants 5 et 8F sont identifiés comme
des fragments de la caséine ~. La
séquence peptidique totale de ces poly-
peptides n'a cependant pas été établie.
Pour le composant 8S subsiste une
controverse quant à sa composition, mais
on sait néanmoins que les fragments 29-
105 et 29-107 de la caséine ~ entrent

dans la composition des protéose-pep-
tones.

La connaissance du composant 3 a
surtout évolué durant les 7 dernières
années. Il est constitué de plusieurs pro-
téines et polypeptides, dont certains sont
de nature glycoprotéique, associés en un
complexe de haut poids moléculaire. Les
dosages immunologiques (Nejjar, 1987)
tendent à le situer comme le constituant
majeur des protéose-peptones. Sa pré-
sence au niveau de la membrane des glo-
bules gras ne fait plus de doute, mais la
question de son origine reste encore
posée. Plusieurs hypothèses sont propo-
sées qui pourraient en elles-mêmes
constituer plusieurs thèmes de recherche
pour le futur.

L'avancement des connaissances per-
mettrait désormais de réviser la nomen-
clature des protéines du lait dans plu-
sieurs domaines. Déjà le "Oornmitee on
Nomenclature and Methodology of Milk
Proteins of the Dairy Foods Research
Section, American Dairy Science Asso-
ciation" a proposé de remplacer les appel-
lations composant 5, 8S et 8F par ~-CN-
5P, ~-CN-1P et ~-CN-4P en fonction de
leurs proportions respectives de résidus
sérine phosphorylés (Eigel et al., 1984).

D'autres modifications sont envisa-
geables: .
- la division de la fraction protéase-pep-
tones en 2 classes comprenant d'une part
les composants issus de la protéolyse
enzymatique et, d'autre part, les protéines
dites "natives" telles que le composant 3;
- l'abandon des termes "protéose-pep-
tones" désignant uniquement des pepti-
des de faibles poids moléculaires;
- le composant 3 devrait être considéré
comme un groupe de 3 polypeptides prin-
cipaux à caractère hydrophobe pour cer-
tains et glycoprotéique pour d'autres.
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Les protéase-peptones témoins de la
qualité du lait

La démonstration de la relation entre les
propriétés tensio-actives du composant 3,
son hydrophobicité apparente élevée et
son comportement inhibiteur de la lipoly-
se du lait et de la lipoprotéine lipase in
vitro ouvrent la voie à un important travail
de recherche.

Les méthodes modernes d'électro-
phorèse mettent en évidence la présence
d'un nombre élevé de composants mi-
neurs pour la plupart originaires de l'hy-
drolyse des caséines ~ et aS par le systè-
me protéasique natif du lait. Sans
cependant négliger la présence de
caséines et de protéines solubles' rési-
duelles non dénaturées par le traitement
thermique, le dosage des protéose-pep-
tones pourrait constituer un indice, d'une
part de l'activité plasminique dans le lait
natif et le lait pasteurisé et, d'autre part
pour l'activité des protéases d'origine psy-
chrotrophe dans le lait réfrigéré.
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