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Préparation de lactoferrine et d'a-lactalbumine humaines
par utilisation de techniques a membranes*

F. Maynard, A. Pierre et J.L. Maubois

INRA Laboratoire de recherches de technologie laitiere, 65, rue de Saint-Brieuc, 35042 Rennes
Cedex, France

(regu le 26-2-1988, accepté le 15-9-1988)

Résumé - Un procédé technologique de fractionnement des protéines du lait humain est décrit. La
séparation d'a-lactalbumine et de lactoferrine a partir de 60 1de lait est réalisée par filtrations suc-
cessives en utilisant des membranes de microfiltration et d'ultrafiltration. L'a-lactalbumine est isolée
par simple procédé physique, en 2 étapes de filtration. La lactoferrine (Lf) est obtenue dans une
fraction contenant, pour 100 g de substance séche, 25 g de Lf et 7,5 g de sérum albumine. La purifi-
cation finale de la Lf est réalisée par chromatographie d'échange d'ions. Sa capacité de fixation du
fer est de 1,71 urnole de fer/lmole de protéine, soit 85% de la capacité maximale théorique.

microfiltration - ultrafiltration - a-lactalbumine humaine - lactoferrine humaine - capacité de
fixation du fer

Summary - Fractionation of human lactoferrin and a-lactalbumin using microfiltration and
ultrafiltration membranes. A technological process for fractionation of human milk proteins is
described. Separation was achieved by successive filtrations using micro filtration and ultrafiltration
membranes. In the same multistep experimentation, a-lactalbumin  and lactoferrin were isolated
from 60 1of milk. a-lactalbumin is purified by using 2 filtrations steps. Lactoferrin (Lf) is obtained in a
fraction containing in 100 g of total solids, 25 g of Lf and 7.5 g of serum albumin. An additional puri-
fication step using ion-exchange chromatography  was performed to purify lactoferrin. Us iron bin-
ding capacity was 1.71 umol of Iron/lumol of protein, Le. 85% of the maximum theoretical capacity.

microfiltration - ultrafiltration - human a-/acta/bumin - human /actoferrin - Iron binding
capacity

‘Cette étude a été réalisée dans le cadre d'un contrat MRES (ministére de la Recherche et de I'Enseignement
supérieur) n° 86 S 0831 et grace a l'aide financiére de la Collectivitt Régionale Bretagne et de I'NRA (bourse de
thése cofinancée).
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Introduction

La lactoferrine et I'a-lactalbumine sont
les 2 protéines majeures du lactosérum
humain. Leurs concentrations varient res-
pectivement entre 1 et 2 gli (Lonnerdal et
al., 1977) et entre 3 et 4,8 gll (Forsum,
1975) dans le lait humain mature.

La lactoferrine est une glycoprotéine,
simple chaine (Montreuil et al., 1960)
riche en acides aminés basiques (pHi
= 8,7 selon Moguilevsky et al., 1985).
Sa masse moléculaire est de 76 400 D
(Ouerinjean et al., 1971). Elle a la proprié-
té de fixer 2 atomes de fer (Blanc et al,,
-1961) par l'intermédiaire d'un complexe
mettant en oceuvre 2 ions bicarbonate
(Masson et Heremans, 1968). Partielle-
ment saturée (8 a 25%) dans le lait (Rei-
ter, 1984), cette protéine est capable d'in-
hiber in vitro par ferriprivation la
croissance de micro-organismes tels que
Bacillus stearothermophilus, B. subtilis ou
Escherichia coli (Oram et Reiter, 1968).
L'inhibition observée est de type bactério-
statique, la croissance des bactéries étant
rétablie par addition de fer en exces dans
le milieu (Bullen et al., 1972). Toutefois,
un effet bactéricide direct a été observé
par Arnold et al. (1980, 1981). Cet effet
découlerait d'une fixation de la lactoferri-
ne a la surface des cellules, qui entraine-
rait un blocage soit des sites de transport
de certains nutriments, soit des méca-
nismes de biosynthese de la paroi (Arnold
etal., 1982).

L'a-lactalbumine humaine est une pro-
téine simple chaine, de masse moléculai-
re 14 100 D (Findley et Brew, 1972).
Représentant 25% des protéines du lait
humain, elle contribue considérablement
a la haute valeur biologique de ce lait de
par sa composition en acides aminés
essentiels, notamment en tryptophane.

De nombreuses méthodes ont été
mises en ceuvre pour isoler et purifier (a

des fins analytiques) ces 2 protéines. Dif-
férentes techniques chromatographiques
ont été utilisées : séparation basée sur
I'échange d'ions (Querinjean et al., 1971;
Blackberg et Hernell, 1980 pour la lacto-
ferrine; Graves, 1965; Philipps et Jen-
ness, 1971; Findlay et Brew, 1972;
Lonnerdal et Glazier, 1985 pour I'a-lactal-
bumine), sur l'affinité par chélation avec
des métaux (Lonnerdal et al., 1977) et sur
l'immuno-affinité (Kawakami et al., 1987).
Si ces méthodes permettent d'obtenir les
protéines avec un degré de pureté élevé,
elles ne sont pas adaptées a I'obtention
de quantités d'a-lactalbumine et de lacto-
ferrine  humaines requises pour une
utilisation thérapeutique. Les quantités
obtenues sont, en effet, inférieures au
gramme et les autres composants pro-
téiques ne sont pas ou sont mal récupé-
rés.

En France, les lactariums recueillent
actuellement prés de 100 000 IJande lait
humain (Barrois et al., 1982). Outre la
redistribution du lait, la séparation des
constituants protidiques, lipidiques et glu-
cidiques permettrait de répondre a des
besoins thérapeutiques de prématurés ou
de nourrissons souffrant de pathologies
graves de la digestion.

Les techniques a membrane (ultrafiltra-
tion et microfiltration) ont trouvé un large
champ d'application dans la séparation
des constituants protéiques du lait de
vache (Maubois et Brulé, 1982; Maubois,
1984; Maubois et sl, 1987). Mises en
ceuvre a l'aide d'équipements modulaires,
elles permettent le traitement de quantités
trés variables de lait. De plus, réalisant
des opérations de concentration sélective
des composants d'un liquide, en fonction
de leur taille moléculaire, a des tempéra-
tures inférieures ou égales a 50°C, elles
ne modifient pas les propriétés spéci-
fiques des constituants biologiques. Aussi
avons-nous pensé pouvoir appliquer ces
techniques a la séparation des protéines
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du lait humain.

L'objectif de cette premiére étude était
d'utiliser une combinaison des technolo-
gies de microfiltration tangentielle et d'ul-
trafiltration pour obtenir a partr de
mélanges de 60 1de lait humain des frac-
tions purifiées en lactoferrine et en a-lac-
talbumine.

Matériels et Méthodes

Le lait

Le lait humain était un lait de mélange prove-
nant du lactarium de Paris. Aprés décongéla-
tion par immersion dans un bain d'eau a 40°C,
le lait était amené a une température de 37°C
et écrémé sur une écrémeuse Westfalia (type
DD 100 Z). Le volume de lait écrémé était de
601.

Fractionnement des protéines du lait

Le fractionnement des protéines du lait était
effectué par filtrations successives sur mem-
branes ayant différents pouvoirs de coupure
(Maynard et al, 1988) (Fig. 1).

Microfiltration. Une unité pilote SFEC com-
portant 2 pompes volumétriques (une pompe
d'alimentation et une pompe de recirculation de
15 m3.h-") et 2 modules équipés de mem-
branes minérales (Carbosep M14) était utilisée.
La surface membranaire était de 1,6 m2. L'es-
sai était réalisé a une température de 48-S0°C,

avec une pression transmembranaire moyenne .

de 1,45 bars. La vitesse de recirculation du
produit dans la membrane était de 4,5
m.sM-". Le rétentat obtenu (20 1) était diafiltré
en éontinu avec de l'eau désionisée (60 1).
Aprés diafiltration, le rétentat était concentré 2
fois.

Ultrafiltration. Les étapes d'ultrafiltration
étaient réalisées sur une autre unité pilote équi-
pée d'une pompe volumétrique (avec une
circulation de 4 m3.h-") et d'une membrane
a fibres creuses (Romicon PM 100 ou Romicon
PM 10) ayant une surface membranaire de
1,5 m2 La température était de 48-S0°C, la
pression transmembranaire moyenne de 0,6'
bar. Le rétentat 2 (10 1) était diafiltré en continu
avec de l'eau désionisée jusqu'a élimination
compléte de I'a.-lactalbumine.

LAIT ECREME

MICROFILTRATION M14 0,2 MICRON
DIAFILTRATION 3 VOLUMES

RETENTAT

PERMEAT 1

1

ULTRAFILTRATION PM 100
DIAFILTRATION JUSQU'A
ELIMINATION <'(-LA

RETENTAT

PERMEAT 2

ULTRAFILTRATION PM 10

DIAFILTRATION JUSQU'A

ELIMINATION PEPTIDES

RETENTAT 3

PERMEAT 3

Fig. 1. Etapes technologiques de fractionne-
ment des protéines du lait humain.

Une partie du perméat 2 était concentrée
sur la membrane Romicon PM 10. Le rétentat
3 ainsi obtenu était diafiltré en continu jusqu'a
élimination compléte des peptides, appréciée
par HPLC en gel filtration a pH 2,2 (détection a
210 nm).
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Analyses des fractions

Chromatographie. ~ L'analyse des fractions pro-
téiques était effectuée par chromatographie
HPLC sur Varian 5000, muni d'un détecteur a
longueur d'onde variable (Varian, modéle
2050).

Les protéines étaient identifiées par compa-
raison de leur temps de rétention avec ceux
des protéines de référence (lactoferrine, sérum
albumine et (I-lactalbumine humaines) prove-
nant de la Société Sigma (Chemical Co., St.
Louis, USA).

La chromatographie HPLC en gel filtration
était réalisée par utilisation d'une colonne TSK
2000 SW<d'une longueur de 60 cm. La phase
mobile était constituée de phosphate mono-
potassique 0,01 M amené a pH 2,2 avec de
I'acide orthophosphorique. Le débit était de
1 ml.min-1 et la détection était effectué a 210
nm.

Dans le cas de la chromatographie HPLC
en phase inverse, une colonne C18 Vydac 218
TP 54 était utilisée. L'élution était réalisée par
un gradient établi a I'aide de 2 tampons: tam-
pon A (eau, TFA 0,1%) et tampon B (eau, acé-
tonitrile 20/80, TFA 0,1%). Le gradient, de 30 a
90% de tampon B, était effectué en 30 min. Le
débit était de 1 rnl.mm-t, et la longueur d'onde
était fixée a 280 nm.

Détermination de la teneur en protéines. La
matiere azotée totale (MAT) était dosée par la
méthode Kjeldhal. L'azote non protéique (NPN)
était déterminé également par la méthode
Kjeldhal sur le filtrat obtenu aprés précipitation
des protéines par l'acide trichloroacétique a
12%. Les extraits secs étaient réalisés par des-
sication a 102°C pendant 7 h. La concentration
de chaque protéine était déterminée par le rap-
port des surfaces de pic protéine/étalon obtenu
en chromatographie HPLC en phase inverse.
Cette concentration, rapportée a la quantité de
protéines vraies (MAT-NPN), était exprimée
pour 100 g d'extraits secs.

Electrophorése. L'électrophorése en gel de
polyacrylamide (15%)-SOS était réalisée sur
un équipement Biorad, selon la méthode de
Laemmli (1970).

Dosage des acides aminés. Les acides ami-
nés des protéines isolées (lactoferrine et (I-lac-
talbumine) étaient déterminés avec un analy-
seur d'acides aminés Beckman, aprés 24 h
d'hydrolyse acide par HCI 6N, selon la métho-
de de Spackman et al. (1958).

Purification de la lactoferrine.  La lactoferrine
était purifiée a partir du rétentat 2 par chroma-

tographie d'échanges d'ions selon la méthode
décrite par Foley et Bates (1987).

La teneur en fer de la protéine ainsi obte-
nue et sa capacité de fixation du fer étaient
déterminées selon la méthode de Graham et
Bates (1976).

Résultats

La microfiltration du lait écrémé permet
d'obtenir un perméat 1 contenant des
peptides, de l'a-lactalbumine et des pro-
téines de poids moléculaire plus élevé
que les précédents non identifiés lors de
I'analyse HPLC en gel filtration (Fig. 3,
P1).

La chromatographie en phase inverse
selon un gradient B d'hydrophobicité met
en évidence que le perméat 1 contient,
outre I'a-lactalbumine (3%), de la lactofer-
rine (0,7%) et de la sérum albumine
(0,1%) (Fig. 4, P1 et Tableau Il).

En cours de microfiltration, le flux de
perméation et le taux de rétention pro-
téique varient respectivement de 54,5 a
45,5 1.h-".m-2 et de 33 a 42% au bout de
35 min (Tableau I). Les résultats démon-
trent que dans les conditions expérimen-
tales utilisées, il n'y a pas de colmatage
rapide de la membrane.

La diafiltration du rétentat permet d'éli-
miner la majeure partie de l'a-lactalbumi-
ne et des peptides. Cependant, il s'avere
que le rétentat 1 final ainsi obtenu
contient encore 16-18% de lactoferrine
(Fig. 4, R1 et Tableau ll).

L'ultrafiltration sur membrane Romicon
PM 100 du perméat 1 conduit a la sépara-
tion de Il'a-lactalbumine (perméat 2). Les
protéines de poids moléculaires plus éle-
vés (lactoferrine et sérum albumine) sont
retenues dans le rétentat 2 (Fig. 5). La
diafiltration élimine la quasi-totalité de I'a-
lactalbumine, et le rétentat 2 final ainsi
obtenu (Fig. 5, R2) contient de la lactofer-
rine (24-27%), de la sérum albumine (6,
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Tableau 1. Rendement de "extraction de rce-lactaloumine lors de la microfiltration du lait humain.
Membrane Carbosep M14, surface 1,6 m2. Pression transmembranaire moyenne: 1,45 bar.

Temps a-Jacta. a-Jacta.

(min) rétentat perméat
(9/) (9/)

10 3,20 2,12

15 4,02 2,25

25 4,68 2,68 '

35 5,08 2,93

9-8, 5%) (Tableau II) et d'autres protéines
non identifiées.

L'ultrafiltration du perméat 2 sur mem-
brane Romicon PM 10 concentre ['a-lac-
talbumine en éliminant les fractions de
plus faibles poids moléculaires.

L'analyse en gel filtration du rétentat 3
(Fig. 3, R3) nous montre la présence d'un

Fig. 2. Electrophorése en gel de polyacrylami-
de (15%)-SOS. L : lait humain; R1 : rétentat 1;
P1 : perméat 1; R2 : rétentat 2; P2 : perméat 2;
R3 : rétentat 3; Lfi : lactoferrine isolée; Et. :
protéines étalons; Lf : lactoferrine; Sa : sérum
albumine; Lys: lysozyme; La : {X-lactalbumine.

(J.h-1.m-2)

Débit Performance Taux de
membrane rétention
(g.fri.m-2) (%)

54,5 115 33

52,5 118 44

48,75 130 42

455 133 42

seul pic, alors que la chromatographie
HPLC en phase inverse (Fig. 6, R3) met
en évidence, outre le pic principal, un petit
pic surnuméraire également présent dans
la protéine purifiée de référence (Fig. 6,
La).

La composition en acides aminés de
I'a-lactalbumine isolée est en accord avec
celle publiée par Findlay et Brew (1972)
avec un coefficient de corrélation de
0,986.

La lactoferrine était purifice a partir
du rétentat 2 en utilisant ses propriétés
basiques. La technique utilisée permet
d'obtenir cette protéine avec un degré de
pureté élevé (Fig. 6). La comparaison de
sa composition en acides aminés avec
celle publiée par Querinjean et al. (1971)
donne un coefficient de corrélation de
0,974.

La courbe de saturation de la lactofer-
rine par une solution de Fe (NH4h(S04h
0,2 mM est représentée Figure 7.

La saturation est atteinte lorsque 0,71
lig de fer/mg de protéine sont ajoutés.
Cela correspond a la fixation de 0,96
urnole de fer/prnole de lactoferrine.

L'adsorption a 470 nm nous montre
que la lactoferrine initiale contient 0,54 lig
de fer/mg de protéine. La saturation initia-
le est donc de 37,5%, résultat supérieur a
celui énoncé par Reiter (1984).
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Tableau Il. Composition protéique des différentes fractions.
Extraits secs g de protéines 11009 g de protéinesl 1009
(9lkg) de protéines vraies d'extrait sec
Lf 29-33 16-18
Rétentat 1 72,3 Sa 1117 6,2-9,6
o.la 3,5-4,2 1,9-2,3
Lf 16-20 0,6-0,8
Perméat 1 76,9 Sa 2-3 0,08-0,1
o.la 76-79 3-3,1
Lf 32-35 24-27
Rétentat 2 113,1
Sa 9-11 6,9-8,5
Rétentat 3 974,9 o.lLa 81 83

LI : lactoferrine; Sa : sérum albumine; ota : u- lactalbumine.

O =m

o

| S

10 20 10 20 10 20 10 20 10 20

Temp. de r.'enllon (min)

Fig. 3. Analyse HPLC en gel filtration des produits séparés. Elution par KH,P04 0,01 M pH 2.2.
Débit 1 ml.min-1. Détection a 210 nm. L: lait humain écrémé; P1 :perméat 1; P2: perméat 2;
R2: rétentat 2; R3: rétentat 3; 1 :exclusion; 2 :caséines; 3 :o.-lactalbumine; 4: fractions pepti-
diques.
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Fig. 4. Analyse HPLC en phase inverse des
produits séparés par microfiltration. Elution par
un gradient de 30 a 90% de tampon B en 30
min (tampon A
eau-acétonitrile  (20/80)- TFA 0,1%). Débit 1
ml.min-1.  Détection @ 280 nm. L : lait humain
écrémé; P1 :perméat 1; R1 :rétentat 1; 1 :lac-

toferrine; 2 : sérum albumine; 3 : caséines; 4 :

a-lactalbumine.
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Fig. 5. Analyse HPLC en phase inverse des
produits séparés par ultrafiltration sur membra-
ne Romicon PM 100. Elution par un gradient de
30 a 90% de tampon B en 30 min (tampon A :
eau-TFA 0,1%; tampon B : eau-acétonitrile

(20/80)-TFA 0,1%). Débit 1 ml.min-1. Détection
280 nm. P1 : perméat 1; P2 : perméat 2; R2:
rétentat 2; 1 : lactoferrine; 2 : sérum albumine;
4 : a-lactalbumine.
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0,050 La 0,050 Lf
0,025 Q025
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Temps de rét entlon trtn] Temps de rétention(min)

Fig. 6. Analyse HPLC en phase inverse du rétentat 3 et de la lactoferrine isolée par chromatogra-
phie d'échanges d'ions. Elution par un gradient de 30 a 90% de tampon B en 30 min (tampon A :
eau-TFA 0,1%; tampon B : eau-acétonitrile  (20/80)-TFA 0,1%). Débit 1 ml.min-1. Détection a 280
nm. La : a-lactalbumine étalon; R3 :rétentat 3; Lf : lactoferrine étalon; Lfi : lactoferrine purifiée.
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Discussion composants du lait tels que caséines et
protéines de poids moléculaires élevés
dans le rétentat 1, et peptides glycosylés
ou non dans le perméat 3. Ce dernier
pourrait étre soumis a une nouvelle ultra-
filtration sur membranes ayant un seuil de
coupure faible.

Grace a l'emploi combiné de membranes
de microfiltration et d'ultrafiltration présen-
tant différents seuils de coupures, les 2
protéines majeures du lactosérum humain
peuvent étre séparées et purifiées sans

que la capacité de séquestration du fer de Si la membrane Carbosep M14 est a
la lactoferrine en soit apparemment affec- peu prés satisfaisante pour la séparation
tée. Il est a noter que le procédé proposé de I'a-lactalbumine (taux de rétention
permet également de récupérer, sous une variant entre 30 et 40%), elle est loin de
forme plus ou moins purifiée, d'autres I'étre pour la séparation de la lactoferrine

Fer total (~g/ mg de protéine)

0 2
0,1
E ||" ;""_I
o 0,08 1 ! ==y
i .
N i
2 J
o 0,06 ’
- 1
Q s
o ,
< ol
. 0,04 s
L
cl) 5
o )
0,02 S
o
) 2

Fer ajouté (~g/mg de protéine)

Fig. 7. Saturation de la lactoferrine humaine par addition progressive d'une solution de Fe(NH4h
(S04h 0,2 mM dans HCI0,01 M. Détection a 470 nm.
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(taux de rétention égal ou supeneur a
60%). L'emploi de membranes ayant un
diamétre de pores supérieur a celui de la
membrane M14, combiné avec une mise
en circulation du microfiltrat dans son
compartiment comme proposé par Alfa-
Laval (brevet 75 04479-75 38098) devrait
améliorer le taux de perméation de la lac-
toferrine.

Le rétentat 2, résultant de [ultrafiltra-
tion sur membrane Romicon PM 100,
contient principalement de la lactoferrine
(24-27%) mais également de la sérum
albumine.

En raison des masses moléculaires
trés proches de ces 2 protéines (76 400
et 68 000 D respectivement), il s'avere
difficile de les séparer par des méthodes
de filtration différentielle.

La mise en ceuvre d'un procédé
chromatographique,  utilisant la propriété
basique de la lactoferrine, nous a permis
de purifier cette protéine. Le profil chro-
matographique obtenu en phase inverse
et I'électrophorése en SDS nous montrent
une homogénéité de la lactoferrine obte-
nue (Fig. 2, Lfi). Elle contient 0,75-lmo1e
de fer/urnole de protéine, ce qui repré-
sente une saturation de 37%, valeur
supérieure a celle indiquée par Reiter
(1984). Bien qu'un maximum de précau-
tions ait été pris lors du processus d'ob-
tention, il est possible que des ions fer-
riques aient été fixés lors des différentes
manipulations a partir du matériel utilisé
(écrémeuse, microfiltre, ultrafiltre).

La lactoferrine  obtenue fixe 0,96
urnole de ter/prnole de protéine (Fig. 7),
ce qui, ajouté aux 0,75 urnole fixées ini-
tialement, représente une capacité de
fixation globale de 1,71 prnole/lumole de
protéine, soit 85% de la capacité théo-
rique. La différence peut étre due soit a
des incertitudes sur les déterminations
effectuées, soit plus vraisemblablement
aux traitements subis par le lait avant utili-

sation : congélation a -20°C pendant plu-
sieurs mois et décongélation, matériaux
de stockage (Goldblum ef al., 1981).

L'a-lactalbumine  obtenue dans le ré-
tentat 3 est homogéne en électrophorése
SDS (Fig. 2, R3). En revanche, la chro-
matographie en phase inverse révéle la
présence de 2 pics. Cette hétérogénéité
de l'a-lactalbumine humaine a déja été
mise en évidence par Prieels et Schlus-
selberg (1977). Différentes hypothéses
ont été proposées : présence de formes
glycosylées, variations génétiques, inter-
actions avec le support chromatogra-
phique et les ions du tampon, conduisant
a une ou plusieurs modifications confor-
mationnelles. Si tel était le cas, des
méthodes fines de séparation chromato-
graphique devraient étre mises en ceuvre
pour préciser les proprietés de chacune
des fractions. Cependant, comme pour la
lactoferrine, il n'est pas certain que cette
étape de séparation supplémentaire se
justifie sur le plan de I'éventuelle utilisa-
tion thérapeutique de I'a-lactalbumine.
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