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INTRODUCTION :
ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE
ET
OBJECTIFS DE L’ETUDE




1. CARACTERISTIQUES DES LACTOSERUMS

I.1. Généralités :

Les fabrications fromageres et "extraction de la caseine du lait écreme laissent comme

"co-produit” un liquide clair, jaune verdatre : le lactosérum (Rolet, 1920). Il represente la phase
aqueuse qui se separe du caille ou de la caseine (Sottiez, 1985). Il a une composition variable
selon le type de fabrication dont il provient (Veisseyre, 1979). Son volume par rapport a celui du
lait mis en oeuvre est de 80 a 90% (Alais, 1984). On distingue le lactosérum doux et le
lactoserum acide selon que son acidite est respectivement inferieure et superieure a 18°D (Méreo,
1971).

Les lactosérums doux sont obtenus durant la fabrication des fromages a caractére presure,
apres precipitation de la caseéine et de la matiere grasse. Ils proviennent des technologies pates
pressees cuites, pates pressees non cuites, caséine presure (Adrian et Bourlier, 1980) et pates
molles type Brie ou Camembert.

Les lactosérums acides sont obtenus par coagulation isoélectrique. Ils proviennent de
technologies pates fraiches, pates molles lactiques et de caséineries (caséines acides) (Veisseyre,

1979 ; Adrnian et Bourlier, 1980).

Ces quelques définitions laissent presager qu’il n’y a pas un lactoserum doux ou un
lactosérum acide, mais qu’il y a a I'intérieur d’une categorie une muititude de sérums. Il existe
autant de lactosérums que de technologies fromageres, voire pour un méme fromage, les
lactosérums peuvent différer selon 'usine dont ils proviennent. En somme, "il n’y a pas de

lactosérum mais des lactoserums” (Alais, 1981).

L.2. Composition générale :

[’hétérogeénéite des lactoserums acides et doux rend difficile la présentation d’une
composition détaillée pour les deux types. Le tableau I permet toutefois de comparer les

lactosérums doux et acides.



Tableau 1. Composition moyenne des lactosérums (d'apres Alais, 1984).

Lactosérum doux

Lactosérum acide

Eau

Extrait sec

Lactose
Matiéres azotées!
Sels minéraux

Matiéres grasses

93,0

7,0

71,0
13,0
8,6

1,5

0/
( S0

(/100 g d'extrait sec)

09,0
10,5

10,5

1 I.a caséine est a l'état de traces.



La teneur en eau des lactosérums est tres importante : elle est de 'ordre de 93%. Elle
devra €tre réduite notamment pour les transporter vers des unités de transformation.
Les ¢lements constituant la matiére seche du lactosérum sont par ordre d’importance : le

lactose, les matieres azotées et les cendres.

1.3. Le lactose :

Il est le constituant majeur de la matiere seche des lactosérums (Alais, 1981). C’est un
glucide réducteur qui appartient au groupe des diholosides. Il est formée d’une molecule de
B galactose et d’une molécule de o ou B glucose. Sa formule de structure implique 1’existence de
deux formes 1someres : « et . Elles se distinguent par leurs propriétés physiques, en particulier
leur pouvoir rotatoire et leurs caracteres de solubilite et de cristallisation. Le lactose o se présente
communement a I’¢tat monohydrate contenant 5% d’eau de cristallisation. Il est obtenu par
cristallisation de solutions saturées a une température inférieure a 93,5°C (Veisseyre, 1979).
La forme P anhydre s’obtient par cristallisation de solution a une température supérieure a 93,5°C
(Veisseyre, 1979).

La solubilite initiale du lactose a 15°C est faible : 7,.3g/100g d’eau. D’apres Buma et Van
der Veen (1974), la solution renferme a I’équilibre 2/3 de lactose 3. Une élévation de température

entraine une chute du rapport /« (Roetman et Buma, 1974).

I.4. Les protéines :

1.4.1. Propriétés genérales :

Les protéines majeures du lactosérum sont la f-lactoglobuline (-Lg), I"-lactalbumine
(a-La), la serumalbumine bovine et les immunoglobulines. Les protéines ne représentent que 10 a
13% de la matiere seche, mais elles constituent la partie noble du lactosérum. En effet, elles
possedent d’une part d’excellentes valeurs nutritionnelles qui sont supérieures a celles des

caseines ou des isolats de soja (Forsum, 1974 ; Wennar, 1982), et d’autre part, d’excellentes
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propriétés fonctionnelles (Kinsella, 1976 ; Cheftel et Lorient, 1982 ; Vuillemard ef al., 1989). Ces
deux propriétés font qu’elles sont et qu’elles seront de plus en plus utilisées en industrie agro-
alimentaire et dans une moindre mesure en industrie pharmaceutique ou parapharmaceutique.

Mais avant de les separer de leur milieu lactoserum industriel, ou bien de les fractionner, il
est necessaire de connaitre leur comportement (a egard de la température et du pH notamment),
car un produit enrichi en protéines seriques, ou bien une fraction de protéines sériques, ne sera
commercialis¢ au stade industriel que sous forme de poudre On passe inevitablement par des
c¢tapes de sechage qui peuvent denaturer les protéines.

Les proteines lactoseriques possedent une structure globulaire et compacte qui leur
confere des propriétés particulieres, notamment une thermosensibilité qui conduit a leur
dénaturation (tableau II). La dénaturation des protéines sériques se déroule en deux étapes
consecutives

- un deplissement moléculaire qui conduit a la perte des structures
secondaire et tertiaire |

- une agregation des chaines polypeptidiques déplissées, essentiellement par
interactions hydrophobes conduisant souvent a une perte de solubilité de la protéine.
Ce phénomene de denaturation est fonction des conditions du milieu environnant (pH, force
lonique, concentration en protéines) et de lintensite du traitement thermique (De Wit et
Klarenbeek, 1984).

Nous etudierons chacune des protéines majeures du lactosérum, car elles ont un
comportement specifique vis-a-vis du processus de dénaturation thermique li¢ a leur propre

structure.

1.4.2. Comportement de la f3-lactoglobuline (3-Lg) :

La protéine majeure dicte le comportement thermique du lactosérum. En effet, De Wit
(1981) retrouve les deux pics endothermiques de cette protéine en chauffant du lactosérum. La
dénaturation thermique de la f3-lactoglobuline se produit entre 50 et 75°C par un changement de
conformation et le démasquage des groupements -SH (Lyster, 1970 ; Hillier et Lyster, 1979).

La structure et I’état d’association de la 3-L.g sont tres dependants du pH (Pessen et al.,
1985} :

- entre pH 5,2 et 7.5, la §-Lg existe plutdt sous forme de dimere (36 800 Da) ;
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- entre pH 3,5 et 5,2, a basse température (2°C), les dimeres s’associent en octameres
(147 000 Da) ;

- la tendance a la dissociation augmente et devient apppreciable en dessous de pH 3.5
Cette dissociation reversible du dimere en monomeres n’est pas accompagneée de changements
importants de conformation de la proteine (Swatsgood, 1982} ,

- une zone de transition se manifeste au dessus de pH 7,5 Au dela de ce pH. on assiste a
une augmentation de la dissociation du dimere en monomeres, La transition s’accompagne d’une
augmentation de la réactivite du groupement sulthydrile libre (Pessen ef al., 1985) |

- au dessus de pH 8.0 se produisent des changements irréversibles, dus a I’oxydation du
groupement sulfhydrile libre et a la rupture des ponts disulfures, conduisant a une agrégation
moleculaire.

L’effet du pH est important : la dénaturation thermique de cette protéine dans le
lactosérum est plus importante a pH 6,00 qu’a pH 4,00 d’apres Hillier ez al. (1979). D autres
auteurs ont également montré pour des solutions de 3-L.g que la dénaturation a pH 2,50 a lieu a
des temperatures supérieures a celles a pH 6,50-6,70 (De Wit et Klarenbeek, 1981) ou a pH
basique (Harwalkar, 1980).

Ainsi, si I’on se réfere a ces donnees, les lactosérums acides (pH compris entre 4,40 et
5,20) devraient étre thermiquement plus stables que les lactoserums doux (pH compris entre 5,80

et 6,50).
1.43. Comportement de I'a-lactalbumine (a-La) :

Selon Hillier et Lyster (1979), elle est plus stable a la chaleur que la B-lactoglobuline.
Cette meilleure stabilité est a imputer a sa liaison avec le calcium (Kronman, 1981 ; Bryant et
Andrew, 1984 ; Baumy et Brulé, 1988) ainsi qu’a la présence de quatre ponts disulfures qui
limitent les changements conformationnels lors des traitements thermiques.

A pH acide, le chauffage de cette protéine occasionne un changement de conformation da
a une compétition entre les ions H et Ca” pour les mémes sites de fixation, provoquant un
affaiblissement des liaisons a-lactalbumine-calcium (Kronman, 1981).

A pH 6,50, cas des lactosérums doux, une dénaturation se produit a 62°C, mais elle est
suivie d’une renaturation a 90% apres un refroidissement (De Wit ef al, 1983). Cette

renaturation ne se produit pas s’il y a présence d’EDTA dans le milieu (Bernal et Jelen, 1984).



Cela prouve I'importance du calcium sur la stabilité thermique de cette protéine. Par contre, un
traitement a des temperatures plus drastiques (95°C-30 min) condult & une transformation

irréversible de la proteine (Chaplin et Lyster, 1986).

I.4.4 Comportement de la serumalbumine bovine et des immunogiobulines :

Ruegg ef al. (1977) révelent par analyse enthalpique differentielle une temperatuie de
deénaturation pour la sérumalbumine bovine de 64°C. Sa stabilité thermique peut étre accrue par la
tixation d’acides gras sur la protéine (Gumpen ef al., 1979 ; Bernal et Jelen, 1984). En effet, une
des fonctions biologiques de cette proteine consiste a participer au transport d’acides gras
insolubles du systeme sanguin respiratoire (Spector, 1975).

Les immunoglobulines sont les protéines du lactosérum les plus thermosensibles. Elles ne

sont pas dénaturees a 62°C-3 min mais elles le sont totalement a 70°C-30 min (Lyster, 1972).

1.4.5. Comportement de meélange de protéines lactosériques :

Selon Baert er al. (1976), un ajout de f-lactoglobuline a une solution d’a-lactalbumine
avant chauffage entraine des modifications du comportement immunochimique de cette derniere.
L’accroissement de la température et du pH (6,40 a 7.20) renforcerait la liaison entre les deux
proteines majeures du lactosérum (Mulvihill et Donovan, 1987). Des réactions d’échanges de
ponts disulfures pourraient contribuer a la formation de ce complexe (Melo et Hansen, 1978). Hill
(1988) met en évidence la possiblité d’agrégations entre la 3-lactoglobuline et I’o-lactalbumine

entre pH 4,00 et pH 6,50 ainst qu’a pH supeérieur a 7,00 dans le lait et le lactoserum.

La plupart des études conduites sur la dénaturation des protéines solubles ont éte realisees
a partir de solutions modeles contenant des protéines pures. L’application d’un traitement
thermique a un milieu complexe tel que le lactosérum entraine des interactions des protéines avec
les autres constituants (lactose et minéraux notamment).

De Wit (1981), De Wit et Klarenbeek (1984) ainsi que Park et Lund (1984) montrent que
’apport de glucides limite la dénaturation thermique des protéines sériques. Le lactose pourrait

alors réduire la dénaturation des protéines dans leur milieu lactosérum.

n



Comme I'tllustre cette breve présentation sur les protéines du lactosérum, peu d’¢tudes
relatent 1"état de celles-ci tel que les industriels transformateurs les réceptionnent (Ferrero, 1991).
De surcroit, pour une bonne valorisation elles doivent €tre le moins dénaturées possible. Or, une
unite de transformation regoit chaque jour des lactosérums de différentes origines, donc "d’etat
proteique different”, et elie doit produire un produit fim de qualite constante. L application des

techniques de séparation sur membrane a pernus, entre autre, de repondre a cet objectif.

I.5. Présentation de la fraction minérale :

Le lactosérum contient les mimneraux et acides organiques de la phase aqueuse du lait
(Sottiez, 1985). Les principaux sont le potassium, le calcium, le sodium et le magnésium pour les
cations, et les chlorures, les citrates, les lactates et les phosphates pour les anions.

La répartition des minéraux au sein du lait est complexe. Les matieres minérales ne sont
pas toutes a |’état dissout, elles se répartissent entre les phases soluble et colloidale.

La phase colloidale contient 67% du calcium total (Alais, 1984), 37% du magnésium,
46% du phosphore inorganique et 6% des citrates. Le calcium et le magnésium sont fixés
directement pour 21% et 38% respectivement aux molecules de caséines des submicelles, qui par
leurs esters phosphoriques, ont une grande atfiniteé pour les cations bivalents (Pierre et al., 1983 ;
Baumy er al., 1989 ; Gaucheron et al., 1995). Van Kemenade (1988) et Holt e al. (1989)
identifient la forme cristalline du phosphate de calcium micellaire comme de la brushite (ou
monohydrogenophosphate de calcium dihydrate).

La phase soluble du lait est également complexe puisqu’on y rencontre a la fois des
formes 1oniques, des sels et des complexes non dissociés. Notons que le phosphate de calcium est
a saturation dans cette phase. De plus, il est plus soluble a froid qu’a chaud (Ferrero, 1991).

Ces deux phases sont en équilibre. Des variations de temperature, de pH et de force
ionique peuvent modifier cet equilibre (Brulé ef al., 1978 ; Pierre ef al,, 1983 ; Pouliot ef al.,
1989a et b ; Pouliot et Boulet, 1995).

L’etude de la fraction minérale des lactosérums et des equilibres salins sera abordée plus

en detail dans le chapitre I1.



1.6. Conclusion :

Les lactosérums représentent 80 a 90% des volumes de laits transformes. [.a matiere
seche ne represente que 6 a 7% de matiere valorisante (Alais, 1981).

Pendant de nombreuses decennies, I'alimentation des porcs dans un élevage annexe a la
laiterie était le principal débouche de ce produit. La restructuration du secteur laitier a donne
naissance a d’importantes fromageries, parfois monoproduit, et a la récuperation et valorisation
du lactoserum dans des usines spécifiques. Il est donc nécessaire de le véhiculer vers ces unités.
Or transporter un produit qui contient 93 a 94% d’eau n’est guere rentable. 1l est alors impeératif
d’¢liminer une partie de ’eau du lactosérum dans les fromageries. Pour ce faire, I'industriel
dispose de deux technologies pour la préconcentration avant acheminement vers les unités de
traitement des lactosérums : I’évaporation sous-vide et les technologies a membranes (osmose
inverse essentiellement et plus récemment nanofiltration).

Quant aux unités de traitement des lactosérums, le développement au début des années 70
de la technique d’ultrafiltration sur membrane (UF), et plus récemment de la microfiltration (MF),
a permis de trouver des débouchés pour les constituants du lactoserum. 1l est evident que d’autres
voies de valorisation vont apparaitre dans les années a venmr, compte tenu de l'essor des
technologies a membranes. En effet, on assiste au développement de procédes industriels, mettant

en oeuvre ces techniques, pour produire des composes laitiers nouveaux a haute valeur ajoutée.



II. LES TECHNOLOGIES DE SEPARATION SUR MEMBRANE
POUR VALORISER LES CONSTITUANTS DU LACTOSERUM

il.1. Historique :

L’industrie laitiere est a ’origine de la plupart des développements des technologies de
separation sur membrane. Il peut étre affirme que le couple “produits laitiers-membrane” est et
reste le principal vecteur de progreés, non seulement dans ['extension des utilisations
membranaires mais aussi dans |’obtention de nouveaux produits a haute valeur ajoutée.

Historiquement, les technologies a membrane ont quitte le laboratoire & la fin des années

60 a la suite de la mise au point des membranes asymétriques. Ces membranes avaient une
perméabilité aux liquides 100 fois supérieure a celle des membranes symétriques. Un taux de
progression de 20% des surfaces installées a éte atteint et, a la fin des années 70, la surface totale
représentait 55 000 m” dont 60% pour le traitement du lactosérum.
Au cours des annees 70, I'industrie nucléaire a développé des membranes inorganiques pour la
separation des isotopes de 'uranium. Grace a ses propriétés de resistances physico-chimiques et
mecaniques €levées, cette troisieme genération de membrane a permis de nouvelles applications
tres diversifices dans I'industrie laitiere (Merin et Daufin, 1989). Enfin, la mise au point de
materiaux poreux ceramiques au cours de la deuxieme partie des annees 80 a apporté des progres
supplémentaires quant a la permeabilite et aux assemblages modulaires (conception “multicanal”,
Bonneau ef al., 1991).

Le développement des procedés a membrane dans I'industrie laitiere mondiale a ete
chiffrée récemment par Van Der Horst et Hanemaaijer (1989). L'ultrafiltration (UF) est la
technologie la plus employée avec plus de 150 000 m® installés & ce jour. La plus grosse partie
des surfaces est dévolue au traitement du lactosérum, mais la proportion de ['aire membranaire
traitant du lait s'est considérablement accrue depuis 1980. La surface installée en osmose inverse
(OI) semble s’étre stabilisée a 50-55 000 m” et ne sert que pour le traitement du lactosérum.
Quelques installations de microfiltration (MF) ont éte realisees au cours des dernieres années. La
surface installée est certes encore tres faible mais le potentiel de cette nouvelle technologie est si

¢leve que I’on peut s’attendre a un accroissement spectaculaire au cours de la prochaine décennie.



La nanofiltration (NF), séparation dans un domaine de sélectivité intermediaire entre UF et OI, en
est a ses balbutiements mais un avenir prometteur lui est réserveé dans le domaine de la
demineralisation, déionisation et de la purification. Selon Van Der Horst (1995), plus de 20 000
m’ de membranes de nanofiltration sont installés. La nanofiltration a tout a fait sa place pour la
preconcentration des lactoserums, puisqu’elle permet a la fois d”éliminer "cau et de démineraliser

le produit (Pentalier ef al., 1995 ; Gungerich et Huston, 1996).

IL.2. Présentation de la technologie (cas de I’UK et la MF) :

11.2.1. Principe :

Les procedés de séparation membranaire regroupent un vaste ensemble de techniques qui

mettent a profit les propriétés de rétention selective d’une mince barriére appelée membrane. Les
techniques de filtration UF et MF utilisent specifiquement un gradient de pression pour effectuer
une séparation en phase liquide a travers une membrane poreuse (Brun, 1989 | Meireles et af.,
1992),
[L.a membrane poreuse joue le role de barriere physique en s'interposant sur le trajet des molécules
et en modifiant selectivement leur vitesse de passage. Le mécanisme de sélectivite s'apparente a
un effet de tamis : il existe une taille approximative de molécules au-dela de laquelle les molécules
sont retenues (celles-ci se retrouvent alors dans le rétentat) tandis que celles dont la taille est
inférieure la traversent, entrainées par le solvant, et constituent la fraction perméat ou filtrat.

Le liquide a filtrer est introduit dans le systeme par une pompe d'alimentation qui crée la
pression transmembranaire, force motrice de la filtration (de 2 a 10 bar en UF, de 0,2 a 2 bar en
MF). Une pompe de circulation vehicule le liquide dans la boucle contenant le module de

membranes.
Il existe 2 modes de filtration :

- la filtration frontale ou le liquide est amené perpendiculairement a la membrane. Mais les

especes retenues s'accumulent rapidement dans une couche de dépot (ou "gateau"), s'opposant



ainsl au transfert. Les flux de filtration chutent rapidement, ce qui nécessite de démonter
fréquemment la membrane pour la nettover ou la remplacer.

- la filtration tangentielle ot la membrane est balayee tangentiellement a grande vitesse par le
liquide. Ainsi, "accumulation de matiere en surface de la membrane est hmitee par d importantes
contraintes de cisaillement a la paroi. Le colmatage est donc fortement diminue par cette
circulation rapide. L'avantage est de permettre une filtration sur de longues durees sans avoir a
démonter le filtre pour le nettover.

Dans les deux cas, le principal parametre est le gradient de pression transmembranaire qui
provoque le transfert de matiere. Concernant la filtration tangentielle, un autre parametre
important joue un grand role sur les résultats de la filtration : la vitesse tangentielle. Plus la vitesse
tangentielle est élevee, meilleur est le balayage de la surface membranaire. Néanmoins, a partir
d’une certaine vitesse, ’augmentation de la consommation énergétique compromet l'intérét
industriel de ’opération. En général, la vitesse tangentielle en UF est inférieure a 5 m.s™, celle

e, . . - - -1
utilisée en MF supérieure ou egale 8 Sm.s™.

II. 2.2. Caractéristiques des membranes :

11.2.2.1. Domaine de travail :

Une membrane est caractérisée par la taille de ses pores. L’UF et la MF se différencient
habituellement par le diametre moyen des pores : de 1 a 50 nm en UF, de 50 a 1000 nm en MF.
En UF, l'usage veut que 'on utilise la notion de seuil de coupure plutot que celle de taille de pore.
Le seuill de coupure (exprimé en Dalton) est défini comme la masse moléculaire de la
macromolécule qui est retenue a 90% par la membrane (Brun, 1989 ; Meireles ef al., 1992). Cette
notion s'en réféere donc a la macromolécule a séparer. Ainsi, les membranes d'ultrafiltration

présentent des seuils de coupure allant de 10 000 a 300 000 Da (figure 1).

[1.2.2.2. Nature des membranes :

Les membranes sont caractérisées par leur stabilité mécanique, thermique, physique et
chimique (Hedrick, 1984). Plusieurs types de membranes existent sur le marché. On les
différencie par leur matériau de fabrication et leur structure interne. On distingue trois classes
principales de membranes, a savoir les membranes organiques, les membranes synthétiques et les

membranes minérales.
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igure 1: Techniques de séparation sur membranes (d'aprés BRUN, 1989)



Le constituant essentiel des premieres membranes organiques commercialisées etait
l'acétate de cellulose. En raison de ses limitations de résistance en température (50°C maximumj,
en pH (3 a 8) et aux agents oxydants, ces membranes organiques sont desormais peu utilisées
{Maubois et Brule, 1982)

La seconde gencration de membranes dites synthetiques est constituce a partir de
polymeres (nylon, polyfluorure de vinylidene, polysulfones). Ce type de membranes présente une
raeilleure tenue en temperature (75 a 80°C) maits qui reste encore insuffisante.

A la fin des années 1970, a éte introduite la troisieme génération de membranes : les
membranes minerales. Leur nature (par exemple zircone ou alumine supportée par du carbone
graphite) leur confere une grande stabilité thermique (400°C), mécanique (40 bar) et physico-
chimique (toute l'eéchelle de pH).

Dans chacune de ces classes, on différencie également les membranes par leur structure
interne : les membranes homogenes, les membranes asymétriques homogenes, composées d’un

seul materiau, et les membranes composites fabriquées en deux matériaux (Hedrick, 1984).

[1.2.2.3. Configurations des membranes :

Les membranes sont assemblées en modules selon 4 configurations spatiales :

- la configuration plane ;

- la configuration tubulaire (diameétre variant de 6 a 25 mm) ;

- la configuration "fibre creuse" (diametre de l'ordre du millimetre) ;

- la configuration spirale (module plan enroule autour d'un tube collecteur de permeat).

Chaque configuration présente ses propres avantages et inconvénients en matiere de
performance (exprimées en litres de produit traite ou de permeéat recueilli par heure et par unite
de surface membranaire), de colts d'investissement et de fonctionnement (€nergie de pompage,

durée de vie des membranes), de facilit¢ de nettoyage (tableau III ; Meireles ef al., 1992).
[1.2.3. Les différents modes de fonctionnement :
Les membranes sont disposées dans un module. Les modules peuvent étre installés de

différentes manieres, chacune ¢€tant adaptée a un type d'utilisation et a une taille d'installation

(echelle laboratoire ou industrielle). Les systeémes peuvent étre discontinus ("batch" simple ou
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Tableau III. Comparaison des diférentes configurations

{ultrafiitration et microfiltration (MFE))
(d'aprés MEIRELES et al, 1992).

[ ]
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rapport surface : volume éleve pertes de charge ind: non
Tubulaires membrane organique volume mort important, oul labo: ow
ou minérale, perte de charge, . )
faclité de nettoyage, grande dimension des pompes ind: ow
nettoyage par inversicn et des systemes

du sens de filttation




avec une boucle de circulation) ou continus (a un ou plusieurs ¢étages) (figure 2 ; Brun, 1989 ;
Meireles ef al., 1992).

I1.2.4. Avantages de la technologie
Cette technique offre de multiples avantages (Cohen-Maurel, 1990) :
elle offre, par rapport aux techniques plus classiques (distillation, congelation,

evaporation sous vide,.. ), I'avantage de pouvoir séparer des macromolécules sans faire intervenir
de changement d'état, de réaction chimique ou de temperatures extrémes ;

- elle est "douce” car elle n'altere pas la qualité nutritionnelle et gustative des composants
sensibles aux traitements thermiques comme les proteéines |

- elle requiert une installation simple et compacte |

- elle se préte facilement a l'automatisation, donc extrapolable au niveau industriel ,

- cette technique est souvent moins couteuse et moins consommatrice d'énergie que les

techniques habituelies de séparation.

[1.2.5. Les phénomenes limitants :

Au niveau de la membrane, il n'est pas exclu qu'interviennent des interactions physico-
chimiques entre les especgs a filtrer et la membrane, dans sa partie dense ou a la surface des pores
{Vetier et al., 1986).

Deux phénomenes sont dits limitants parce qu'ils entrainent une diminution du flux de
filtration (Bennasar, 1984 ; Meireles ef ¢/, 1992) :

- la polarisation de concentration ou couche de dépot, induite par I'accumulation des solutés a
l'interface membrane/solution ;

- le colmatage ou encrassement des membranes, du a une adsorption de matiere a la surface ou
dans les pores des membranes (figure 3).

Les parametres de fonctionnement jouent un role determinant sur cette couche qui se
forme le long de la membrane. Il s’agit de limiter la résistance de cette zone par diminution de son
épaisseur a I’aide de la vitesse tangentielle, de la pression transmembranaire, du pH ou encore de

la température du produit a filtrer. Enfin, il est évident que la nature du produit est le point
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Figure 2 : Les différents modes de fonctionnement en ultrafiltration
(d'apres MEIRELES et al, 1992).



Perméat

®
°® A
o ¢
° Polansation
o de
concentration
¢ [ )
o3
; Y =+ -
Gel
.‘ ; _ _ |Colmatage
externe Colmatage
interne
e o o
%Membrane
—————— 4

Figure 3 :Schéma du principe de l'ultrafiltration sur membrane minérale

en hachuré : les grains d'oxyde de zirconium
en plein : les protéines du lactosérum



central. La bonne connaissance de celui-ci est indispensable pour orienter, selon les objectifs, le

choix du procédé et des conditions operatoires.

.26, Buts de I'UF et de la MF -

Ces technologies permettent d'atteindre trois objectifs (Brun, 1989)

- la concentration de solutions macromoleculaires (enzymes, protéines,
virus, polymeres varies, polysaccharides) ;

- le fractionnement et la séparation de macromolécules |

- la rétention et 'élimination de macromolécules plus ou moins nocives.

La MF est ainsi appliquée pour la clarification (Fauquant et al., 1985a et b ; Cohen-
Maurel, 1990 ; Meireles et al., 1992), la pasteurisation (Piot ef al., 1987 ; Fauquant et al., 1988)
ou la pasteurisation a froid ou encore la delipidation de divers produits liquides (Fauquant ef al.,
1985a et b). L’UF est, quant a elle, plutot mise en oeuvre pour le fractionnement ou la
concentration de macromolécules en solution (Maubois et Brulé, 1982 ; Escudier ef al., 1988

Maynard er al., 1989 ; Maugas et Le Magnen, 1992).

I1.2.7. La conception du proceédé : une démarche "pas a pas” :

A travers cette bréve présentation, il ressort que le choix de la membrane et des conditions
operatoires, qui conduisent aux meilleurs resultats par rapport a I’objectif fixé, est donc une étape
indispensable a la rationalisation du procedé au niveau industriel.

De par la complexité des phénomenes intervenant en UF et en MF, il n’existe pas encore
de modele totalement prédictif permettant de concevoir une installation industrielle a partir de
données acquises au laboratoire. Les essais pilotes restent donc presque toujours nécessaires. Les
modélisations actuellement disponibles sont semi-empiriques. Elles permettent d’extrapoler les
résultats obtenus sur pilote a des installations de plus grande taille. Il convient toutefois de
realiser a ’échelle pilote des expériences cohérentes avec les modeles. C’est également a ce stade
qu’il convient de choisir en fonction, par exemple de la quantité de produit a traiter, le mode de
fonctionnement du procéde, en gardant toujours en mémoire la corrélation entre le temps de

s¢jour et la cinétique de dénaturation des solutions.

ot
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11.2.8. Développements futurs des procédés a membranes :

Dans I'agroalimentaire et les biotechnologies, les tendances actuelles semblent aller dans
trois directions

- une amehoration du potentiel de separation. Un tres large effort est déplove pour
developper des membranes dont les caractenstiques seraient plus proches d’une membrane
"ideale”. Parallelement, des travaux portent sur la mise au point de technologies de caracterisation
de plus en plus performantes. On peut aussi espérer beaucoup de la derniere genération de
membranes, les membranes de nanofiltration, capables de séparer sélectivement de petites
molecules ou des 1ons d’un solvant ;

- une réduction de la différence entre performances potentielles et réelles : il s’agit de
proposer des solutions pour réduire effet de la polarisation et du colmatage ;

- une nouvelle conception de chailnes de s€paration : les premieres applications des
procédes & membranes ont consisté a remplacer au coup par coup une seéparation existante par un
systeme a membranes realisant la méme opération. Cette substitution de premiere génération doit
maintenant laisser la place a une démarche différente. La séquence et le fonctionnement de la
chaine de purification doivent étre définis en tenant compte de toutes les possibilités offertes par

les techniques @ membranes.

I1.3. Les Concentrés Protéiques de Lactosérum (CPL) :

Si I’on souhaite avoir une vue d’ensemble du fractionnement industriel du lactosérum, il
est nécessaire d’évoquer les concentrés protéiques de lactoserum (CPL). Leurs teneurs en
protéines exprimées en % de la matiére seche varient de 35 a 85%. Ils possedent d’excellentes

propriétés fonctionnelles et rentrent de plus en plus dans la formulation de nombreux produits.

11.3.1. Fabrication des CPL :
Les protéines qui se trouvent en faible proportion dans le lactosérum (4 a 6 g1") sont
concentrées par ultrafiltration. Mais la présence de matiere grasse résiduelle dans les lactoserums

encrasse les membranes d’UF, et limite les hautes concentrations en proteines.

14



Maubois ef al. (1987) remarquent que I’¢limnation des lipides résiduels augmentent par un
facteur 1,8 les debits d’UF. De Wit (1984) constate, qu’en retirant les lipides, les propriétes
fonctionnelles €taient accrues.

La premiere ctape de la fabrication est donc I'élimination de la matiére grasse residuelle.
Cette derniere est composee de hipides qui nont pas ete eliminés au cours de 'écrémage du
lactoserum. Ce sont principalement des phospholipides ou phospholipoprotéines (Fauquant er ai.,
1985a et b) et des acides gras libres. Les premiers procedes pour les eliminer impliquaient des
traitements thermiques, des ajustements de pH, la combinaison des deux ou bien [’addition
d’adjuvants (Lee et Merson, 1976 ; Melachouris, 1977 ; Muller et Harper, 1979). L’équipe de
PINRA de Rennes (Fauquant ez al., 1985a et b ; Maubois et al., 1987 ; Daufin ez al., 1993 ;
Daufin ef al., 1994) propose le procede de thermoclarification. Cette technique est basée sur
Pagrégation des phospholipides en présence de calcium avec un traitement thermique ménagé. Le
précipite obtenu est séparé par microfiltration tangentielle a I’aide de membranes de seuil de
coupure de 0.2um (Baumy ef al., 1990 ; Gésan ef al., 1993 ; Gésan et Daufin, 1995 ; Gésan et
al., 1995) ou par centrifugation (Wasen et Lehmann, 1989).

La séparation par microfiltration présente deux avantages (Maubois et Ollivier, 1992 ;
Pierre er al., 1994)

- le premier est I’obtention de lactosérum totalement délipidé car les lipides, qui ne
sont pas agregeés par le procédé de thermoclarification, se retrouvent ¢galement dans le rétentat
de microfiltration avec le précipite ;

- le deuxiéme est la production de lactoserum “sterile”. En etfet, les membranes de
MF 0,2um retiennent les bactéries.

De récents travaux ont caractéris¢ la fraction lipidique de ce co-produit (rétentat de
microfiltration) obtenu par le procédé de thermoclarification. Selon Ducruet er al. (1990), les
phospholipides réprésentent 66% de cette fraction et se répartissent en sphingomyéline,
phosphatidylcholine, phosphatidylethanolamine et phosphatidylsérine. Les 34 % restants sont des
céramides hexosides. Dans le lactosérum, comme dans ce co-produit, les teneurs varient selon la
méthode analytique d’extraction (Theéodet et Gandemer, 1990). Toutefois, les proportions sont
similaires aussi bien dans le sérum que dans le rétentat de microfiltration (Théodet et Gandemer,
1994). 1l faut souligner que la composition en phospholipides du lactosérum est proche de celle

du derme humain.
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Une fois ce prétraitement de délipidation effectué, les protéines sont concentrees par
ultrafiltration. Le lactosérum balaye tangentiellement la membrane, limitant ainsi le colmatage.
Généralement la concentration en protéines dans le rétentat avoisine 40 g1’ Ce dernier est
concentre par evaporation sous-vide puis seche par atomisation. Les teneurs en proteines des
CPL obtenus sont de Pordre de 35 a 40%. Pour obtenir des CPL. a taux proteéiques plus
importants, 1l est necessaire d’ajouter une étape de diafiltration (ajout d’eau en continu ou en
discontinu lors de 'UF). Aprés une concentration et un séchage, les CPL peuvent titrer jusqu’a
85% de protéines. Ajoutons que des CPL a hautes teneurs en protéines peuvent étre obtenus par

chromatographie d’affinité ou de filtration sur gel (Vuillemard ef al., 1989).

11.3.2. Utilisation des CPL. :

Leurs excellentes propriétés fonctionnelles (solubilite, pouvoirs moussant, gélifiant et
emulsifiant) et nutritionnelles leur conférent de nombreuses applications. Elles sont étroitement
dépendantes de leurs propriétés physico-chimiques (masse molaire, nature et distribution des
acides amines, charges nettes), de leur environnement (pH, température, force ionique,
concentration) et du procédé qui leur a €té appliqué (chauffage, pompage, séchage, modifications

physiques, chimiques ou enzymatiques (Vuillemard ez al., 1989))

Leurs bonnes solubilites leur permettent des utilisations dans les boissons (De Boer et al.,
1977), dans les formulations pour I’alimentation infantile, dans les produits carnés (Sanderson,
1988), etc ... . Toutefois la solubilité dépend du pH d’utilisation : elle est minimale au pHi.
Certains auteurs (De Wit ef al., 1986 ; Liao et Mangino, 1987 ; Harper, 1992) donnent des

valeurs de solubilité mais elles varient selon I’origine et 1’obtention des CPL..

Les CPL possedent de bonnes propriétés moussantes. Ils sont donc utilisés dans la
fabrication des meringues (De Boer er al., 1977 ; De Wit et al., 1983), des patisseries, des
quiches, des desserts, etc... . La présence de matiére grasse résiduelle déprécie leur propriété

moussante : 1l est donc nécessaire d’avoir une parfaite délipidation du lactosérum.

Ils rentrent dans les formulations des sauces, des cremes glacées, et des blanchisseurs de

café de par leurs propriétés émulsifiantes.
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Leurs propriétés gélifiantes font qu’ils sont utihsés pour I¢laboration des viandes
restructurées, des patisseries, etc... .

Mais de nombreux facteurs influencent leurs proprietes fonctionnelles (Marshall et Harper,
1988 ;, Vuiliemard er al, 1989) a savoir . le type de lactoserum, son origine, son passe
thermique, le procede de preparation des CPL, la concentration et le sechage. Il est donc
necessaire que !'industriel producteur de CPL ait une parfaite maitrise de la qualité de sa matiere
premiere et de sa technologie pour garantir a ses utilisateurs des proprietés fonctionnelles

constantes.

La valorisation des lactosérums en CPL n’est complete que si I’on mentionne les
utilisations possibles des deux co-produits genérés par cette fabrication :

- le premier est le rétentat de microfiltration provenant du prétraitement de
délipidation. Selon Maubois et Ollivier (1992), il pourrait étre utilisé en industrie fromagere
(fromages allégés), en charcuterie et en cosmétologie (produit de base pour les liposomes). De
plus, la valeur nutritionnelle de ces phospholipides devrait leur assurer un debouché dans les
prochaines années. Quant aux phosphoproteines présentes dans ce rétentat, elles pourraient étre
utiliseées en alimentation infantile, en industrie pharmaceutique, etc... .

- le second est le perméat d’ultrafiltration. 1l est compose essentiellement de

minéraux et de lactose. Aprés concentration et cristallisation, ce dernier peut étre valorise.
Le développement récent des CPL devrait encore s’accroitre. De nouvelles utilisations

industrielles a hautes valeurs ajoutées pointent telles que la purification de la P-lactoglobuline et

de l'a-lactalbumine.

11.4. Autres voies de valorisations :

11.4.1 Séparation et purification de I'«-lactalbumine et de la f3-lactoglobuline :

L’acidification a pH 2, 55°C, 30 min de CPL permet de polymeriser ’a-lactalbumine qui

s’agrege avec toutes les autres proteines sauf la [-lactoglobuline (Pearce, 1983). Une
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microfiltration (0,2um) ou une centrifugation permet de separer le precipité du perméat enrichi en
f-lactoglobuline. La concentration-purification par UF-diafiltration de cette protéine permet
d’obtenir des produits ayant une remarquable aptitude a la géhfication.

L o-lactalbumine presente dans le retentat de mucrofiltration est soumise a une serie de
traitement © solubilisation a pH neutre. UF et diafiltration (50 kDa). La purification de
I’a-lactalbumine  requiert sa  separation des composants contaminants, a savoir le
casémomacropeptide (CMP) et la serumalbumine, ce qui peut étre obtenu par la mise en oeuvre
d’opérations d’ultrafiltration selon des parametres qui restent encore a optimiser. La richesse en
tryptophane de 'a-lactalbumine (4 residus par mole) la rend intéressante pour ses peptides a
propriétés physiologiques et pour la préparation de laits maternisés. Rappelons que le tryptophane
est un précurseur de la sérotonine, neuromédiateur intervenant notamment dans la régulation du

sommeil et de appétit.

I1.4.2. Separation de la lactoferrine (Lt) et de la lactoperoxydase (Lp)

Ces deux protéines de pHi €leve (8,56 -9,2 pour la Lf; 9,0-10,2 pour la Lp) sont adsorbees
sur des résines echangeuses de cation puis extraites par €lution par des solutions salines de force
lonique croissante. La séparation sélective de ces deux protéines pourrait €tre envisagée en
utilisant des interactions électriques avec des membranes fonctionaliseées appropriées et un
couplage champ electrique/champ de pression (Maynard er al, 1989). La lactoferrine et la
lactoperoxydase, ayant respectivement des propriétes bactériostatiques et bactéricides, sont déja
utilisees en médecine vetérinaire (diarrhée du jeune veau), dans les gouttes occulaires, les

solutions pour bains de bouche, les chewing-gums et les aliments infantiles.

[1.4 3. Separation des immunoglobulines (Ig) et du caséinomacropeptide (CMP) :

Les CPL et surtout le colostrum sont des sources potentielles d” immunoglobulines (Ig)
que ’on peut concentrer par UF sur des membranes de seuil de coupure élevé (> 10° Da).

Divers procédés a membranes ont €té proposé pour séparer le cas€inomacropeptide
(CMP) : hydrolyse de caséinate par presure puis UF avec des membranes de seuil de coupure
compris entre 20 kDa et 50 kDa (Brule er al, 1980). L’agrégation du CMP est obtenu a pH

supérieur a 4 puis passage a la forme monomere a 3 < pH < 4 (Tanimoto ef al.,, 1990). Le CMP
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aurait des vertus @ suppression de [’appétit, prévention des dépots gras (chez le chien),

empéchement de ’adhesion d’fscherichia (Coli aux parois de Uintestin et de la plaque dentaire.

1.4 4 Conclusion:

Ces differents exemples montrent d’une part la diversité des technologies mises en oeuvre
et d autre part, les differentes utilisations du lactoserum. Des produits a fagon tels que les CPL de
haute purete, la [-lactogiobuline, I'a-lactalbumine, la lactoferrine, la lactoperoxydase,
représentent un marché mondial a tres haute valeur ajoutée, étant donné leurs utilisations aussi
bien en industries agroalimentaires qu’en industries pharmaceutiques. Ces exemples de
valorisations definissent bien le lactosérum comme un co-produit de ['industrie laitiere et non
comme un sous-produit.

Cependant, des procédés de fractionnement industriels ne sont disponibles en UF-MF que
pour les CPL et pour la séparation de la 3-lactoglobuline et de I’a-lactalbumine.

Beaucoup reste donc a faire pour ameliorer les procedés a membranes existants (notamment en
terme de selectivité et de colmatage), pour concevoir des procédés a membranes compétitifs et

pour reduire les colts de production.
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HI. OBJECTIFS DE L’ETUDE

Notre objecuf est de contribuer a ia valorisation des lactosérums a 'aide des technologies
de separation sur membrane. L ¢tude bibltographique révele que les besoins de valorisation sont
réels et que ces technologies offrent de multiples possibilites. La meilleure connaissance des
meécanismes mis en jeu et la recherche de procedes specifiques a tel ou tel constituant du
lactoserum, méme s’ils définissent une "niche”, permettent d’aboutir a de nouvelles voies de
valorisation.

Dans les procédes de séparation par membranes, les conditions physicochimiques (pH,
force ionique, température, concentration) ainsi que les parameétres opératoires (pression
transmembranaire, vitesse tangentielle de balayage) jouent un role déterminant dans efficacité de
"objectif a atteindre, que ce soit une séparation, une concentration ou encore une purification.
Ainst, dans une premiere partie, il s’agit d’étudier I'influence du pH sur le transfert des protéines
majeures (B-lactoglobuline et a-lactalbumine) lors de I'ultrafiltration de lactosérum. Pour séparer
ces deux protéeines, des procedés industriels mettent a profit leurs différences de comportement en
tfonction du pH.

La fraction minérale des lactosérums est la fraction la moins bien valonisée. Or, cette
fraction contient deux mineraux essentiels : du calcium et des phosphates. Dans une deuxieme
partie, un procede d’extraction de phosphate de calcium a partir de lactosérum de fromagerie est
mis au point. Une étape de microfitration tangentielle a été optimisée et utilisée pour la

purification de ce sel de phosphate.



Chapitre I

INFLUENCE DU pH SUR LE TRANSFERT
DES PROTEINES MAJEURES LORS DE
L’ULTRAFILTRATION DE LACTOSERUM DOUX




I. CONTEXTE ET OBJECTIF DE I’ETUDE

Comme nous Vavons vu, lindustrie faitiere a considerablement contribue  au
développement des technologies de séparation sur membrane. Une grande partie des instailations
membranaires est dévolue au traitement du lactosérum. C'est sur la fraction protéique du
lactosérum que se sont concentrés les premiers etforts de valorisation a partir des technologies a
membranes (Rosenberg, 1995) Cette fraction protéique est constituée principalement, en
concentration deécroissante, de [-lactogiobuline (B-Lg), d'a-lactalbumine («-La), de sérum
albumine, d'immunoglobulines, de proteose-peptones et de lactoferrine.

Outre leur valeur biologique ¢levée (Forsum et Hambraeus, 1977), les protéines du

lactosérum presentent des proprietes technofonctionnelles intéressantes (Cheftel et Lorient,
1982 : Morr et Foegeding, 1990) : solubilite sur toute I'échelle de pH, capacite de rétention d'eau
et propriétes émulsifiantes. En raison de son poids moleculaire ¢leve, la sérum albumine possede
de faibles proprietés fonctionnelles (Vuillemard ef a/, 1989). Par contre, la B-Lg et 'a-La
presentent d'excellentes propriétes eémulsifiantes (Reimerdes et Lorenzen, 1983 ; Slack er al,
1986a ; Closs et Lorient, 1988 . De Wit ¢r al., 1988). Selon Evans (1986), la fraction proteose-
peptone possede une excellente capacite moussante. On mesure donc l'intérét de séparer la
fraction proteique des autres composants moins valorisables tels que le lactose, les lipides
résiduels, les sels minéraux et d'isoler chacun des constituants protéiques conipte tenu de leur
valeur propre.

Parce qu'elles representent environ 80% des proteines solubles (Marshall et Harper,
1988). de nombreux travaux portent sur la séparation de la f-Lg et de 'a-La par ultrafiltration
tangentielle (UF) de lactosérum (Roger er al., 1979, 1980 ; Pierre et Fauquant, 1986 ; Slack er
al., 1986b ; Maubois ef al., 1987 ; Pearce, 1987 ;, Roger et al., 1990), en vue d'utilisations et de
valorisations différenciées. La plupart des protocoles, utilisant ['ultrafiltration sur membrane,
mettent a profit les proprietés d'agregation de la -Lg et de 'a-La en fonction du pH et de la
température (Lee et Merson, 1976 ; Pearce, 1983). Ainsi, Roger ef al. (1979 ; 1980 ; 1990)
obtiennent des fractions enrichies en a-La apres ultrafiltration de lactosérum a pH 6,6, avec ou
sans traitement thermique. Slack er a/. (1986b) ajustent le pH a 4,65 sans traitement thermique.
Dans leur procéde de séparation, Pierre et Fauquant (1986) et Maubois er al. (1987) appliquent

un traitement thermique de 55°C pendant 30 minutes apres avoir ajusté le pH a 3.8, dans le but de
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favoriser la polymerisation de l'u-La. Un procede analogue, consistant a chauffer ie lactoserum a
pH 4,0-4,5 pendant 5 minutes a 64°C, permet, apres refroidissement et séparation, d'obtenir une
fraction enrichie en ¢-La et une fraction enrichie en 3-Lg (Pearce, 1987).

Avant d'envisager la séparation des deux protéines majeures du lactosérum (B-Lg et «-La)
pour toute valonsation ulterieure, 1l est judicieux de connaitre feurs potentialites de transfert a
travers une membrane donnee en tonction du pH d'ultrafiltration. Les conditions de pH mais aussi
la nature de la membrane choisie doivent prendre une grande importance dans 'efficacite de la
separation (Roger ef al., 1980).

Le but de ce travail est d'étudier, avec des membranes de nature et de seuil de coupure
différents, leffet du pH sur le transfert de la f-Lg et de l'wa-La lors de l'ultrafiltration de
lactoserum. Pour chaque membrane, l'influence du pH (de 3,8 a 7.0) est examinée a travers trois
grandeurs caractéristiques :

- le flux de permeation Jp ;

- le niveau de colmatage de la membrane ;

- les taux de rétention en 3-Lg et en a-La.

Pour aborder et comprendre les problemes de colmatage en liaison avec le pH, une étude de la
composition minérale des perméats et rétentats est réalisce. En effet, outre les protéines et les
lipides residuels, les sels de phosphates de calcium joueraient un role significatif dans e colmatage
des membranes lors de l'ultrafiltration de lactoserum (Chervan et Merin, 1981 ; Taddei, 1986 ;

Taddeéi er al., 1988 ; Labbe et al., 1990 ; Daufin ef al., 1991, 1992a et b, 1993).



II. MATERIEL ET METHODES

I1.1. Boucle expérimentale d'UF et conditions opératoires :

La boucle de laboratoire (boucle JEL 1, Le Carbone Lorraine, Pagny-sur-Moselle, France)

comporte une pompe centrifuge d'alimentation multi-étagée (8 m3. h-1 a 4.6 bar), un débitmetre a
flotteur (precision + 19%) et un carter a quatre tubes seéparés, chaque tube étant équipe d'une
membrane. Trois manometres (precision + 1%) permettent de connaitre la différence de pression
transmembranaire PT (PT = (Pression Entrée Module + Pression Sortie Module)/2 - Pression
cote permeat). Dans cette €tude, la pression coté perméat est nulle.

Le pilote est utilise en configuration simple "batch", avec recyclage du rétentat jusqu’a atteindre
un FCV (Facteur de Concentration Volumique) de 1,5

Deux types de membranes ont été utilisées :
- les membranes Carbosep M1 (seuil de coupure de 150 kDa) et M9 (seuil de coupure de 300

kDa) (Tech-Sep, Miribel, France). Le support est en carbone agglomere et la couche filtrante en

oxyde de zirconium. La surface mise en jeu pour chague membrane est de 0,016 m2.

- les membranes CFCC (Carbon Fiber Composite Carbon) 0,05um et 0,1um (Le Carbone
Lorraine, Pagny-sur-Moselle, France). Ces membranes de microfiltration sont €galement de
nature minérale, mais le support est en fibres de carbone polycristallin sur lequel est déposée une

fine couche de carbone amorphe microporeux. La surface membranaire utilisée est egalement de

0,016 m2.
Les conditions d'ultrafiltration pour les deux types de membranes sont les suivantes

- pression transmembranaire (PT) : 3,5 bar

- vitesse tangentielle de circulation (V) : 4 m.s 1.
Tous les essais sont conduits a la temperature (T) de 50°C (+ 2°C) jusqu'a un Facteur de
Concentration Volumique (FCV) de 1,5 ; pour chaque essai, le volume de lactosérum mis en

oeuvre dans le bac de lancement est de 8 1.



I1.2. Nature du lactosérum :

Le lactoserum utilise est i1ssu d'une fabrication industrielle de pate pressée cuite type

Emmental (S.A Preval, Montauban de Bretagne, France) Il est fiitre sur tamis 20 pm et ecreme a

par centrifugation (Westfalia-Separator MSD 300, 9006g) a l'usine. Son pH est de 6,45 =
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0,05. Le tableau 1V donne sa composition moyenne.
Des sa reception au laboratoire, le lactoserum est refroidi a 2°C sur un echangeur

[

thermique a plaques et additionné d'azide de sodium (a raison de 0,2 gramme par litre) pour
prévenir toute prolifération bactérienne. Le pH est ajuste a la valeur désiree, soit a l'aide d'HCI

10 N (pour pH 3,8 et 4,6), soit a l'aide de NaOH 5 N (pour pH 7,0).

I1.3. Caractérisation du transfert de matiére :

[1.3.1. Flux de permeéation J :

La procedure de conditionnement et de nettoyage des membranes est la suivante :

- ringage a l'eau distiliée pendant 15 minutes ;
- lavage basique (NaOH 1% (v/v) avec 150 ppm de NaOCl) pendant 30 minutes a 75°C et

2 bar, sans recyclage du rétentat durant les 15 premieres minutes |

- ringage a l'eau distillée jusqu'a neutralite |
2% (v/v)) pendant 30 minutes a 50°C et 2 bar, sans recyclage du

- lavage acide (HNO3 2°

rétentat durant les 15 premieres minutes ;
- ringage a l'eau distillée jusqu'a neutralite.

Aprés conditionnement ou nettoyage des membranes, les flux a l'eau (I, en Lh-1.m-2) sont
mesurés & 50°C (+ 2°C), sous une pression de 2 bar et une vitesse tangentielle de 4 m.s™1. Les
flux a I'eau pour chaque membrane etudiée sont donnés dans le tableau V.

Lors des essais d'UF, les flux de perméation (Jp, en l.h'l,m'z) sont mesures a 50°C

(+ 2°C), sous une pression de 3.5 bar et une vitesse tangentielle de 4 m.s™1.



Tableau IV. Composition moyenne du lactosérum doux utilisé. (...)* : p. 100 de EST.

Nombre Movenne Ecart Coefficient
d'échantillons (gkg1 type de variation

analysés (%o)
EST! 20 63,45 2,17 3,42
MAT? 20 9,09 (14,32)* 0,21 2,31
MM 3 14 5,15 (8,11)* 0,21 4,07
o-lactalbumine 16 0,82 (1,29)* 0,05 6,09
B-lactoglobuline 16 3,52 (5,54)* 0,20 5,68
Calcium 19 0,40 (0,63)* 0,03 7,50
Potassium 16 1,68 (2,64)* 0,14 8,33
Sodium 16 0,52 (0,82)* 0,04 7,69
Phosphate 20 0,88 (1,38)* 0,08 9,09

1 Extrait sec total ; 2 Matiéres azotées totales ; 3 Cendres.



Tableau V. Perméabilité a l'eau (J,,) et valeurs des résistances hydrauliques initiales
(Rm) des membranes Carbosep (M1 et M9) et CFCC (0,050 et 0,1y).

Membrane Jo O Rm
(Lh-l.m=2) (x 1012 m1)
Carbosep M1 3105 4,19 £ 0,06
Carbosep M9 660 16 2,00 £0,05
CFCC 0,05u 503 £8 2,60 £0,04
CFCC 0,1u 1447 £ 48 0,90 £ 0,03

(1): Flux a 'eau mesurés a 50°C, sous une pression de 2 bar et a4 m.s-1.



IT1.3.2. Résistances hvdrauliques des membranes propres (Rm) et

résistances hydrauliques dues au colmatage total (Rf) :

La résistance hvdrauliqgue d’une membrane représente la résistance qui s'oppose au
passage des solutes a travers ia membrane.

Les resistances hydrauliqgues membranaires R (m=1} (initiale : Rm ; de colmatage total :
Rf) sont calculees selon Daufin ef al. (1991),

Par application de la loi de Darcy, la resistance hydraulique de la membrane propre Rm

(en m~1) ou résistance hydraulique initiale est donnée par la relation :

PT

Hw. Je

Rm =

avec : PT = pression transmembranaire (Pa)

lw = viscosité dynamique de l'eau a 50° C (Pa.s)

Jw = densité de flux a I'eau a 50° C (Lh-1.m-2),

Apreés chaque essai d'UF, la résistance hydraulique causee par le colmatage total Rf
(en m~1) ou résistance hydraulique finale s'exprime -
PT

Rf = ~Rm
,uP-JP

avec ' PT = pression transmembranaire (Pa)

Hp = viscosité dynamique du permeat a 50° C (Pa.s)
Jp = débit de perméat a 50° C (Lh"1.m2)

Rm = résistance hydraulique initiale de la membrane (m-1).

La viscosite des permeats a 50° C est assimilée a celle de I'eau a 50° C.

Les valeurs de Rm pour chaque membrane sont données dans le tableau V.

o
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Lors des essais d'UF, Rf est calculé lorsqu'est atteint le FCV 1,5. Le niveau de colmatage
de chagque membrane selon le pH d'UF est alors apprecié par le calcul de la résistance normee

RE/Rm.
I1.3 3 Taux de Retention (TR)

Les Taux de Rétention (TR) en B-Lg et en a-La sont calculés selon Taddéi er al. (1986)
TR (%) = (1- Cpi/Crj) x 100
avec Cp; et Cri : concentration du constituant 1 respectivement dans le permeéat global et le

rétentat global.

I1.4. Caractérisation biochimique des produits obtenus :

Les analyses portent sur le serum de départ, les perméats globaux et rétentats globaux.

La matiere azotée totale (MAT ; azote total x 6,38) est determinée par la méthode de
Kjeldahl a I'aide de I'€quipement Técator (Humeau, Nantes, France).

Les extraits secs (EST) sont détermines par dessiccation en etuve a 103°C pendant 7
heures, les cendres (MM) par incinération dans un four a 550°C selon la méthode de 'AOAC
(1945).

Les teneurs en B-Lg et en a-La sont déterminees par HPLC selon le protocole de Jaubert
et Martin (1992).

Le dosage des cations et des anions est effectue¢ par €lectrophoreése capillaire (uniteé
d'electrophorese capillaire Quanta 4000, Waters, Milford, MA, USA). Le capillaire utilisé est en
silice fondue, d'un diametre interne de 75 um et de 100 cm de longueur. Les standards utilisés
proviennent de chez Analys SA (Manosque, France) : Calikit 1 pour les anions, Calikit 2 pour les

cations.
La détermination des cations (K*, Ca2*, Nat, Mg2™) a été réalisée selon Saulnier e al. (1992)
et Schmitt er al. (1993). Les coefficients de variation sont compris entre 0.7 et 2,8%.

L'¢lectrolyte est composé de Tropolone (-2, 4. 6-cycloheptatrienenone) (Sigma, Saint-Louis,



USA) et d' UV CAT 2 (Waters, Milford, MA, USA) L'imection est realisée en mode
¢lectrostatique durant 30 s (volume injecté de 10 nl) et la detection a 185 nm.

La détermination des anions (chiorure, sulfate, phosphate) a eté realisée selon Saulmer er af.
(1992) et Loualeiche ef al. (1993). Les coeflicients de variation sont compris entre 0.5 et 4%.
I.'electrolyte est compose de chromate de sodium tetrahydrate (Aldrich, Milwaukee, WL, USA) et
d'OFM (Osmotic Flow Modifier) Anion BT ™ (Waters, Milford, MA, USA). Le mode

d'injection est le méme que celur des cations mais la détection se fait a 254 nm.



I11. RESULTATS

II1.1. Influence du pH sur la perméabilité des membranes :

Les courbes des flux de permeation Jp (figure 4) lors de I'UF de lactoserum doux
présentent la méme allure, quelque soit la nature de la membrane et le pH. La décroissance des
flux est tout d'abord rapide (quelques minutes) puis elle ralentit pour devenir quasiment linéaire.
Kuo et Cheryan (1983) ont observe une allure semblable lors de I'ultrafiltration de lactoserum
acide sur membrane polymere ainsi que Taddéi er al. (1986) dans le cas de lultrafiltration de
lactoserum doux sur membrane minérale Carbosep M4 (20 kDa).

Les durées d'ultrafiltration pour atteindre le FCV de 1,5 sont trés variables selon le pH
(figure 4). A pH 7,0, la perméabulite de toutes les membranes est augmentee de fagon significative
par rapport a pH 4,6, valeur de pH pour laquelle les flux sont les plus faibles (tableau VI).
Lorsque le pH passe de 7,0 a 4,6, les flux chutent de 70% dans le cas des membranes M1 et M9

et de 50% pour les membranes 0.05um et 0,1um. Ainsi, en fin de filtration, les flux sur M1
passent de 150 Lhilm2a pH 7,0 a 45 Lh-tm2a pH 4,6, Pour la membrane 0,1um, les flux

chutent de 68 Lh-!m2 a pH 7.0 a 28 1Lh-l.m 2 a pH 4.6. Pour toutes les membranes, la

permeabilité¢ a pH 3,8 est améliorée par rapport a pH 4,6. Pour les membranes Carbosep M1 et
MO, les flux passent respectivement de 45 Lh-1.m=2 et 34 Lh-t m2 pour pH 4,6 a 101 Lh1m-2

et 94 Lh-1.m-2 pour pH 3.8. Pour les membranes CFCC, une telle augmentation des flux est

egalement observée (tableau VI1).

111.2. Influence du pH sur le niveau de colmatage total des

membranes :

Le tableau VI présente les valeurs de Rf/Rm en fonction du pH pour les différentes

membranes. Pour chaque membrane, le pH a la méme influence sur la résistance normée de
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Figure 4: Evolution du flux de perméation Jp en fonction du temps lors de I'ultrafiltration de lactosérum
doux sur les membranes Carbosep (M1 et M9) et CFCC (0,051 et 0,111) a différents pH.
Lorsque le FCV 1,5 est atteint, l'ultrafiltration est stoppée (symbolisé par une fleche).
Conditions opératoires : PT =35bar ; V=4ms-1;T=50"C;FCV =1,



Tableau VI. Résistances hydrauliques finales (Rf) et résistances normées (Rf/Rm) des
membranes Carbosep (M1 et M9) et CECC (0,051 et 0,1p) lors de I'ultrafiltration de
lactosérum doux a différents pH.

Membrane
Parametre M1 M9 0,051 C,1u
Jp Lh'lm2)
pH 7,0 150 169 64 68
pH 6,4 105 139 41 60
pH4,6 45 34 34 28
pH 3,8 101 94 64 41
Rf (x 1012 m-1)
pH 7,0 11,1 11,6 33,2 32,8
pH 6,4 17,6 14,5 53,3 37,3
pH4,6 46,7 65,4 64,8 81,0
pH 3,8 18,5 224 33,2 55,0
Rf/Rm
pH 7,0 2,6 5,8 12,8 36,4
pH 64 4,2 7,3 20,5 41,4
pH4,6 11,1 32,7 249 90,0
pH 3,8 44 11,2 12,8 61,1

Conditions opératoires : PT = 3,5 bars; V = 4 m.s'l; T=50°C;FCV =15.
Ip: flux de perméat mesuré a 50°C, a 3,5 bar eta FCV 1,5.



colmatage total. Rf/Rm prend la valeur la plus €levée a pH 4,6, traduisant ainsi une aggravation

du colmatage total a ce pH mais aussi en fonction du temps de contact produit-membrane.

IT1.3. Incidence du pH sur la composition des rétentats et des

perméats :

Dans les tableaux VII et VIII sont rapportes les taux de cendres, MAT, calcium et
phosphate (exprimés en % de 'EST) des permeéats et des rétentats obtenus aux différents pH
d'UF.

Les teneurs en MAT et cendres des retentats obtenus sur toutes les membranes ne varient
pas de manicre significative selon le pH d'UF. Il en est de méme pour les teneurs en calcium et
phosphate.

Par contre, au niveau des permeats, c’est au niveau de la fraction minérale (calcium et
phosphate) que sont observés des changements de composition selon le pH d'UF. En effet, les
teneurs en MAT des perméats ne varient pas de fagon significative.

Les taux de cendres varient ainsi de fagon significative selon le pH d'UF (jusqu’a 40% selon le pH
et la membrane utilisée). Les taux de cendres (exprimeés en % de 'EST) des ultrafiltrats obtenus
aux pH acides sont toujours plus élevés que ceux obtenus a pH 6,4 et 7,0 (tableaux VII et VIII).
Par exemple, pour la membrane M1, les cendres des ultrafiltrats a pH 7,0 , 6,4 | 4.6 et 3,8 sont
respectivement de 8,6 , 8,9, 10.5 et 10,2%.

Les taux en calcium et phosphate (exprimes en % de I'EST) des différents ultrafiltrats varient dans

le méme sens que les taux de cendres (tableaux VII et VIII).

I11.4. Influence du pH sur la transmission des protéines

sériques majeures :

Le transfert (ou transmission) des proteines sériques (o-La et 3-L.g) est apprécié par le

taux de rétention (TR). Un TR de 100% traduit une transmission nulle a travers la membrane.
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Tablean VIIL. Composition des ultrafiltrats et rétentats obtenus sur membrane 0,051 et 0,1 a différents pti.
Conditions opératoires : PT =35bar ; V=4 m.s-l; T=50°C; FCV = 1,5.

EST ! MAT 2 MM 3 a-La? B-Lg Calcium Phosphate

r ko1

ke % EST)
P(UFqps5u-7,0) 48,30 5,07 - 0,23 0,36 0,39 1,28
R(UFp050-7.0) 66,20 17,82 - 1,36 6,36 (.65 1,36
P(U.Fo,oép-m) 48,10 6,37 - 0,54 1,22 0,48 1,35
R(UFpps5p64) 65,20 17,33 - 1,92 6,13 0,60 1,33
P(UFq05,-4,6) 33,50 4,35 10,34 0,03 0,09 0,78 1,55
R(UFgos5u46) 63,80 17,87 8,15 1,68 6.35 (1,64 1,25
P(UFq05.-3.8) 47,40 5,91 10,70 0,14 4,95 0,80 1,58
R(UFpo5u-38) 66,00 17,27 7.88 1,55 6,77 0,56 1,33
P(UFqg1.-7,0) 50,00 7,00 7,80 0,36 1,04 0,48 0,72
R(UFg1u70) 63,60 17,61 8,18 1,18 4,98 0,64 1,46
P(UFq1-6,4) 48,00 7,50 6,46 0,52 1,46 ¢,54 1,02
R(UF0,116.4) 60,80 18,26 9,05 1,22 5,15 0,64 1,37
P(UFq1-4.6) 38,90 6,68 10,54 0,26 0,72 ¢,85 1,36
REUF 14 0) 65,70 16,44 §,37 1,23 5,26 0,73 1,19
P(UFq14-3.8) 40,40 7,10 10,40 0,17 1,36 6,92 2,00
R(UFp13.8) 63,90 15,18 8,45 111 4,60 0,70 1,28

! Extrait sec total ; 2 Matiéres azotées totales ; 3 Cendres ; 4 a-lactalbumine ; 5 B-lactoglobuline ;
Nomenclature : P = perméat, R = rétentat, UF = ultrafiltration, en indice : membrane-pH.



Le tableau 1X présente, pour chaque membrane, les taux de rétention pour les deux
protéines majeures (a-La et $-Lg) selon le pH d'UF. Les teneurs en a-La et en B-Lg (exprimées
en % de 'EST) des différents permeats et rétentats sont données dans les tableaux VII et VIIL

Sans étre egale a 100%. la retention maximale pour les deux protéines est observee a pH
4,6, et ce quels que sotent la nature et le seuil de coupure de la membrane.

Lorsque le pH d'UF est amene a 7.0, le transfert de l'u-La et de la f-Lg a travers les membranes
Carbosep M1 et M9 tend a étre ameliore. Par exemple, les taux de retention en «-La et B-Lg sur
membrane Carbosep M1 passent respectivement de 89% et 95% a pH 6,4 a 77,4% et 89.2% a pH
7,0. Par contre, pour les membranes CFCC 0,05pum et 0,1um, 'augmentation du pH de 6,4 a 7,0
conduit a une augmentation de la rétention de ces protéines, soit donc une diminution de la
transmission (tableau IX). Ainsi, sur membrane CFCC 0,1um, les taux de rétention en a-La et
B-Lg sont respectivement de 66,2% et 77.6% a pH 6.4 contre 76% et 83,6% a pH 7.0

A pH 3,8 et pour toutes les membranes envisagees, le transfert de la B-Lg est privilégie
par rapport a celui de 'a-La. Ainsi, par exemple, pour la membrane CFCC 0,1pm, le taux de

retention en o-La est de 90,1% a pH 3.8, alors que celui de la f-Lg n'est que de 81,3%.
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Tableau IX. Taux de rétention (TR en %) de 'o-lactalbumine et de la B-lactoglobuline
en fonction du pH d'ultrafiltration pour les membranes Carbosep (M1 et M9) et CFCC
(0,05p et 0,11).

Conditions opératoires : PT =3,5bar ; V=4 m.st; T=50°C;FCV =15.

s §

. ppey £ - B
Membrane TR (glactalbumine) HRW (B-lactoglobuline)

(%)
Carbosep M1
pH7,0 77 4 89,2
pH 6,4 89,0 95,0
pH 4,6 99,8 99,8
pH 3,8 99,7 97,9
Carbosep M9
pH7,0 83,3 91,1
pH 6,4 90,0 96,2
pH4,6 99,1 99,5
pH 3,8 99,1 97,7
CFCC 0,05u
pH 7,0 87,6 95,8
pH 6,4 79,2 85,3
pH 4,6 99,1 99,3
pH38 93,5 89,9
CFCC 0,1u
pH 7,0 76,0 83,6
pH 6,4 66,2 77,6
pH 4,6 87,6 91,9
pH 3,8 90,1 81,3

(1): TR = Taux de Rétention (%). Voir Matériel et Méthodes.



IV. DISCUSSION

L'etude de la composition munérale des permeats d'UF montre que l'abaissement du pH
{de 7.0 a 3.8) conduit a une meilleure permeation du calcium et du phosphate a travers les quatre
membranes étudices. Cette forte minéralisation des perméats acides est liee & une solubilisation,
aux pH acides, du calcium et du phosphate (Le Graet et Brulé, 1993). En effet, a partir de pH
5,2, la totalité du phosphate minéral est solubilisé. Pour le calcium, il faut cependant atteindre une
valeur de pH proche de 3,5 pour observer une totale solubilisation. Brulé er a/ (1974) ont
constat¢ effectivement un meilleur transfert de certains ions (calcium, magnésium, phosphore)
lors de I'UF de lait a pH acide. Des travaux plus récents, portant sur I'UF de lactosérum clarifié de
bufflesse sur membrane polysulfone (Jayaprakasha er al, 1994), montrent également une
meilleure permeation du calcium et du phosphore lorsque l'ultrafiltration est effectuée a des pH
acides (de 3,0 a 4,5). Par contre, pour des pH proches de 7,0 et a 50°C, les sels de phosphate de
calcium ont tendance a précipiter (Roger et al, 1976 ; Merin et Cheryan, 1980 ; Madsen et
Thorvardarson, 1984 ; Schmidt et Both, 1987 ; Schmdt et al, 1987). Lors des essais d'UF
réalises a 50°C et a pH 6,4 ou 7,0, les teneurs en phosphate et en calcium des permeats sont plus
faibles que celles des permeéats acides (tableaux VII et VIII). Ces résultats sont en parfait accord
avec ceux de Daufin er al. (1994) lors de I'UF de lactosérum doux clarifie sur membrane M5 a
différents pH.
Ainsi, le pH influe fortement sur ['état de solubilisation du phosphate et du calcium : a pH acide
(3,8 et 4,6), ces minéraux ont tendance a se solubiliser et passent donc davantage a travers les
membranes (Daufin ef al., 1991 ; 1992b) ; a pH 6,4-7,0 et a 50°C, les sels de phosphate de
calcium precipitant avec d'autres constituants, notamment les phospholipides (Fauquant et al.,
1985a et b), moins de calcium et de phosphate libres seraient donc disponibles (Daufin et al.,

1992b), conduisant ainsi a une moindre permeéation.

L'effet du pH d'UF sur le transfert des protéines lactos€riques majeures varie avec la
nature des matériaux membranaires. La surface filtrante des membranes minerales Carbosep est
constituée d'oxydes métalliques (oxyde de zirconium ZrO2 essentiellement), alors que celle des
membranes CFCC est faite de carbone amorphe microporeux, le support étant en carbone pour

les deux types de membranes. L'homogénéité carbone-carbone entre le support et la surface



filtrante confere aux membranes CFCC un caractere plus hydrophobe par rapport aux membranes
Carbosep.

Pour les membranes Carbosep M1 et M9, l'augmentation du pH de 6,4 a 7.0 conduit a un
meilleur transfert des lactoprotéines, surtout de l'a-La (14200 Daj, comparativement a la B-Lg,
car a ces pH, cette derniere existe sous forme de dimere (36800 Da) (Swaisgood, 1982 . Pessen
et al, 1985 | Hill, 1988). Les membranes d'UF Carbosep étant plutdt de nature hydrophile,
I'amelioration du transfert de l'a-La et de la B-Lg peut s'expliquer par une accentuation de
I'hydrophilie de ces protéines, lorsque le pH augmente (Nystrom, 1989 ; Daufin et al., 1991). Par
contre, pour les membranes CFCC 6,05um et 0,1um de nature plus hydrophobe, I'augmentation
du pH de 6,4 a 7,0 conduit a une diminution sensible du transfert de ces protéines (tableau IX). A
pH 7.0, les protéines lactosériques sont pour la plupart chargees négativement et par conséquent
plus hydratées et hydrophiles (Nystrom, 1989). Compte tenu de cette hydratation plus importante
a pH 7,0, le dépot protéique, qui se forme lors de I'UF, sera davantage permeable a l'eau (Daufin
et al., 1994, Gésan et al., 1995), et induira une différence de pression osmotique AIT plus faible
(AIT intervient de maniere negative dans la deéfimtion du flux Jp). Cette hypothese pourrait
justifier la meilleure perméabilité des membranes a pH 7.0 (figure 4) ainsi que les faibles valeurs
de Rf/Rm (tableau VI).

A pH 4,6, quel que soit le type de membranes, des perméablités minimales ainsi qu'un
colmatage total important sont observés. Ces résultats sont en parfait accord avec les donnees de
la littérature. Fane ef a/. (1983) et Hanemaaijer e7 a/. (1989) montrent que les flux de permeation
sont les plus faibles pour des pH d'UF proches du poeint isoélectrique (pl) des proteines. A pH
4.6, l'a-La (pI compris entre 4,2 et 4,5) et la f-Lg (pI = 5,2) sont moins solubles et la répulsion
entre protéines est minimale (Hayes e/ al., 1974). La conséquence est alors la formation d'une
couche de polarisation plus épaisse, plus dense (Taddéi ef al., 1986) et une elévation de la
différence de pression osmotique AIT. De plus, la solubilisation partielle du phosphate et du
calcium pourrait également étre responsable du colmatage important des membranes (Cheryan et
Merin, 1981 ; Daufin ef al, 1991). D'ou une chute des flux de perméation (figure 4) et des
valeurs élevées pour Rf/Rm (tableau VI). Dans ces conditions, la rétention des protéines
lactosériques est élevee, proche de 100% (tableau IX).

A pH 3.8, les flux sont améliorés par rapport a pH 4,6, puisque les protéines sont
davantage solubles. Pour toutes les membranes, le transfert de la B-Lg a pH 3,8 (sous forme de

dimere) est privilégié par rapport a celui de l'a-La. suggérant une modification conformationnelle
p gie p PP £g
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de cette derniere. Les taux de rétention de I'a-La sur toutes les membranes sont effectivement
plus importants qu'aux pH 6.4 et 7.0 (tableau IX). A partir de pH 3,3, l'a-La subit des
changements de structure avec une tendance a la polymeénsation (Kronman ef al., 1964
Bramaud et al.. 1995). Ce changement de structure implique des residus Asp qui, a la suite de la
libération de lion Ca™ constitutif, conduit a l'ouverture de la molécule par répulsions
electrostatiques des groupements carboxyliques (Acharya et al, 1989). Cette tendance a la
polymérisation de l'a-La a pH 3,8 et a 50°C, decrite par Pearce (1983), a éte mise a profit par

Pierre et Fauquant (1986) pour le fractionnement des protéines du lactosérum.



V. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Cette etude montre l'importance du pH lors de 'UF de lactoserum. Son effet sur la
permeabiiite, le colmatage total des membranes ainsi que sur le transfert des protéines seriques
majeures peut s'interpréter notamment par des modifications de polymensation, d'hydrophilie et
de charge des protéines. L'é¢tude de la composition minérale des permeats confirme le role
significatif des phosphates de calcium dans le colmatage des membranes. Le lactosérum n'étant
pas prealablement clarifie, il ne faut pas exclure les phospholipides, qui peuvent intervenir dans
l'encrassement des membranes (Fauquant er al., 1988 ; Taddéi ef al., 1988).

Les selectivités des membranes sont différentes selon le pH d'UF, et cette étude permet de
situer les différentes possibilités de séparation des protéines du lactosérum, en vue d'extraction et
purification ultérieures. Ainsi. des dérives de pH, lors de I’'UF de lactosérum, peuvent conduire
non seulement a des performances membranaires différentes, mais aussi a des perméats
qualitativement et quantitativement différents. D’ou la nécessité, sur des installations industrielles,
de bien maitriser ce parametre important.

Cette etude systematique du transfert des protéines sériques majeures (a-La et 3-Lg) nous
incite a cerner de fagon plus approfondie 'influence d'autres parametres physicochimiques (force
lonique) et des parametres operatoires (PT et V) Ainsi, pourra t-on davantage apprecier
I'importance de tel ou tel parametre, et en fonction des objectifs a atteindre, adopter la stratégie
optimale c'est-a-dire celle résultant d'un compromis entre le choix de la membrane, le pH, la force
1onique et les parametres hydrodynamiques.

Pour les membranes Carbosep (M1 et M9), trois facteurs seront étudiés lors de prochains
travaux : le pH, la concentration en NaCl, et la vitesse tangentielle de balayage. Pour les
membranes CFCC (0,05um et 0,1um), un autre facteur est a rajouter : la pression
transmembranaire, €tant donné leurs seuils de coupure a la limite UF/MF. Mais en raison du
nombre important de facteurs, un plan d'expérience doit étre envisage. La réponse au niveau des
retentions et du colmatage au facteur pH s'inscrivant dans un polynéme du second degré, le plan
d'expérience choisi est celui utilisant les matrices de Doehlert. Ce plan d'expérience est optimum
pour les réponses décrivant un polvnome du second degré, avec un minimum d'essais (Doehlert,
1970 ; Goupy, 1990). C'est la raison pour laquelle le polyndome du second degré avec utilisation

des matrices de Doehlert nous semble le choix le plus judicieux.
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Chapitre 11

VALORISATION DE LA FRACTION MINERALE |
DE LACTOSERUM ACIDE :
EXTRACTION DE PHOSPHATE DE CALCIUM

ET »
PURIFICATION PAR MICROFILTRATION |




I. INTRODUCTION

I.1. Les lactosérums acides :

I.1.1. Composition des lactosérums acides :

Les lactoserums acides renferment moins de lactose et plus de sels minéraux que les
lactosérums doux (tableau 1) (Webb, 1972 ; Hargrove er al,, 1976 ; Alais, 1984). Cependant,
contrairement aux lactosérums doux, les lactosérums acides ont une composition trop variable
pour que la détermination des teneurs moyennes en divers constituants présente un intérét
(Veisseyre, 1979 ; Saulnier ef al., 1995). Ces variabilités de la composition sont a relier avec le
passe technologique des lactosérums (Saulnier ef al., 1995).

Le Tableau X donne la composition minérale moyenne (en % de la matiere seche) de deux
types de lactosérums acides. Ce tableau souligne la grande hetérogénéité de la fraction minérale
d'une technologie a une autre, mais aussi au sein d'une méme technologie. En effet, pour un méme
fromage, les lactosérums peuvent différer selon l'usine (Saulnier ez al., 1995). 1l est donc difficile
de donner une composition minérale standard des lactosérums acides. Ainsi, de par sa faible
teneur en lactose, en proteines, et sa forte mineralisation variable, les lactosérums acides sont
moins bien valorisés que les lactoseérums doux destinés a l'alimentation humaine et animale

(Adrian et Bourlier, 1980).

[.1.2. Etude de la fraction minérale du lactosérum et des équilibres salins :

1.1.2.1. Généralités :

D'aprés la composition en cations et anions des lactosérums (Tableau X), les sels les plus
communément présents sont des phosphates, des citrates, des chlorures et des carbonates de
calclum, de magnésium, de sodium ou de potassium. Ces sels peuvent étre sous différentes
formes :

- entierement solubles

- en partie nsolubles s'ils sont a sursaturation.

(98]
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Tableau X. Composition minérale moyenne (en % de la matiére seche) pour deux
types de lactosérums acides.

Lactosérum Lactosérum
technologie pate fraiche technologie pate molle

Potassium 2,83b 2,22a:327b .92 47¢
Calcium 1,67b;1,90d 1,432 ;0,88b ; 2 08¢
Sodium 0,984 0,662 ; 0,88¢
Magnésium 0,150 0,152 ;0,15P
Chlorure 1,514 2,112
Phosphate 3,47b ;3 40d 3,22a;3,40b ;3 32¢
Citrate 0,43¢
Lactate 10,004 12,58¢

)

: Hargrove et al., 1976.

» Adrian et Bourlier, 1980.
: Moulin et Galzy, 1984.

s Sottiez, 1985.
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Les principaux equilibres salins dans les lactosérums sont résumés dans le schéma de la figure 5.
D'apres la loi de dissociation électrolytique des sels en solution aqueuse, les sels solubles

peuvent étre totalement dissocies (geénérant par conséquent des anions et des cations libres) ou en

partie non dissocies.

o (= nombre de molecules dissociees/nombre de molécules non dissociées) est le coeflicient de

dissociation.

D'apres la loi d'action de masse, dans une solution aqueuse d'un sel a la concentration mitiale c, il

restera a l'équilibre ¢(1-¢t) molecules de sels non dissociés AB :

K
AB == AT+ B
c
c(1-a) ca ca

La constante d'equilibre K est alors egale a c2a/c(1-at).

Dans le cas d'électrolytes faibles, ¢ est petit par rapport a l'unité, et c(1-a) est équivalent a c.
D'ou K = ca? soit o = VK/c.

En considérant V, le volume melaire (V = 1/¢), le coeflicient de dissociation d'électrolytes faibles
est égal a VV K (loi de dilution d'Ostwald).

Plus la concentration d'un €lectrolyte faible est petite, plus V son volume molaire augmente et

plus la dissociation électrolytique est grande.

Dans le cas d'électrolytes forts, o est grand, proche de 1, et la dissociation est complete.

Dans les lactoseérums, les chlorures, €lectrolytes forts, sont completement dissociés. En revanche,
les anions phosphates, citrates et carbonates sont des électrolytes faibles. Ils sont peu dissociés et
sont présents sous différentes formes en fonction du pH du lactosérum et des constantes de
dissociation de leurs fonctions acides (tableau XI et figure 6). Ainsi, dans les lactosérums acides,

dont le pH est voisin de 5,0 (pH allant de 4,6 a 5,2), les citrates sont a 50% sous forme
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Figure 5: Equilibres salins du lactosérum (Ferrero, 1991).




Tableau XI. Constantes de dissociation des acides faibles a 25°C.

Acide pKq pK2 pKs
Citrique 3,12 4,76 5,40
Phosphorigue 2,14 7,09 12,31
Carbonique 6,37 10,25 -




Proportions en % des différentes formes
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Figure 6 : Ionisation des acides faibles du lait en fonction du pH.
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H7 citrate™, 25% sous forme H citrate=~ et 25% sous forme de citrate”~. Les phosphates sont
entierement sous torme H>PO4™ et les carbonates sous forme H2CO3.

Concernant les cations, il est admis que certains composants sont totalement 1onises, ainst Na™ et

K™ sont probablement non combines a d'autres composants. En revanche, selon Pyne (1962},

seulement 30% du calcium dissous et 20% du magnesium dissous sont sous forme ionisce, le

reste etant sous forme de sels non dissocies ou de complexes non dissocies (complexes

anioniques du tvpe citrate” Ca et citrate™ Mg).

1.1.2.2 Facteurs modifiant les équilibres salins :

[.1.2.2.1. Influence de la température :

Le refroidissement du lait et du lactosérum conduit a une augmentation des teneurs en
calcium et phosphate inorganiques solubles (Schmitt ef al, 1993). Les phosphates de calcium
sont plus solubles a froid qu'a chaud. Le calcium dissous augmente de 10% apres 24 heures de
maintien a 2°C (Brulé et Fauquant, 1981).

Le chauffage du lait conduit au transfert du calcium et du phosphore inorganique de la
phase dissoute vers la phase colloidale. Le phosphate de caicium est a saturation dans le lait et le
lactosérum, et sa solubilit¢ diminue quand la température augmente (Le Graet et Brulé, 1993 ;

Saulnier ef al, 1995). Sa précipitation est favorisée sous forme de phosphate tricalcique avec

libération d'ions H™ et chute du pH (Schmitt er /., 1993). Pouliot e7 al. (1989a et b) montrent en
effet que le phosphate et le calcium mais aussi le citrate et le magnésium precipitent par chautfage

entre 20 et 90°C.

1.1.2.2.2. Influence du pH :
Tout changement de pH entraine une modification importante du degré de dissociation
des sels a l'état soluble et des changements dans les équilibres entre formes salines solubles et

colloidales (Evenhuis et De Vries, 1957) (tableau XI et figure 6). Selon Brule (1981), st la
concentration en ions HY augmente, les équilibres salins sont déplacés vers les formes H2PO4~ et
H? citrate avec consommation de HPO42- et de citrate3-, Ainsl, lors de l'acidification du lait, du
PO4HCa et du citrate-Ca se dissocient et entrainent la dissociation des micelles avec

augmentation de la quantite de calcium soluble.



Le Graet et Brule (1993) confirment ces données : la totalité du phosphate minéral est solubilisée
a pH 5.2, alors qu'il faut atteindre un pH de 3.5 pour que tout le calcium et le magnésium le
soient. Toutefots, la totalité du phosphate et du calcium n'est jamais sous forme soluble dans les
lactoserums acides, compte-tenu de leur fort pouvoir tampon. En effet, en assimilant le pouvorr
tampon du Jactoserum a celui du jait (Lucey ef al., 1993a,b et ¢)), tout Je calcium et le phosphate

de la cascine ne se solubiliseraient pas.
[.1.2.3. Nature de l'insoluble mineral :

Dans les lactoserums acides (pH proche de 5,0), en raison de leur ionisation (figure 6),
l'insolubilité du citrate et du phosphate reste cependant difficile a expliquer. En effet, Schmidt et
Both (1987) mettent en evidence une precipitation de phosphate de calcium dans une solution
aqueuse a légere sursaturation entre pH 5,3 et 7,5, La nature cristalline du phosphate de calcium
fait 'objet de nombreuses controverses. Il s'agit pour Evenhuis et De Vries (1957) de phosphate
de calcium sous forme apatite ou, d'aprés Pyne et Mac Gann (1960), de phosphocitrate de
calcium sous forme apatite €également, ou encore, selon Rose (1965) d'un complexe apatite-
citrate. Lyster (1972) a méme propose une structure de type hydroxyapatite. Plus recemment,
Saulnier ef al. (1995), sur des lactoserums acides préconcentres, mettent en €vidence la présence
de brushite (ou monohydrogénophosphate de calcium dihydraté) de formule CaHPO4, 2H20,
ainsi que de citrate de calcium. La nature exacte de ce citrate n'a cependant pas pu étre €lucidee

pour ['heure.

1.2. Les différentes formes de phosphates calciques :

1.2.1. Nature chimique des principaux phosphates de calcium :

Les formes le plus souvent mises en €vidence sont les orthophosphates mono, di et

tricalciques.



[.2.1.1. Orthophosphate monocalcique :

De formule chimique Ca(H2PO4)2. ce sel de phosphate peut se trouver sous forme
anhydre ou monohvdraté. La poudre a un aspect granuleux, délisquescent ¢t de couleur

blanchatre. Ce sel est soluble dans 'eau et insoluble dans 'alcool.

i 2.1.2 Orthophosphate dicalcique :

Ce sel peut se trouver sous forme anhydre et hydrate. Lorsqu'il est dihydraté, on parle

alors de brushite ou monohydrogenophosphate de calcium dihydrate (CaHPO4, 2H20). La

brushite se presente sous forme de poudre blanche impalpable. Ce sel est pratiquement insoluble

dans l'eau et l'alcool, mais est soluble dans les acides nitrique et chlorhydrique dilues.

[.2.1.3 Orthophosphate tricalcique :

Les formes observees sont le diorthophosphate tricalcique ou whitlockite (Ca3(P04)2)
ainsi que l'hydroxyapatite (Cas5(PO4)30H). La poudre est blanche et impalpable. Ces sels sont

insolubles dans l'eau et 1'alcool, mais solubles dans les acides nitrique et chlorhydrique dilués.

1.2.2. Etude cristalline de la brushite :

1.2.2.1. Rappels sur les systemes cristallins :

L'état cristallin est caractérisé par la distribution des atomes selon un schéma régulier et

periodique dans les trois dimensions de l'espace.

1.2.2.1 1. Notion de maille ¢lementaire :
Soit un atome quelconque O. Cet atome peut étre reperé dans l'espace au sein d' un
parallélipipede selon trois axes (Ox), (Oy), et (Oz). Les cdtés de ce parallelipipede sur les axes
(0x), (Oy), et (Oz) sont respectivement appeles a, b, et ¢ (figure 7). Ce motif est encore appelé

maille éléementaire.



A:

-

Figure 7 : Notion de maille élémentaire.



La forme et la taille de cette maille ¢lementaire sont definies par six parametres
- les cotesa, betc .
- ¢ - angle entre l'axe (Oy) et (Oz) |
- 3 - angle entre l'axe (Ox) et (Oz) ;
- v angle entre 'axe (Ox) et (Ov).
La taille de cette maille est de l'ordre de quelques dixiemes de nm. La repetition dans les trois

dimensions de l'espace, par simple translation, d'une maille élémentaire donne alors le réseau ou

systeme cristallin.

1.2.2.1.2. Les sept systémes cristallins
Il existe sept mailles elémentaires qui deéfinissent ainsi sept systémes cristallins (figure 8).
A titre d'exemple, le sel gemme cristallise dans le systeme cubique ; le quartz dans le systéme

rhomboedrique ; le gypse dans le systeme monoclinique.

1.2.2.2. Structure cristalline de la brushite :

La structure cristalline de la brushite a été résolue a 0,03 A (Beevers, 1958). La brushite
cristallise dans le systeme monoclinique (groupe I 2/a) avec les parametres suivants : a = 5,812 +
0,002, b = 15,180 £ 0,003, ¢ = 6,239 £ 0,002 A ; o =y = 90°, B = 116°25' £ 2'. La maille
élémentaire a un volume de 492,9 A3 avec une densité de 2,318 g.cm™3 (Bragg, 1937). lly a 4
molécules de CaHPO4, 2H20 par maille.

La brushite est isotype du gypse (CaSO4, 2ZH20) avec lequel il peut entrer en solution
solide (Hill et Hendricks, 1936 ; Smith er a/., 1955). En effet, le gypse cristallise dans le systéme
monoclinique avec les paramétres suivants (Onorato, 1929) : a = 5,700, b = 15,17, ¢ = 6,502 A ;
o=v=90° 3 =118°23"

La figure 9 donne un possible arrangement des différents atomes constitutifs (Beevers, 1958)
ainsi que les distances entre atomes. Les atomes de Ca et de P, reliés par les atomes O du
tétrahedre phosphate, s'organisent en chaines continues formant ainsi des feuillets. Les molécules
d'H20 interagissent avec les oxygenes du tétrahedre phosphate, mais aussi avec l'atome Ca et H

du phosphate.
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1.2.3. Quelques utilisations des phosphates calciques :

Les phosphates mono, di et tricalciques sont utilises en industrie agroalimentaire comme
additifs (E 341 L I, III respectivement). Aussi, leur application est trés diversifiée -

- dans les sels alimentaires sous forme de phosphate tricalcique afin de rendre le sel de
cuisine moins hygroscopique. La legislation {(circulaire du 2 mai 1952) impose des doses
maximales de 2%.

- dans les boissons non alcoolisées aux fruits, comme agent anti-agglomérant (doses
maximales . 0,6% du produit pulvérulent, article ler, A du 28 mai 1979).

- en panification, sous forme acide, pour remedier aux inconvénients du developpement
de Bacillus mesentericus. Le développement de cette bactérie conduit a un pain dont la mie est
visqueuse et par consequent impropre a la consommation.

- dans les poudres a lever, sous forme monocalcique.

- dans les hydromels (botsson de muel pétillante sans adjonction de CO2). L'addition de
phosphate bicalcique permet d'avoir une fermentation réguliére (loi du ler adut 1985).

- en diététique :

. comme agents anti-aggiomérants : phosphates mono, di et tricalcique (doses maximales : 2%).
. substances d'apport minéral : phosphates neutres de calcium et glycérophosphate de calcium
(article 4, alinéa 2.1.3.A du 4 adut 1986 modifié par l'article du 14 décembre 1988).
- en alimentation animale :
. comme agent liant, anti-mottant, anti-coagulant (doses maximales : 30 000 ppm).
. comme régulateur d'acidite.

_en correction minérale des rations animales.
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I.3. Objectif de I'étude :

L'objectif a atteindre est la mise au point dun procédé d'extraction-punfication,
extrapolable a l'echelle industrielle, de phosphate de calcium a partir de lactoserum acide de
fromagerie.

Ce projet trouve son origine par les relations tres anciennes entre le Laboratoire des
Biosciences de I'Aliment (Nancy, France) et la societé Lacto Serum France (Verdun, France). La
collaboration entre ces deux partenaires, a travers 9 programmes, a conduit a mieux maitriser la
qualite de la fraction minéralo-protéique du lactosérum, principal co-produit de la filiére laitiere.
Lacto Sérum France produit 70 a 75 000 tonnes de poudre de lactoserum par an. Ce co-produit
contient en moyenne 10 g1 de matieres minérales dont environ 2,5 g.I' de phosphore et de
calcium. Or, ces minéraux "encrassent" les concentrateurs alors qu'avec une méthode d'extraction
performante et peu onéreuse, ils peuvent étre utilisés entre autre par les entreprises de travaux
publics. C'est ainsi que cette étude a et deécidée suite a la demande d'une société, produisant du
béton, de poudre de phosphate de calcium d'origine "biologique". En effet, 1a brushite, ajoutée au
béton, diminue les temps de prise et en augmente l'effet. Le "cahier des charges", imposé par cette
societe, fixe une poudre a 70% de pureté en phosphate de calcium et moins de 8% de matieres
organiques.

En raison de sa forte minéralisation par rapport aux lactoserums doux (Adrian et Bourlier,
1980), le lactosérum acide smpose.

Ainst, dans un premier temps, il s'agit de definir les valeurs optimales de pH et de tempeérature
favorisant la co-précipitation du phosphate et du calcium, tout en limitant les pertes en proteines
et l'augmentation du taux de cendres dans le lactosérum ainsi clarifié. Le phosphate de calcium
doit par conséquent se retouver sous forme insoluble dans une phase plus dense que le serum lui-
méme, donc facilement réecupérable par simple décantation.

Puis, une ¢tape de mucrofiltration tangentielle de la fraction ainsi précipitée, sur membrane
minéerale 0,2pum (L.e Carbone Lorraine, Pagny-sur-Moselle, France), est envisagée afin d'accroitre

la pureté en phosphate de calcium.



II. MATERIEL ET METHODES

I1.1. Méthodes analvtiques courantes :

11.1.1. Determination de la teneur en matiere seche :

- Prise d'échantillon de 5 ml pesés dans une coupelle contenant du sable de
Fontainebleau.

- Etuvage 7 heures a 103°C + 2°C dans une étuve ventilée.

- Refroidissement 30 minutes dans un dessiccateur.

- Pesée du residu sec obtenu.
Précision de la méthode : + 1%.
I1.1.2. Determination de la limpidité des lactosérums -
- Appréciation de la limpidité des lactosérums par mesure de la Densité Optique (DO)
dans une plage du spectre visible entre 550 et 800 nm.
- Choix de la longueur d'onde d'émission a 600 nm (Fauquant ef al., 1985a et b).
I[.1.3. Détermination de la fraction protéique
I1.1.3.1. Deétermination de la Matiere Azotée Totale (MAT) :
Utilisation de la methode de Kjeldhal.
- Minéralisation pendant 2 heures 30 minutes dans un matras de 600 ml,
- Distillation et titration directe dans un matras avec un appareil automatise

Vapodest Gerhardt.

Précision de la méthode : + 1%,



I1.1.3.2. Dosage des protéines lactosériques majeures :

Les teneurs en a-lactalbumine et en f3-lactoglobuline sont déterminées par HPLC (chaine
HPLC Merck 6200 L) avec une colonne C4 Delta Pak (150 cm x 3.9 mm, 5 pum) (précision de la
methode :© 3%). L'acquisition et J'exploitation des resuitats sont reaiisees a l'aide du logiciel
Millenmum 2010 (Millipore, Waters, Milford, MA, USA). L'¢lution des protéines est realisee en
gradient d'acetonitrile 0-80% et en presence de 0,1% (v/v) d'acide trifluoroacetique. Le debit est

de 0,7 ml.min™" et la détection des protéines est réalisée a 280 nm.
I1.1.4 Détermination du lactose :

Le dosage du lactose est effectué par électrophorese capillaire (unité d'électrophorese
capillaire Quanta 4000, Waters, Milford, MA, USA). Le capillaire utilisé est en silice fondue, d'un
diametre interne de 50 um et de 90 cm de longueur.

La méthode utilisée est adapteée de Vorndran ez al. (1992). qui ont dosé differents types de
glucides dans les jus d'orange. L'¢lectrolyte est compose d'acide sorbique 7 mM, dont le pH est
ajusté a 12,0 a l'aide de NaOH 0,5 N. L'injection est réalisée en mode hydrostatique durant 20

secondes (volume injecteé de 10 nl), et la détection se fait a 254 nm.

I1.2. Méthodes d'analyse de la fraction minérale :

11.2.1. Détermination du taux de cendres :

Selon la méethode de référence AOAC (1945, Standard 559) :
- Prise d'échantillon (2 ml pesés).

- Calcination au four a 550°C pendant 8 heures.

- Refroidissement 30 minutes au dessiccateur.

- Pesée du résidu obtenu.

Précision de la méthode : + 1%.
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I1.2.2. Dosage des min¢raux :

Le dosage des cations et anions s'effectue par ¢electrophorese capillaire. L'electrophorese
capillaire est le modele Quanta 4000 (Waters, Milford, MA, USA). Le capillaire utilisé est en
silice fondue, d'un diametre interne de 75 um et de 100 em de longueur. L'acquisition et
Pexploitation des resultats sont realisces a l'aide du logiciel Maxima 820 {Waters, Milford, MA,

USA).

I1.2.2.1. Dosage des cations :

La détermination des cations (K™, Ca2*, Na™, Mg<™") a été optimisée par Saulnier ef al.
(1992) puis par Schmitt e al. (1993). Les coeflicients de variation sont compris entre 0.7 et
2,8%. L'electrolyte est compose de Tropolone (-2, 4, 6-Cycloheptatrienenone), de 18-Crown-6
(1,4, 7, 10, 13, 16 Hexa Oxacyclo-Octadécane) (Sigma, Saint-Louis, USA) et de UV CAT 2
(Waters, Milford, MA, USA). L'injection est realisée en mode électrostatique durant 30 secondes

(volume njecte de 10 nl). La deétection se fait a 185 nm.

I1.2.2.2. Dosage des anions et des acides organiques :

I.a détermination des anions (Cl-, 8042-? phosphate mineral) et acides organiques (acetate
et lactate) a éte optimisée par Jandik ef al. (1992), Saulnier ef al. (1992) puis par Louaileche ef
al. (1993). Les coefficients de variation sont compris entre 0,5 et 4%. L'electrolyte est compose
de chromate de sodium tétrahydraté (Aldrich, Milwaukee, WI, USA) et dOFM Anion BT ™
(Waters, Milford, MA, USA). Le mode d'injection est le méme que celui des cations mais la
détection est réalisée a 254 nm.

Il est a noter que l'electrophorese capillaire permet de doser les phosphates inorganiques
alors que les autres techniques classiques ne différencient pas le phosphate minéral du phosphate

organique. Un facteur correctif de 1,25 est utilisé pour tenir compte de I'ensemble du phosphate.
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11.2.3. Méthodes de détermination de la nature des structures cristallines -

[1.2.3 1. Diffraction des rayons X :

1L.2.3.1.1. Principe

Les ravons X sont diffuses sans perte d'énergie par les particules chargees electriquement
de la matiere, et principalement par les ¢lectrons. De ce fait, les solides peuvent €tre considérés
comme la seule repartition de densités électroniques. St les objets ditffusants sont disposes de
facon periodique, ce qui est le cas des nuages électroniques dans les especes cristallines, la
quantité¢ de rayonnement diffuse n'est grande que dans certaines directions pour lesquelles les
rayonnements diffusés sont en phase. Ce type particulier de diffusion est appelé diffraction.
L'observation d'un rayonnement diffracté¢ est donc soumise a des conditions qui peuvent
s'exprimer de differentes fagons, parmi lesquelles la loi de Bragg : 2d.sin@ = K. A. Elle permet de
déterminer, pour un rayonnement d'incidence 8 et de longueur d'onde A, la distance "d" entre des
plans diffractants. Dans la formule, le nombre "K" est appelé "ordre de diffraction". Dans la
pratique, les grandeurs d/K sont déterminées a partir d'un enregistrement donnant les quantites de

rayonnement diffracté en fonction de I'angle d'incidence.

[1.2.3.1.2. Mode opératoire :

Les diagrammes de diffraction sont réalisés selon la méthode Seeman-Bohlin sous la
radiation Ko du cobalt. Du silicium est mélange en quantité convenable a chaque poudre
lyophilisee, ses raies servant d'e¢talon. Les spectres de diffraction des rayons X sont réalises pour
des angles d'incidence 6 de 0 a 35° La longueur d'onde du rayonnement incident (raie Ko du
cobalt) est de 1,78892 A  Afin d'obtenir une bonne précision sur les valeurs mesurées des
distances réticulaires, les diagrammes sont lus sur lecteur de film "Line Scanner LS-20" (Kej

Instruments, Taby, Suede).
11.2.3.2. Microscopie électronique a balayage (M.EB )
[1.2.3.2.1. Pnincipe :

Dans le microscope a balayage, un faisceau primaire d'électrons, d'une extréme finesse,

explore toute la surface de l'objet. Chaque point de l'objet ainsi "illuminé" émet des €lectrons qui,
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apres passage a travers un multiplicateur, un scintillateur et un amplificateur, modulent le faisceau
cathodique d'un récepteur de television.

Le microscope ¢lectronique a balayage se préte, en dehors de la simple vision, a
d'interessantes applications dans le domaine de l'analyse chimique d'échantillons microscopiques.
(ar le bombardement electronique d'un pomnt de 'echantilon induit un rayonnement X aux raies

caracteristiques des clements chimiques qu'il contient,

I1.2.3.2.2. Préparation des ¢chantillons
L'examen au ME.B. nécessite une préparation préalable des poudres qui sont

electriquement isolantes. Elle consiste a deposer sur leur surface une couche de carbone par

évoparation sous vide de 10-0 atm. Ce carbone conducteur "écoule" les électrons du faisceau. ce
qui evite des effets de charge qui défocaliseraient le faisceau et modifieraient I'énergie d'excitation

regue par l'échantillon.

I1.3. Origine et composition du lactosérum utilisé :

Le lactosérum utilise est un lactosérum acide de fin d'egouttage a 6% d'extrait sec
(Besnier, Rosnes, France), provenant d'une fabrication fromagere de type pate molle.

Apres collecte des tables d'égouttage, le lactoserum est refroidi a 2-4°C et additionne
d'azide de sodium (a raison de 0,2 g.I'') pour prévenir de toute prolifération bactérienne. Son pH
est de 5,07 + 0,11. Le tableau XII donne sa composition movenne.

L'é¢tude de la composition de ce lactoserum montre d'importants coefficients de variation
concernant entre autre la fraction minerale (lactate et phosphate notamment). Les causes de la
variation de la composition minérale sont en premier lieu a rattacher aux variations qualitatives
des laits -sous les effets combinés de l'alimentation, des facteurs climatiques et du stade de
lactation- et en second lieu, aux technologies fromageres diversifiées (Roeper, 1971 ; Matthews,
1978 ; Huffman, 1988 ; Saulnier ef al.,, 1995). Notons enfin qu'en fonction du volume demande,
le lactosérum utilisé pouvait étre un "melange"” de milieu et de fin d'égouttage, accentuant ainsi la

variabilité de la matiere premiére.
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Tableau Xil,Composition moyenne du lactosérum utilisé {en g pour 100 g d'extrait sec).

Moyenne* Ecart-type Coefficient de variation
(%)
pH 5,07 0,11 2,16
Extraitsec (gkg?) 67,30 3,00 4,45
MATD 17,33 0,93 5,36
Cendres 17,00 1,46 8,58
Potassium 2,77 0,25 9,02
Calcium 4,70 0,38 8,08
Sodium 1,05 0,10 9,52
Magnésium 0,14 0,01 7,14
Chlorure 1,82 0,17 9,34
Sulfate 0,15 0,01 6,66
Phosphate 343 0,38 11,07
Lactate 16,18 1,83 11,31

* : moyenne de quinze analyses.
(). Matieres azotées totales.



I1.4. Traitement du lactosérum :

il s'agit d'abord de definir les valeurs optimales de pH et de température favorisant la co-

precipitation du phosphate et du calcium, tout en lunitant les pertes en proteines et augmentation
du taux de cendres dans le lactosérum ainst clarifié, c'est-a-dire dans le surnageant de décantation
statique (figure 10).
L'etude porte sur cinqg valeurs de pH (6,0 - 6,2 - 6,4 - 6,6 - 6,8) et trois températures (50, 55 et
60°C). Cette etude est réalisee a l'échelle laboratoire. 500 ml de lactosérum acide de fin
d'égouttage sont refroidis a 2°C, additionnés d'azide de sodium (a raison de 0,2 g.1”) et ajustés au
pH choisi a cette température a l'aide de NaOH 5N (figure 10). L'échantillon est alors chauffé sur
agitateur chauffant. Des que la température souhaitée est atteinte, le lactosérum ainsi traité est
verse dans une eéprouvette graduée et place au froid a 4°C. La décantation dure une journée |
apres cette période, le volume de deécantat obtenu est relevé. Le décantat statique est alors soumis
a trois centrifugations successives (2000 g, pendant 15 minutes) entre lesquelles le culot est lave a
l'eau ultrapure, afin d'¢liminer les proteines et les phospholipides se retrouvant dans le décantat.
Le dernier culot de centrifugation est alors resolubilisé puis lyophilisé (figure 10). La composition
du surnageant et du lyophilisat est alors analysce. Cing essais ont €té réalisés pour un couple de
tempeérature et de pH donné.

Une fois les valeurs de pH et de température definies, nous sommes passes a l'échelle
"pilote” afin d'échantillonner la société de travaux publics en poudre de phosphate de calcium
(tigure 11). Partant d'un volume de 1000 litres de lactoserum acide a 6% d'extrait sec, la
precipitation a pH 6,2 et a 50°C induit la decantation de deux phases. Outre le surnageant, se
forme un deépot mineral blanchatre et plombant (le décantat), au-dessus duquel apparait une
couche plus gélatineuse et jaunatre. Le surnageant et cette couche gélatineuse sont soutirés. Le
décantat est lave plusieurs fois a l'eau deéminéralisée. Le decantat "lave" additionné d'eau
déminéralisée (ou décantat minéral) est alors microfiltré sur membrane minérale CFCC 0,2um (Le
Carbone Lorraine, Pagny-sur-Moselle, France). Le rétentat se sépare en deux phases au bout de
quelques heures, dont un deépdt trés dense et de couleur grisitre. Le dépot du rétentat de

microfiltration et le décantat "lave" sont alors Iyophilisés puis soumis aux analyses.
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| 500 ml de lactosérum acide (6,7% ES)
refroidi a 2°C et additionné de N‘aN3

Y

Ajustement du pH a 2°C
60 -62-64-66-68

\

|
CHAUFFAGE 2 50, 55 ou 60°C

v

DECANTATION STATIQUE (24 heures a 4°C)

|

y

Y

SURNAGEANT de décantation statique r

y

'

ANALYSES::
pH
DO 600nm
Extrait sec
Cendres
Matieres Azotées Totales
Minéraux

DECANTAT de décantation statique

'

Centrifugations (2000 g, 15 min)
Lavages
|

Récupération du culot

Lavages
Lyophilisation

'

ANALYSES DELA POUDRE:
Cendres
Matieres Azotées Totales
Calcium
Phosphate
Lactose
Rayons X

Figure 10 : Protocole de traitement du lactosérum acide pour I'étude de l'influence du pH et de la
température sur la co-précipitation de phosphate et de calcium.



1000 litres de lactosérum acide (6,7% ES)
refroidi a 2°C et additionné de NaN5

Y

Ajustement du pH a 6,2 2 2°C

|

i
!

y
CHAUIFAGE 2 50°C
i
\

DECANTATION STATIQUE (24 heures 4 4°C)

|

Y
SURNAGEANT (700 litres) Couche gélatineuse (100 litres)
| B DECANTAT (200 litres)

=

Y

l
i
Y Soutirage du surnageant et de la couche gélatineuse

ANALYSES :
Extrait sec
Cendres Lavages du DECANTAT — —® Lyophilisation
Matieres Azotées Totales
Minéraux ,
ANALYSES DE LA POUDRE:
Cendres
Matieres Azotées Totales
MICROFILTRATION prokcim
DU DECANTAT "LAVE" LOSP ate
Membrane 0,2um CFCC actose
Rayons X
* M.E.B.
RETENTAT ,
| |
Y |
Dépot de RETENTAT — — — = Lyophilisation

Figure 11: Protocole de traitement du lactosérum acide pour l'extraction-purification a
l'échelle "pilote” de monohydrogénophosphate de calcium.



I1.5. Microfiltration tangentielle du décantat minéral :

[1.5.1. Description de la boucie de MF tangentielle -

La boucle de MF utilisée est 'unité pilote KARIN 2 (Le Carbone Lorraine, Pagny-sur-
Moselle, France). Ce pilote est utilise en boucle semi-fermée, avec recyclage du retentat dans le

reservoir d'alimentation.
I1.5.1.1. Description des équipements :

Le pilote est assemblé dans un rack (L : 1080 mm ;1: 450 mm ; H : 600 mm). Sur ce
rack, on trouve (figure 12) :

- une pompe d'alimentation et de circulation (P 001) (Jabsco Pumps ITT, Hoddesdon,
Angleterre). Tl s'agit d'une pompe a Jobes (débit : 3 m3.h™ a 5 bar).

- un reservoir antipulsatoire (T 001) (volume : 270 cm3)« Ce réservolr est nécessaire pour
assurer un flux régulier et protéger la pompe des prises d'air.

- un systéme de decolmatage (T 002). Le décolmatage est assure de fagon automatique
par retour de permeat sous pression. La pression maximale d'air comprimé pour le décolmatage
est de 6 bar.

- un module de MF a 7 tubes (M 001), chaque tube faisant 120 cm de longueur et 6 mm

de diametre interne, soit une surface membranaire totale de 0,158 m2.
- 3 manometres de controle de pression (Bourdon, Montreuil, France) (précision : + 1%) :
. pression entrée module (P1 001) ;
. pression sortie module (P1 002) ;

. pression cote permeat (P1 003).

La pression transmembranaire (PT) est donnée par la formule (en bar) :

z/ P (lue sur P1 001) + P2 (lue sur PI 002))

|
\ . ,}
~ y4 /

PT = P3 (lue sur PI 003)
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Figurel2: Schéma de procédé de la boucle de MFT "KARIN 2",

P. 001 : Pompe d'alimentation et de circulation. TT 001 : Indicateur de température.

T 001 : Reservoir antipulsatoire. FI 001 : Rotametre de débit de rétentat.
T 002 : Systeme de décolmatage. FI 002 : Rotametre de débit de permdat.
M 001 : Module de MFT a 7 tubes. V. 001 a V. 005 : Vannes.

P00, PT 002, PI 003 : Manometres de contrdle.



P3 est en géneral egal a 0.

- un indicateur de temperature du fluide en circuiation (T1 001) (de 0 a 120°C).

- un rotametre indiquant le debit de rétentat dans la boucle (FI 001) (gradué de 0.4 4 4
m® h') La lecture du débit de rétentat permet d'accéder a la vitesse d'écoulement a la sortie des

tubes a 'atde de la formule :

Debit lu au rotametre FI 001 (m3 /h)

VT (m/s) = —— - -
3600 x section de passage des tubes (m2)

Pour le module 7 tubes de la boucle KARIN 2, on a :

VT (m.s™) = Débit lu au rotametre FI 001 (m3.h") x 1,4,

- un rotametre indiquant le débit de permeat (FI 002) (gradué de 15 a 60 1Lh™).
- un jeu de vannes
. 2 vannes pneumatiques V 001 et V 003, commandees electriquement
. 1 vanne manuelle V 002 permettant de régler la pression dans la boucle ;

. 2 vannes manuelles V 004 et V 005 de purge.

[1.5.1.2. Avantages du pilote KARIN 2 :

Le pilote KARIN 2 présente les avantages suivants
- facilité de mise en oeuvre |

- portabilité ;

- robustesse et simplicite ;

- utilisation d'un module de filtration de configuration industrielle (et non a tube unique).

11.5.2. Nature des membranes utilisees :

Les membranes utilisées sont des membranes minérales CFCC, de taille de pores 0,2 um,

en composite carbone-fibres de carbone (Le Carbone Lorraine, Pagny-sur-Moselle, France). Le



support de ces membranes de microfiltration est en fibres de carbone polycristallin sur lequel est
déposée une fine couche de carbone amorphe microporeux.

Cette homogeneite carbone-carbone confere a ces membranes les avantages suivants :

- resistance chimique et resistance a la corrosion dues a l'inertie chimique du carbone, qui
permet l'utilisation des membranes dans des conditions extremes de pH {de 0 a 14) et de milieu.

- reésistance mecanique exceptionnelle des fibres de carbone autorisant la filtration a une
pression transmembranaire ¢levée (hmite supérieure de pression © 10 bar).

- résistance a la température (120°C en qualite alimentaire et 165°C en qualité chimique).

La configuration de la membrane (asymétrique, mince, grande porosité, faible dispersion

du spectre de pore) permet d'obtenir des flux éleves tout en conservant une bonne sélectivité.

I1.5.3. Conditions opératoires :

Tous les essais sont conduits a la température de 50°C (= 2°C), afin de minimiser le
developpement bactérien.

Le volume mis en oeuvre est de 50 litres (25 litres de décantat "lavé" + 25 litres d'eau
démineralisee). Le bac de lancement utilise est un tank a lait de 200 litres. La tempeérature est
maintenue a 50°C a l'aide d'une thermorésistance. La microfiltration est poussée jusqu'a un
facteur de concentration volumique (FCV = Vi/Vr) de 5.5,

La pression transmembranaire appliquée est de 1,25 bar (1,5 bar entrée module et 1,0 bar
sortie module).

La vitesse d'écoulement tangentielle est fixée a 5 m.s” (soit un débit de rétentat de

-~

3.6 m3.h"). La vitesse d'écoulement est en effet choisie suffisament grande pour obtenir des

torces de cisaillement empéchant ou controlant le dépot des particules au niveau du support.

I1.5.4. Procédure de nettoyage des membranes :

Apres chaque essai de microfiltration, les membranes colmatées sont nettoyees selon la
procédure suivante

- ringage a l'eau distillée pendant 15 minutes ;

- lavage basique (NaOH 1% (v/v) avec 150 ppm de NaOCl) pendant 30 minutes a 75°C et

2 bar, sans recyclage du retentat ;
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- ringage a I'eau distillée jusqu'a neutralité ;

- lavage acide (HNO3 2% (v/v)) pendant 30 minutes a 50°C et 2 bar, sans recyclage du
retentat |

- ringage a I'eau distillée jusqu'a neutralité

Les debits a I'eau (Jw), mesures a S0°C, 5 ms’. et a 2 bar, permettent de vérifier

{'efficaciteé du nettovage et sont un indice de la "propreté" des membranes.



III. RESULTATS ET DISCUSSION

IIL.1. Influence du pH et de la température sur la

co-précipitation de phosphate et de calcium :

II1.1.1. Rappel du "cahier des charges" :

Il s'agit de definir les valeurs optimales de pH et de température afin de :

- favoriser la co-precipitation du phosphate et du calcium. La poudre de phosphate de
calcium ainsi obtenue devra atteindre un indice de pureté au minimum de 70%, avec des traces de
lactose et autres matieres organiques (< a 8%).

- limiter les pertes en proteines dans le sérum clarifi¢.

- limiter l'augmentation du taux de cendres dans le sérum clarifié, de fagon a se rapprocher
de la composition d'un lactosérum doux (11%/ES en protéines au minimum, 9%/ES en cendres

au maximum).
I11.1.2. Choix des temperatures et des pH :

La cristallisation de phosphate de calcium a fait I'objet de nombreuses recherches. En
effet, en industrie laitiere, la precipitation de phosphate de calcium a partir de lait ou de
lactoserum a été observee lors de proceédés technologiques tels que la pasteurisation et la
stérilisation. De tels dépots ont lieu sur les plaques des échangeurs thermiques. ce qui conduit a
une diminution du transfert de chaleur et une baisse d'efficacité (Burton, 1968). De méme, de
telles précipitations sont observees lors de l'ultrafiltration de lait ou de lactosérum a 50°C et a des
valeurs de pH élevées (6,0 a 7,0) (Fauquant ef a/., 1985a ; Daufin ef al., 1991) ; ces dépots
entrainent une diminution des flux de perméation, suite a un encrassement des pores.

Madsen et Thorvardarson (1984) ont étudié la precipitation de phosphate de calcium, a
partir de solutions de nitrates de calcium et de phosphates d'ammonium, dans une large gamme de
pH (3,5 a 6,5) et pour des temperatures allant de 40 a 60°C. Ces auteurs montrent que pour des

pH supérieurs a 6,0, la forme majoritaire stable est le phosphate octacalcique



(CagH(PO4)3, 21/2H20), dont le preécurseur serait la brushite. L'obtention de brushite pure n'est

observee que pour des temperatures superieures ou ¢gales a 50°C, et pour des valeurs de pH
proches de 6,0 ou inferieures. Schmidt et Both (1987) montrent, a partir de solutions aqueuses a
legere sursaturation, une precipitation de brushite a 50°C pour des pH allant de 6.5 a 6.8 brushite
qut est alors convertie en phosphate octacalcique cristallisant sous forme de spherulites.
Cependant. a 50°C et pour des pH inferieurs a 6,1, une telle conversion de la brushite n'est pas
observee. Ces donnees sont etablies a partir de solutions aqueuses. 11 est bien entendu que sur un
liquide biologique complexe comme le lactosérum, quelques différences (concernant le couple
pH-temperature notamment) peuvent étre observees.

En effet, aux pH acides (a partir de 5,2), la solubilit¢ des phosphates et du calcium dans le
lactoserum est accentuee (Le Graet et Brule, 1993) Par contre, a pH 7.0 et a 50°C. les
phosphates de calcium ont tendance a precipiter (Merin et Cheryan, 1980) avec d'autres
constituants. Cette propriété est mise a profit par Fauquant et al (1985a) pour la
thermoclarification des lactoserums acides de caseinerie. Ainsi, apres ajustement du pH a 7,2 et
chauffage a 45°C, les phosphates de calcium co-précipitent avec les phospholipoprotéines a I'état
de sels de calcium.

Ces résultats nous ont donc contraints a chercher un compromus : éviter d'une part les pH
acides, qui ne sont pas des conditions favorisant la précipitation des phosphates et du calcium du
lactoserum, et d'autre part, éviter le pH 7.2, qui conduit a une co-précipitation importante
phosphate de calcium-phospholipoprotéines. Par consequent, diverses temperatures (50, 55 et
60°C) et diftérentes valeurs de pH (6,0 - 6.2 - 6,4 - 6,6 - 6,8) sont envisagees afin de définir les
conditions optimales de co-precipitation de phosphate et de calcium, en adequation avec le cahier

des charges.
II1.1.3. Resultats :
1131 Influence du pH :
[I.1.3.1.1. Volume de decantat obtenu :
Pour les trois temperatures etudiées, I'évolution du volume de décantat obtenu (en % du

volume de lactoserum mis en oeuvre) en fonction du pH est présenté sur la figure 13 (moyenne

des cinq essais réalisés pour une température et un pH donne). Les coefficients de variation sont
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Figure 13: Volume de décantat obtenu (en % du volume de lactosérum mis en oeuvre)
en fonction du pH et de la température.



compris entre 5.3 et 10%. Pour tous les essais réalisés, le volume de décantat augmente avec le
pH. Il représente 18 a 30% du volume mis en oeuvre a des pH de 6,0-6.2 et est voisin de 40 a
50% pour des pH de 6,6-6,8.

Tous les surnageants de decantation statique sont limpides, de couleur jaune verdatre,

alors que les deécantats presentent un aspect floconneux et sont de couleur blanchatre.

[I1.1.3.1.2. Densite optique a 600nm :
Comprise entre 0.6 et 0,8 sur le lactoserum acide de départ, la DO chute a moins de 0,06
a toutes les valeurs de pH, ce qui traduit une clarification satisfaisante (figure 14). Les coefficients
de variation pour toutes les series d'essais sont compris entre 10 et 28%.
La DO chute d'autant plus que le pH de précipitation est élevé. Ces résultats confirment
ceux de Fauquant ef al. (1985a), qui montrent une meilleure clarification des lactosérums acides

de caséinerie lorsque le pH passe de 6,02 7,0.

I1I1.1.3.1.3. pH du surnageant apres precipitation :

La figure 15 présente la diminution du pH des surnageants apres précipitation a un pH
donne. Chaque point est la resultante des cinq essais. Les coefficients de variation pour toutes les
series d'essais sont compris entre 0,6 et 5,2%.

Le pH du surnageant de decantation statique chute d'autant plus que le pH ayant servi a la
precipitation est eleve. Ainsi, a 50°C, le pH du surnageant, apres précipitation a pH 6,0, est de
5,50 soit une chute de pH de 0.5 unités, alors que pour le surnageant apres précipitation a pH
6,8, une baisse de pH de 0,73 unités est observee Ces résultats témoignent par conséquent d'une

augmentation de la precipitation de phosphate de calcium, lorsque le pH passe de 6,0 a 6,8.

IH.1.3.1.4. Extrait sec du surnageant de décantation
La figure 16 présente la varation de l'extrait sec du surnageant (en %) en fonction du pH
et pour les trois températures €tudiées. Les coeflicients de variation pour toutes les séries d'essais
sont compris entre 0,3 et 1,6%.
L'augmentation de pH conduit & une baisse quasiment réguliere de l'extrait sec du
surnageant de decantation. Partant d'un lactosérum acide a 6,7% d'extrait sec, toutes les valeurs

d'extrait sec des surnageants sont comprises entre 6,0 et 6,4%, soit une diminution de 5 a 10%.
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Fauquant ef al. (1985a) observent egalement une baisse de l'extrait sec du sérum ainsi clarifie, de

l'ordre de 4%.

I.1.3.1.5 Pourcentage de calctum precipite
Pour apprecier I'mfluence du pH et de la température sur la precipitation de calcium, le

pourcentage de calctum precipite est calcule de la fagon suivante

| (Ca> /ES) |
% de calcium précipité :: l—— Ix100
L (Ca” /ES) lactosérum de départ J

surnageant

avec ES | extrait sec.

La figure 17 présente le pourcentage de calcium précipite en fonction du pH pour les trois
températures etudiees. Les coeflicients de variation sont de ['ordre de 7 a 10%.

De fagon globale, le pourcentage de calcium precipité augmente avec le pH. A pH 6.0,
environ 40% du calcium sont précipités, alors qu'a pH 6,8, environ 70% du calcium précipitent.
Ces réesultats sont tout a fait similaires a ceux de Fauquant ef al. (1985a), qui précipitent 80% du
calcium d'un lactosérum acide de caséinerie, apres avoir ajusté le pH a 7,2 a 2°C et réchautfe a

45°C.

IIX.1.3.1.6. Pourcentage de phosphate précipite :

Le pourcentage de phosphate précipité est calcule de la méme fagon que le calcium :

(Phosphate / ES)

surnageant

i
% de phosphate précipité = | 1 — 1x100
| (Phosphate / ES)laclosérum de départ J

Lo

avec ES : extrait sec.

Sur la figure 18 est présentée l'évolution du pourcentage de phosphate précipité en
fonction du pH de précipitation. Les coefficients de variation sur ce pourcentage sont compris
entre 8 et 12%. Ces coeflicients de variation elevés sont a correler avec les forts coefficients de

variation concernant la composition en phosphate du lactosérum de depart.
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Pour les trois températures envisagees, l'augmentation du pH conduit a un meilleur
rendement d'extraction du phosphate. Ainsi, a2 pH 6,0, 30 a 40% du phosphate est precipité
contre 80 a 90% a pH 6,8. Ces résultats sont tout a fait en accord avec ceux de Fauguant ef al.

{1985a).

HI1.3.1.7. Pourcentage de pertes en Matieres Azotees Totales
Rappelons qu'il nous faut optimiser le couple pH-température conduisant a un rendement
acceptable d'extraction du calcium et du phosphate, mais qu'l nous faut également himiter les
pertes en protéines (estimees en MAT) dans le sérum ainsi clarifie, pour une meilleure

valorisation ulterieure de cette fraction. Les pertes en MAT sont calculées de la fagon suivante :

( MAT / ES)Surnagean[
(MAT/ ES)

| |
% de pertes en MAT = % 1- }xlOO
L |

lactosérum de départ |
avec ES : extrait sec et MAT : Matieres Azotées Totales.
Les coefficients de variation sur ce pourcentage pour tous les essais sont compris entre 5
et 8%.
Entre 9 et 14% selon la tempeérature a pH 6,0, les pertes en MAT augmentent avec le pH
pour atteindre 14 a 19% a pH 06,6-6,8 (figure 19). Fauquant et a/. (1985a) observent une perte en

MAT de l'ordre de 10% lors de la clarification de lactosérum acide de caséinerie.

III.1.3.1.8. Augmentation du taux de cendres :
Conjointement a la limitation des pertes en MAT, l'augmentation du taux de cendres dans
le surnageant doit étre minimiseée. En effet, une augmentation excessive du taux de cendres dans
le surnageant pourrait constituer un frein pour le retraitement de cette phase. L'augmentation du

taux de cendres dans la phase surnageante est estimée de la fagon suivante :

Augmentation du taux de cendres (en%) =

f (taux de cendres / ES)surnageant - (taux de cendres / ES)lactosérum de départ i 100
: " iX
(taux de cendres / ES)lactosérum de départ ]
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avec ES : extrait sec.

Les coefficients de variation sur ce pourcentage pour tous les essais realisés sont compris
entre 8 et 20%.

La figure 20 montre cette augmentation en fonction du pH et de la temperature. Aux pH
6.0 et 6,2, l'augmentation du taux de cendres reste faible (environ 5%), et acceptable a l'egard du
cahier des charges. Par contre, a partir de pH 6.4, une forte élévation du taux de cendres dans la

phase surnageante est observee (de 20 a 65%), et ce, pour toutes les temperatures envisagees.

[11.1.3.1.9. Conclusion :

Dans l'objectif d'approcher la composition de la fraction surnageante de celle dun
lactoserum doux, un compromis doit étre envisage. Les rendements d'extraction du phosphate et
du calcium doivent rester acceptables tout en limitant l'augmentation du taux de cendres et les
pertes en protéines.

Bien qu'aux pH éleves (6,6 a 6.8), la précipitation du phosphate et du calcium soit
maximale (respectivement 90 et 70% en moyenne), les pertes en protéines (pouvant atteindre
19%) et l'augmentation du taux de cendres (jusqu'a 65%) sont trop importantes pour pouvoir
choistr ces valeurs de pH. A travers cette ¢tude, il semblerait donc que le meilleur compromis se
situe a des valeurs de pH proches de 6,2, valeurs pour lesquelles 50% du calcium et 60% du
phosphate precipitent. Dans ces conditions, les pertes en MAT ne sont plus que de 10% environ

et l'augmentation du taux de cendres reduite a 5%.

I1.1.3.2. Influence de la température :

Trois températures de chautfage ont eté etudices : 50, 55 et 60°C. 1l a €té deja signalé, en
introduction, que les phosphates de calcium dans le lait sont plus solubles a froid qu'a chaud

(Pouliot et al., 1989a et b ; Le Graet et Brulé, 1993).

II.1.3.2.1. Volume de décantat obtenu :
La temperature ne semble pas influer sur le volume de décantat obtenu. En effet, pour un
pH donné (figure 13), les volumes de decantat ne varient que de 10% en moyenne en fonction de

la température.
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1I1.1.3.2.2. Densité optique a 600nm :

La figure 14 montre qu'une augmentation de tempeérature conduit a une chute de la DO
pour un pH donne. Cette baisse de DO peut atteindre jusqu'a 25% lorsque la tempcrature passe
de 50 a 60°CapH 6,6

Une temperature plus ¢levee permet par consequent une meilleure efficacite de la
clarification. Ces resultats corroborent les travaux de Fauquant er a/. (1983a). qui montrent en
effet l'efficacite de 'augmentation de temperature sur la clanification pour des pH compris entre

6.0 et 7.0,

11.1.3.2.3. pH du surnageant apres precipitation :
L'accroissement de la temperature conduit, pour un pH donne, a une augmentation (de
l'ordre de 15%) de la différence entre le pH ayant servi a la précipitation et le pH du surnageant
mesure apres precipitation (figure 15). Cette difference de pH, accentuee par la température, doit

étre le signe d'une precipitation legérement plus importante de sels dans le décantat.

II.1.3.2.4. Extrait sec du surnageant de décantation :
Pour un pH donné, les extraits secs des surnageants sont toujours plus faibles a 60°C
(figure 16). Par contre, 50 et 55°C n'engendrent que de faibles variations des extraits secs

(environ 0,6%).

II.1.3.2.5 Pourcentage de calcium et de phosphate precipite :

A partir des pH 6,2-6,4, la temperature, dans la gamme choisie, influence peu la
precipitation du calcium et du phosphate (figures 17 et 18). Ces résultats sont en accord avec
ceux de Fauquant ef al. (1985a), qui montrent que la quantite de phosphate de calcium précipité
n'est pas significativement différente pour les trois températures que ces auteurs ont utilisées (40,

45 et 50°C).

II1.1.3.2.6. Pourcentage de pertes en Matieres Azotées Totales :
La figure 19 montre que, dans la zone de pH 6,0-6,2. le passage de 50 a 60°C augmente
considérablement les pertes en MAT dans le surnageant. En effet, a pH 6,0, celles-ci passent de

9% a 50°C a 14% a 60°C, soit une augmentation de 55% du pourcentage de pertes en MAT. A
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pH 6,2, une augmentation de 40% du pourcentage de pertes est observée quand la temperature

passe de 50 a 60°C.

MI.1.3.2.7. Augmentation du taux de cendres
LL'augmentation du taux de cendres est peu marquée par la temperature entre pH 6,0 et 6,2

(figure 20). Par contre, a partir de pH 6,4, de fortes dispersions des resuitats apparaissent selon la

teniperature

I11.1.3.2.8. Conclusion :

A travers cette etude, il semblerait que la température de chauffage, dans la gamme
choisie, n'influe que tres peu sur la co-preécipitation du phosphate et du calcium contrairement au
pH. Ainsi, pour limiter les pertes en protéines dans le surnageant (trop importantes a 60°C) et
parce que la précipitation du phosphate et du calcium n'est pas fondamentalement augmentee a 55
et 60°C, la température de chauffage a 50°C a €té retenue.

Cette étude préliminaire a permis de définir les valeurs de pH et de temperature optimales
de co-précipitation de phosphate et de calcium, en adéquation avec le cahier des charges (limiter
les pertes en MAT et 'augmentation du taux de cendres). Ainsi, en fixant le pH de précipitation a
une valeur proche de 6,2 et la température de chauffage a 50°C, environ 50% du calcium initial et
60% du phosphate initial précipitent, avec des pertes en MAT de l'ordre de 10% et une
augmentation du taux de cendres reduite a 5% dans le surnageant. Tous ces pourcentages ont €té
calculés a partir du sérum clarifi¢ et du sérum initial. En effet, sur le décantat se posent des
problemes dhomogénéisation de l'échantillon (étant donne son insolubilite et sa densité),

multipliant ainsi les incertitudes au niveau des dosages.

I11.1.4. Discussion :

I11.1.4.1. Influence du pH :

L'influence du pH sur la co-precipitation de phosphate et de calcium a dé¢ja été étudiee non

seulement sur des solutions synthetiques (Neuman et Neuman, 1953 ; Boulet et Marier, 1961)

mais aussi sur le lait, les lactosérums et les perméats de lactosérum (Fauquant ef al., 1985a et b ;
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Schmidt et Both, 1987 ; Schmidt er al., 1987 ; Pouliot et a/., 1991). Toutefois, la précipitation
phosphocalcique n'a pas lieu spontanement dans le lait et les lactosérums. Elle doit étre
provoquee soit par un ajustement du pH, soit par un traitement thermique, soit des deux a la fois
(Grindstaff. 1975 : Lee et Merson, 1976 | Brule ef a/., 1978 ; de Wit ef /., 1978 . Holt, 1985 .
Fauquant er al., 1985a et b). Boulet (1966) a suggere que le lait contenait sans doute des
inhibiteurs de la nucleation du phosphate de calcium. Des travaux plus récents (Schmidt et Both,
1987 | Schoudt ef al., 1987) ont démontre ['eftet inhibiteur de certains résidus protéiques sur la
croissance du phosphate de calcium. Selon ces auteurs, les fragments 1-105 de la caséine
(egalement retrouves dans les lactosérums acides), et méme la casé€ine entiere, inhibent la
nucleation. Cette inhibition se produirait probablement par adsorption des résidus phosphoséryles
des caseines sur le phosphate de calcium. Cette observation a été confirmée par Van Kemenade

(1988) avec les fractions caséiniques «s, B et k.

L'imfluence du pH peut, en premier lieu, s'expliquer par la nature des équilibres salins

existant dans le lactoserum (figures 5 et 6). A pH 5,0 (pH moven des lactoserums acides), les
phosphates sont entierement sous forme H2PO4~. La remontée du pH a 6,2 tend a deplacer
l'equilibre H2POg4- <==> HPO42- + H™ vers la formation de HPO42- avec libération d'ions H
(Brulé, 1981). A pH 6,2 (pH correspondant a la valeur choisie pour la precipitation), cette
transformation n'est pas totale puisque le pK2 de l'acide phosphorique est de 7,09 (tableau XI).

Aussi, plus le pH sera élevé, plus la proportion d'ions HPO4<- sera importante. Les jons HPO42-

avec les ions CaZ™ libres vont alors se complexer pour donner du phosphate calcique CaHPO4
(figure 5) Conjointement, une élévation de température diminue la solubilit¢ du phosphate de
calcium et favorise son insolubilisation. Finalement, une précipitation rapide de phosphate
dicalcique dihydraté et de phosphate tricalcique peuvent se produire (Ferrero, 1991). Ces
explications peuvent servir de base pour interpréter linfluence du pH sur le pourcentage de
phosphate et de calcium précipite, ainsi que sur le pH du surnageant apres decantation (figures
15, 17 et 18). La difference entre le pH ayant servi a la précipitation et le pH du surnageant apres

précipitation sera d'autant plus grande que 1'équilibre HoPO4- <==> HPQ42- + H sera déplacé

vers la formation de HPO42- avec libération dions HT, "acidifiant” ainsi le surnageant de

decantation. Ceci est effectivement observé lorsque le pH de précipitation passe de 6,0 a 6,8

(figure 15). Autrement dit, la valeur du pH du surnageant diminue en fonction de la quantité de
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phosphate de calcium precipitée, et cette baisse est d'autant plus grande que le pH ayant servi a la
précipitation est éleve.

L.e pH peut intervenir egalement sur d'autres equilibres existant dans les lactosérums (figure 5).
Eneflet. 4 pH 5.0, les citrates sont a 50% sous forme H2 citrate™, 25% sous forme H citrate=" et
25% sous forme citrate’~ (figure 6) Entre pH 6,0 ct 6.8, I'équilibre H citrate?~ <==> citrate3~ -
H™ (pK3 = 5.40) tend a se déplacer fortement vers la forme citrate?~ avec libération d'ions H™. 1
n'est pas exclu quintervienne alors une precipitation de citrate de calcium (Ferrero, 1991
Saulnier ef al., 1995), par complexation des citratesS~ avec les ions Ca2™ libres, sous forme de
citrate Ca™ ou citrate Ca3 (figure 5). Quelles que soient les modifications engendrées au niveau
des equilibres salins, 1l est observeé, pour la gamme de pH choisie (6,0 a 6.8), une augmentation de
la precipitation de phosphate et de calcium. Il est bien entendu que la complexite "biologique” des

lactoserums laisse présager que d'autres phénomenes doivent intervenir lors de la modification du

pH.

En second lieu, on peut supposer qu'en augmentant le pH, les agents inhibant la nucléation
(ou croissance) du phosphate de calcium deviennent inactifs, suite a des changements
conformationnels ou a des modifications de charge, limitant ainsi l'adsorption des résidus
phosphoséryles sur le phosphate de calcium. Cette diminution de l'effet inhibiteur de la caseine
entiere et du fragment 1-105 de la caséine J est effectivement soulignée par Schmidt ef al.
(1987). En effet, ces auteurs constatent qu'a S0°C I'inhibition de la caseine entiere et du fragment
1-105 de la caséine P est plus forte a pH 5.6, alors qu'elle est fortement reduite pour des pH allant
de 6,1 a 6,8. Les auteurs ne donnent cependant aucune explication a ces phénomenes.

Concernant la chute de DO a 600nm, la diminution de 'extrait sec et les pertes en matieres
azotees totales, les resultats preésentés ici sont globalement en accord avec ceux de Fauquant ef
al. (1985a). L'opalescence des lactoserums est essentiellement attribuable a la fraction
lipoprotéique, qui comprend a la fois des globules gras de tres petite taille et des fragments
membranaires riches en  phospholipides  (sphingomyéline,  phosphatidyléthanolamine,
phosphatidylsérine, phosphatidylcholine) (Pitot, 1984). La chute de DO, la diminution de I'extrait
sec et les pertes en matieres azotees peuvent ainsi s'expliquer par le fait que, sous l'effet combine
d'un ajustement du pH a une valeur proche de la neutralité et d'un traitement thermique, les

phospholipides s'agregent et précipitent avec les protéines qui leur sont associées



(Fauquant efr al, 1985a et b ; Baumy ef al, 1990). La sérumalbumine bovine et les
immunoglobulines, étant donné leur affinite vis-a-vis des constituants lipidiques (Stadhouders et
Hup, 1970), joueraient un role déterminant dans la formation et l'agrégation des complexes
lipoproteiques (Fauquant er al., 1985b). Aussi faut-il ajouter que le calcium joue egalement un
role essentiel dans ce phenomene d'agregation, d'autant plus que le lactosérum utilisé est riche en
calcium {4,70% de l'extrait sec). Les phospholipides auraient effectivement une trées grande
atfinite vis-a-vis du calcium (Pitot, 1984). Ainsi, en augmentiant le pH de 6.0 a 6.8, ces
phénomenes sont accentués, ce qui est observe lors de nos essais.

Quant a l'augmentation du taux de cendres dans le surnageant, les interprétations sont
beaucoup plus delicates. En effet, pour des pH allant de 6,0 a 6,2, 'augmentation du taux de
cendres est limitée a environ 5% (figure 20). Par contre, a partir de pH 6,4, une brutale
augmentation du taux de cendres est observee, pour atteindre a pH 6.8 des valeurs proches de
50% et plus. Fauquant er al. (1985a), lors de la thermoclarification de lactosérum acide de
caseinerie, observent une faible augmentation du taux de cendres dans le surnageant (de 'ordre de
4,5%, en raisonnant par rapport aux extraits secs). Les auteurs expliquent cette faible
augmentation par le fait que l'apport de soude (pour remonter le pH a 7,0-7.2) compense
globalement le phosphate et le calcium précipites. Aussi, sommes-nous tentés d'avancer, qu'a
partir d'un pH de precipitation de 6,4, 'apport de soude devient trop important par rapport a la
quantité de phosphate et de calcium precipitée, alors que cette méme quantité augmente avec le
pH (tigures 17 et 18). Une hypothese, qui irait dans ce sens, consiste a supposer, qu'a partir de
pH 6.4, le pouvoir tampon du lactoserum est exacerbe, exigeant un apport plus conséquent de

soude, qui ne s'équilibrerait plus avec la quantite de phosphate de calcium précipitée.

I11.1.4 2 Influence de la température :

La precipitation de phosphate de calcium peut aussi étre induite par la chaleur. Ce
phenomene a pu étre observe directement en solution synthétique (Schmidt er al, 1987).
Cependant, dans le lait, la précipitation phosphocalcique a jusqu'a présent été étudiee
indirectement par la mesure du calcium et du phosphate soluble du lait en cours de chautfage
(Holt, 1985 ; Pouliot ef al., 1989a et b ; Schmitt ef al., 1993). Brule ef al. (1978) ont démontré
quil était possible d'induire la precipitation du phosphate de calcium dans des permeats de

lactoserum par simple chauffage entre 30 et 90°C. Les auteurs ont aussi noté une relation directe
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aurait un effet sur les inhibiteurs de la nucléation du phosphate de calcium (Schmidt er al.. 1987).
En effet, a 25°C, l'inhibition de la cas¢ine entiere et du fragment 1-105 de la caséine § est la plus
forte pour une valeur de pH de 6,7, alors qu'a 50°C, I'inhibition est considérablement reduite pour
des valeurs de pH allant de 6.1 2 6.8

Lors de la clarification de lactoseérum acide de casémene, Fauquant e7 al. (1985a), apres
avoilr ajuste le pH a 7.2 a 2°C, etudient l'influence de la température de rechauffage (de 15 a
50 °C). Ces auteurs concluent que la clarification est d'autant meilleure que la température de
traitement est élevee. Les phosphates de calcium sont plus solubles a froid qu'a chaud (Ferrero,
1991). A partir de 40°C, Fauquant ez al. (1985a) constatent que l'effet d'une augmentation de la
temperature sur la clarification est faible. Nos resultats sont globalement en accord avec ceux de
Fauquant et a/. (1985a), puisque, dans la gamme choisie (de 50 a 60°C), l'augmentation de
temperature n'engendre que de tres faibles effets sur la clarification et la quantité de phosphate de
calcium précipitée. Aussi, pour pouvoir davantage apprécier l'effet de la temperature sur la co-
précipitation de phosphate et de calcium, aurions-nous di choisir une plus large gamme de
temperature. Mais en optant pour de plus faibles températures (de 25 a 40°C, par exemple), la
clarification et la quantit¢ de phosphate de calcium précipitée auraient éte moindres (Fauquant ef
al., 1985a ; Pouliot et al, 1991). Quant a choisir des températures supérieures a 60°C, il se
poserait des problemes de dénaturation thermique des protéines sériques (Ruegg ef al., 1977 ;
Hegg, 1980 ; de Wit et Klarenbeek, 1984). Bien entendu, il est intéressant de retrouver dans le
sérum clarifié les protéines sériques (o-lactalbuline et f3-lactoglobuline) a I'etat non denaturée, en
vue d'une éventuelle valorisation de cette fraction. De plus, dans une optique d'extrapolation a
I'echelle "pilote” de ce procede, la température de 50°C est relativement facile a mettre en oeuvre.

Plus délicates sont les interprétations concernant les pertes en matieres azotées totales et
l'augmentation du taux de cendres (figures 19 et 20), lorsque la tempeérature de chauftage passe
de 50 a 60°C. Une des explications possibles réside dans le phénomeéne de dénaturation thermique
des protéines sériques solubles.
Concernant la f-lactoglobuline, a un pH superieur a son point isoélectrique (5,1-5,2), l'étape
primaire de la dénaturation, qui correspond au déplissement de la molécule, débuterait des 40°C
(Dupont, 1965). 1l v aurait exposition de residus apolaires et cassure de liaisons hydrogene et

d'interactions hydrophobes, avec perte des structures tertiaire et secondaire. Sawyer ef al. (1971)

parlent de déplissement des hélices « en structures § avec démasquage de groupements thiols.
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L'a-lactalbumine présenterait une plus grande stabilite thermique a pH neutre que la
fB-lactoglobuline. En effet, la dénaturation thermique de l'a-lactalbumine a 65°C et a pH 6.7 est
reversible par retroidissement (Ruegg et al., 1977). La denaturation a 62-63°C et a pH 6,5 est
sutvie d'une renaturation de 90% apres refroidissement a ce pH (de Wit er a/, 1983) Cette forte
renaturation est responsable de la stabilite thermique apparente de 'u-lactalbunune.

Quant a la serumalbumine bovine, Macritchie (1973) montre que cette proteine accuse une severe
precipitation lorsqu'elie est chauffee a 40-45°C. Lin et Koening (1976) observent un déplissement
partiellement réversible entre 42 et 50°C. A partir de 40°C, l'exposition accrue de residus
hydrophobes conduit a une agrégation par interactions hydrophobes.

Ainsi, 'augmentation des pertes en matieres azotées totales entre 50 et 60°C (figure 19) pourrait
notamment s'expliquer par une dénaturation thermique de ces protéines, conduisant ainsi a leur

precipitation dans le décantat.

H1.1.5. Composition des produits obtenus :

I11.1.5.1. Surnageant de décantation statique :

La composition de la phase surnageante, obtenue apres précipitation a pH 6,2 et chauffage

a 50°C de lactosérum acide de fromagerie, est donnée dans le tableau XIII.

Les résultats mentionnés sont la moyenne des cing essais réalises.
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Moyenne Ecart-type Coeflicient de variation

(%)
DO 600nm 0.04 0,001 2.50
pH 5.60 0.30 5,35
Extrait sec (g kg~ B 63,06 0.9 1.43
MAT 15.32 1,18 7.70
Cendres 18,00 1,86 10,33
Potassium 231 0.21 9,09
Calcium 2,18 0,18 8,25
Sodium 1,97 0,16 8,12
Magnesium 0,14 0,01 7,14
Chlorure 2,02 0,22 10,89
Sulfate 0,16 0,01 6.25
Phosphate 1,50 0,17 11,33
Lactate 18,55 1,98 10,67

Tableau XII. Composition moyenne du surnageant de décantation statique obtenu a pH 6,2 et a

50°C (en g pour 100 g d'extrait sec).

Du fait de sa limpidité et de son pH, le lactosérum ainsi clarifié pourrait constituer une
nouvelle mati¢re premiere apte a la preparation de boissons aromatisees ou pour la préparation
d'une base patissiere a pouvolr moussant tres €levé. En effet, le surnageant contient environ 90%
de la matiére azotée totale du lactosérum initial, cette matere azotée totale renfermant des
proteines telles que l'a-lactalbumine et la f-lactoglobuline aux propriétes nutritionelles et
technofonctionnelles intéressantes (Forsum, 1974 ; Kinsella, 1976 ; Chefiel et Lorient, 1982
Morr et Foegeding, 1990). De plus, sa teneur en calcium et en phosphate est beaucoup plus faible
que celle du lactosérum inittal et la teneur en phosphate de ce surnageant (1,50% de I'extrait sec)
se rapproche de celle d'un lactosérum doux (1,80% de l'extrait sec, selon Alais (1984), Moulin et
Galzy (1984)). D'autres debouches de ce surnageant peuvent étre envisagés (alimentation animale

(Fauquant ef al., 1985b),...).
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HI.1.5.2. Poudre de décantat "lave™:

1I1.1.5.2.1. Composition biochimique :
[Le decantat de decantation statique est centrifuge trois fois (2000g pendant 15 ninutes) et
jave. Le dernier culot de centrifugation est resolubilise dans de 'eau ultrapure puis Ivophilise
! . : g 3 ! 5 puis ivop €

{(figure 10). La composition de la poudre de decantat "lave” figure dans le tableau XIV.

Cendres Calcium Phosphate MAT Lactose

68 28 42 61 absence

Total : 70

(D) : p'-tactalbumine et la B-lactoglobuline sont trouvees a 'état de traces (dosees par HPLC)

Tableau XIV. Composition moyenne de la poudre de décantat "lavé”, obtenu a pH 6,2 et a 50°C

(en g pour 100 g de poudre)

La poudre de décantat est beaucoup moins riche en MAT que le sérum de départ et est
depourvu de lactose. Les centrifugations et lavages successifs ont donc permis d'éliminer une part
importante des phospholipoprotéines et la quasi-totalité du lactose.

Pour pouvoir apprécier la quantite de brushite dans la poudre, il faut tenir compte que les
molécules d'eau dans la formule (CaHPO4, 2H20) représentent 21% de la masse molaire totale.
Ainsi, pour 70 g de phosphate et de calcium, la quantité de brushite est de 85 g. Par consequent,

la pureté en brushite de la poudre de decantat "lavé" est de 85%.
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II1.1.5.2.2. Analyse de la poudre aux rayons X :

La spectroscopie de diffraction des rayons X, sensible aux caracteres cristallins des
solides, revele sans ambiguite dans la poudre de decantat "lave” (figure 21) une phase minérale
pure dont le spectre est caracteristique de I'hydrogénophosphate de calcium dihydrate (CaHPO4,
2H20) parfaitement cristallise © la brushite. En effet, en comparant les distances reticulaires
mesurees a celles de la fiche A.S.T M. n” 9-77 de la brushite (CaHPO4. 2H20), on constate un

quast parfait accord.

111.1.6. Conclusion :

Cette etude a permis de définir les conditions optimales de pH et de température
conduisant a un pourcentage de precipitation acceptable de phosphate de calcium. Le traitement
appliqué entraine la formation de phosphate de calcium insoluble, constitue de phosphate minéral
et de phosphate organique entrainant des fractions protéiques et lipidiques. Bien que les pertes en
matieres azotées et l'augmentation du taux de cendres soient limitées dans les conditions
optimisées (ajustement du pH a 6,2 a 2°C suivi d'un chauffage a 50°C), l'objectif d'approcher,
pour le surnageant, la composition d'un lactosérum doux n'est pas pleinement atteint. En effet, les
matieres azotees totales representent 15% de l'extrait sec, et les cendres 18% de l'extrait sec
(contre 9% de l'extrait sec en moyenne pour un lactosérum doux). Mais le lactosérum acide utilise
constitue pour notre objectif la matiere premiere ideale, compte tenu de sa forte teneur en calcium
(4,7% de l'extrait sec) et en phosphate (3,4% de l'extrait sec). Il est donc difficile, partant d'un
sérum fortement minéralise, d'aboutir a un serum clarifié beaucoup moins mineralisé. Il pourrait
alors étre envisage en aval une étape d'électrodialyse pour démineraliser partiellement le sérum
ainsi clarifie.

La poudre de décantat "lavé" atteint un indice de pureté en phosphate de calcium de l'ordre de
85%, avec 6% de matieres azotées totales. Les 9% restant peuvent €tre representes par des traces
résiduelles d'ions ou d'acides organiques (lactate et chlorure notamment). La présence de citrates
de calcium insolubles n'est pas exclue (Saulnier ef al., 1995).

Afin d'¢chantillonner la société de travaux publics (environ 1 kg de poudre a fournir), la

methodologie mise au point a €te reprise sur de plus gros volumes (figure 11).
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I11.2. Extraction et purification de phosphate de calcium a

",

I'échelle "pilote :

L2 1. Traitement du lactosérum

Le protocole a éte modifie par rapport a I'étude precedente afin de se placer davantage
dans un contexte "industriel” (figure 11). 1000 litres de lactosérum ont ete traites. Apres
refroidissement a 2°C et ajout d'azide de sodium (0,2 g.l’l), le pH est ajusté en cuve a 6.2 a cette
température. Puis, par passage sur un échangeur thermique a plaques, le lactosérum est chauffe a
50°C. La decantation a lieu en tank a 4°C et est effective au bout de 24 heures. Toutes ces étapes
ont eté menees a I'usine Lacto Sérum France (Verdun, France).

Le décantat obtenu représente environ 20% du volume de Jactosérum mis en oeuvre, soit
200 litres. Toutefois, il est observe au-dessus de ce décantat une couche de couleur jaunatre, plus
gelatineuse et opalescente que le surnageant (environ 100 litres). Ces deux phases sont alors
soutirées. Le décantat, quant a lui, présente un aspect plombant et est de couleur blanchatre. Ce
décantat est alors lavé plusieurs fois a I'eau déminéralisee.

Il a eté demontré lors d'essais antérieurs que l'effet colmatant du phosphate de calcium
rend sa séparation par voie centrifuge, au niveau industriel, difficile et délicate (centrifugeuse
Westfalia a ¢vacuation continue utilisée a 45°C et a 10 000 tr/min). Nous avons donc envisage
I'utilisation de plusieurs techniques de filtration particulaire, afin d'augmenter la pureté du sel

precipite.
I11.2.2. Essais de filtration particulaire sur le décantat "lave” :

I11.2.2 1. Essais préliminaires :
M1.2.2.1.1. Essais sur filtres-presses a bandes presseuses !
La filtration assurée par ce type d'appareil est du type séparation solide/liquide en continu
et automatique. Les toiles utilisees pour la filtration ont une taille de pores allant de 200 a 600
microns.
Un échantillon de décantat "lave" d'une vingtaine de litres a €té envoy¢ a la sociéte Filtres
Philippe S.A. (Carrieres-sous-Poissy, France), qui dispose de pilotes filtres-presses au sein de leur

laboratoire (L.e Méle-sur-Sarthe, France). Les essais realisés n'ont pas permis d'atteindre une
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siccité du "gateau" tres poussee, en raison du phénomene de colmatage. Par contre, la
récupération des boues liquides concentrées est possible et une étape de sechage en aval est

envisageable.

HI1.2.2.1.2 Essas de microfiltration :
Paralielement aux essais de filtres-presses, la societe Filtres Philippe a réalise des essais de
microfiltration du decantat "lave" sur pilote ENKA A G.. equipe de membranes organiques de
porositeé 0.2um. La microfiltration est poussée a un facteur de concentration volumique de 5,

. -1 . - N
avec une vitesse de balayage de 1 m.s”, sous une pression transmembranaire de 1 bar, et a la

temperature de 40°C. Les debits observes sont tres faibles (15 Lh'ltm'z,), suite a l'etfet colmatant
du phosphate de calcium. Le retentat est laissé décanter quelques heures en chambre froide. Deux
phases sont alors observées : une phase surnageante liquide et blanchatre, en dessous de laquelle
apparait un depot tres dense et grisatre. Apres séchage de ce dépdt de rétentat, la poudre
minérale obtenue contient 28% de calcium et 64% de phosphate, avec 5% de matiéres azotees.
D'autres matieres organiques non identifiées sont présentes dans des proportions de l'ordre de
3%. Apres analyses aux rayons X, il s'avére que le sel cristallise présente toutes les
caracteristiques de la brushite.

Ces essais encourageants nous ont donc conduits a opter pour ce type de technique de
filtration. Nous avons donc repris ces essais sur pilote KARIN 2 (Le Carbone Lorraine, Pagny-
sur-Moselle, France), équipé de membranes minérales CFCC 0.2um provenant de la meme
société, en modifiant quelque peu les conditions opératoires utilisees par la sociéte Filtres

Philippe.
[I1.2.2.2. Microfiltration en flux tangentiel du decantat "lave"

[11.2.2.2.1. Role et choix des parameétres operatoires :
Avant tout essai de microfiltration, le decantat "lavé” est additionné d'eau déminéralisée
(en proportion 50-50% (v/v)), afin de resolubiliser parfaitement le préecipite forme et d'en
diminuer la viscosité apparente. Les lavages successifs du decantat ont pour but d'é¢liminer les
fractions lipoproteiques.
Les flux de perméat augmentent avec la vitesse tangentielle de balayage (Henry, 1972 |

Perry et Green, 1984 ; Chiang et Cheryan, 1987 ; Kishihara e/ a/., 1989 . Van Der Horst, 1989 |



Merin et Daufin, 1990). Cet effet positif est le plus souvent expliqué par la diminution de
I'épaisseur de la couche de polarisation et du gel formé au bord de la membrane, suite a un
meilleur "balayage" de la surface membranaire. C'est la raison pour laquelle 1l a ete adopte une
vitesse tangentielle de balavage beaucoup plus ¢levee que celle utilisee lors des essais
preliminaires par la sociéte Filtres Philippe. Ainsi, en fixant celle-ci & 5 m.s™, le colmatage risque
d'etre moindre.

En mucrofiitration. il faut étre a une pression la plus basse possible pour ne pas favoriser le
colmatage (Dornier et Petermann, 1993). Abulnour ef @/ (1988) soulignent que la pression
transmembranaire joue non seulement sur le flux stabilisé mais également sur I'importance de la
chute de flux au départ. Pour nos essais, une pression transmembranaire de 1,25 bar est appliquee
afin de hmiter ces phénomenes.

En regle générale, le flux de permeat augmente avec la temperature (Cheryan, 1986).
L'action de la température s'explique par des variations de viscosite, de diffusivité et de masse
volumique qu'elle engendre De plus, la temperature de 50°C a éte choisie car elle permet de
minimiser le développement bacterien et parce qu'elle est couramment utilisée en industnes
utilisatrices de ces technologies (Merin et Daufin, 1990 ; Pouliot ef al., 1995).

L'augmentation de la concentration du produit a filtrer tend a faire chuter les flux.
Chervan (1986) attribue ce phenomene a l'augmentation de la viscosite et de la pression
osmotique au bord de la membrane. Ainsi, le FCV n'est poussé que jusqu'a 5.5 (pour 50 litres de
produit a filtrer, 41 litres de permeat et 9 litres de rétentat sont obtenus).

Le pH du décantat "lave" additionné d'eau démineralisée (= 5,7) n'est pas modifie. En

sans doute davantage d'interactions avec la surface de la membrane.

111.2.2.2.2 Influence du mode de démarrage :
Deux modes de démarrage sont définis :

- Mode de démarrage brusque :

La vitesse tangentielle est réglée a sa valeur de consigne et le pilote est mis sous pression avant le
début de la filtration. Ainsi, la pression transmembranaire s'établit brusquement et rapidement, des

les premieéres minutes.
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- Mode de démarrace lent

Ce mode de démarrage est caracterise par un ¢tablissement plus progressif de la pression
transmembranaire et de la vitesse tangentielle. Il est préferable d'envisager une augmentation
prioritaire de la vitesse tangentielle par rapport a la pression transmembranaire, afin d'assurer une
contrainte de cisaillement ia plus ¢leveée possible a la paroi lors de fa montée en pression. Ainsi, le
demarrage se fait en deux phases. Durant la premiere, la vitesse tangentielle est tout d'abord
augmentee jusqu'a sa valeur de consigne et la pression transmembranaire maintenue la plus faible
possible. La vitesse tangentielle de consigne €tant atteinte, la pression transmembranaire est alors
portée progressivement a sa valeur de consigne durant la deuxieme phase. Dornier et Petermann
(1993) ont montre¢ qu'un démarrage lent ¢tait préférable a un démarrage rapide, car le phénomene
de colmatage était moindre.

Compte tenu du produit a filtrer, ce mode de demarrage est utilise lors de nos essais.

H1.2.2.2.3. Cinétique du flux de perméat :
Trois essais de microfiltration ont eté realisés, mettant chacun en oeuvre 23 litres de
décantat "lavé" additionn¢ de 25 litres d'eau demineralisee. L'évolution du flux de perméat (ou

filtrat) est identique pour les trois essais.

La figure 22 montre que le flux de filtrat (Jp en l,h'l‘m‘:) chute tres rapidement dans les
premiers instants de la microfiltration (en moins de 3 minutes, phase I). Cette chute brutale est
due a la "couche de polarisation” (Choe e al., 1986 ; Vetier ef al., 1986). Il s'agit d'un gradient
de concentration en macromolecules et/ou particules qui s'etablit a la surface de la membrane, du
fait de deux phénomenes qui s'equilibrent : d'une part, un transport convectif vers la membrane se
produit avec une accumulation des molécules retenues a la surface de celle-ci, et d'autre part un
transport diffusionnel vers le centre est provoqué par le gradient de concentration. La duree de
cette chute brutale du flux est trés courte. Elle est d'une minute sclon certains auteurs, mais ne
serait que de quelques secondes d'apres d'autres.

Apreés cette chute brutale, le flux de permeat (Jp) continue a decroitre, mais beaucoup plus
lentement (phase Il de la figure 22). Ce phenomene est du au colmatage de la membrane par
dépdt a la surface ou a l'ntérieur des pores, colmatage masqué durant la formation de la couche
de polansation (Bennasar, 1984). Dans le méme temps, il y a structuration et compaction de la
couche de polarisation. Ces phénomenes conduisent a la formation d'un gel a la surface de la

membrane. Ce gel intervient alors comme une résistance supplémentaire (Bennasar, 1984 ;
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Vetier ef al, 1986). Cette phase de diminution modéree du flux durerait entre une et plusieurs
dizaines de minutes. Lors de nos essais, la duree de cette phase est environ d'une heure.

Enfin, la decroissance du flux devient tres faible et quasiment lincaire (phase I1I de la
figure 22}, Le phénomene de colmatage se poursuit lentement (Taddéi ef al, 1986).

En terme de flux, les performances sont nettement ameliorees par rapport aux essais
preliminaires. En effet, les flux observes en fin de filtration sont de l'ordre de 45 }.h"i.m"}, sott trois
fois superieurs a ceux obtenus par la socieéte Filtres Philippe. Cette différence est sans doute
attribuable a la nature différente des membranes utilisées (organique/minerale en composite

carbone-fibres de carbone), mais aussi aux modifications des conditions opératoires.

I11.2.2.2 4. Taux de retention en calcium et phosphate :
Le passage d'un soluté a travers la membrane est caractérisé par le taux de rétention (ou
taux de rejet) note TR, et est calcule de la fagon suivante (Tadder er al., 1986)
TR (%) = (1 - Cpi/Crj) x 100
avec Cpj et Crj concentration du constituant i respectivement dans le permeat et le retentat.
Les teneurs en calcium et en phosphate dans le permeéat total sont respectivement de
1.50 ¢.1" et 0,70 g 1" : dans le rétentat total, ces teneurs sont respectivement de 28 g 1" et 62 g.I'"

Ainsi, les taux de rétention en calcium et en phosphate sont respectivement de 95% et 99%.

[11.2.2.2.5. Traitement du rétentat et obtention de poudre de
phosphate de calcium
Le rétentat de microfiltration est mis a décanter plusieurs heures en chambre froide. Il se
forme alors une phase surnageante liquide et blanchatre (4/5 du volume du rétentat initial), ainst
qu'un dépot extrémement compact et grisatre (1/5 du volume du retentat initial). La phase
surnageante doit correspondre aux fractions lipoprotéiques qui n'ont pas eteé ¢liminées lors des
lavages précédents. Le dépot, quant a lui, est lyophilisé et la poudre minérale ainsi obtenue est

soumise aux différentes analyses.



I1.2.3. Caractérisation biochimique des différents produits obtenus au cours du

process

1231 Surnageant de décantation statique -

[¢]

les compositions du surnageant de décantation statique et du serum initial sont donnees
dans le tableau XV,

Lors du process envisage, le volume de surnageant représente environ 700 litres. Sa
composition ne differe pas de celle du surnageant obtenue lors de l'é¢tude de l'optimisation du
couple pH-temperature (tableaux XIII et XV). Les pourcentages de calcium et de phosphate
precipites, les pertes en MAT et l'augmentation du taux de cendres sont calculés de la méme
maniere que precedemment, c'est-a-dire a partir des resultats obtenus sur le sérum de depart et le
surnageant. Ainsi, 48% du calctum et 67% du phosphate initial sont précipités. Les pertes en
MAT et l'augmentation du taux de cendres dans le sérum clarifi¢ ne sont respectivement que de
8% et 4% (tableau XV). Ces resultats sont tout a fait en accord avec ceux obtenus lors de I'etude
préliminaire d'optimisation du couple pH-température.

Par consequent, la faisabilite du procedé mis au point est demontree a 'echelle "pilote”.

[11.2.3.2. Poudre de decantat "lave" :

['analyse de cette poudre minérale révele ['absence de lactose, qui doit étre €liminé lors de
la decantation et des lavages (figure 23, a et b), ainsi que la présence de MAT en faible
proportion (environ 6%). Cette faible teneur en MAT teémoigne de I'élimination en partie des
fractions lipoprotéiques au cours des différents lavages (tableau XV1). Cependant, il est décele la
présence d'o-lactalbumine (0,28 g) et de f-lactoglobuline (0,67 g), protéines qui n'étaient pas
presentes dans la poudre obtenue lors de I'étude préliminaire. Ces resultats peuvent s'expliquer
par une efficacité moindre des lavages par rapport a la centrifugation. Fauquant ef al. {1985a),
lors du traitement technologique de lactoserum acide de caséinerie, observent ¢galement une
perte, certes tres faible (de I'ordre de 5%), de ces deux protéines sériques.

L.a quantite de phosphate de calcium est estimeée a 70 g pour 100 g de poudre, soit, en

tenant compte des molécules d'eau, 85 g de brushite pour 100 g de poudre (tableau XVI). Il reste
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Tableau XV. Composition du surnageant de décantation statique, obtenu aprés précipitation a pH 6,2 of chauffage a 50°C de

lactos¢érum acide de fromagerie (en g pour 100g d'extrait sec).
MAT : Matieres Azoltées Totales.

Extrait sec MAT Cendres Potassium Calcium Sodium Magnésium Chlorure Sulfate Phosphate

(g-kg!

Lactosérum 68,70 16,43 16,36 2,80 4,75 0,91 0,14 1,67 0,14
Surnageant 64,20 1517 17,03 2,75 2,49 2,14 0,14 1,80 0,14

3,06

2

e

{

Lactate

Pourcentage de calcium précipité : 48%
Pourcentage de phosphate précipité : 67%
Pertes en Maticres Azotées Totales : 8%
Augmentation du taux de cendres : 4%
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Tableau XVI. Composition des différentes poudres de phosphate de calcium fournies a la sociéte de travaux publics {en g pour
100g de poudre).

Cendres  Calcium Phosphate  Brushite =~ MATM Lactose Impuretes
Poudre de décantat "lavé” 68 28 42 85 6,0(@) absence G0
70
Poudre du dépdt de 70 24 50 90 6,2(b) absence 3.8

rétentat de microfiltration

(1) : Matieres Azotées Totales.
(@) : dont 0,28g d'a-lactalbumine et 0,67g de B-lactoglobuline.
() : T'o-lactalbumine et la f-lactoglobuline sont trouvées a 1'état de traces,



donc 9 g d'impuretés, qui peuvent étre des traces d'ions et d'acides organiques (chlorure, lactate

notamment).

[11.2 3.3 Poudre du depdt de rétentat de microfiltration

plus de MAT (6,2%), ce qui peut s'expliquer par le phénomene de concentration lors de la
microfiltration. Toutefois. elle est quasiment dépourvue des protéines sériques majeures
(ct-lactalbumine et f-lactoglobuline). Ausst peut-on supposer que, lors de la décantation du
rétentat de microfiltration, ces protéines avec sans doute d'autres lipoproteines se retrouvent dans
la phase surnageante.

La poudre du dépot de rétentat présente une pureté en brushite de I'ordre de 90% (tableau
XVI). 1l est a noter que, si la quantité de phosphate dans cette poudre est plus importante
(compte tenu de la totale retention du phosphate par la membrane 0,2pum), la quantite de calcium
est legerement diminuée par rapport a celle de la poudre de decantat "lavé" (24 g de calcium
contre 28 g, pour 100 g de poudre). Une interprétation possible peut étre faite en considérant que
le calcium n'est pas totalement retenu par la membrane 0,2um (Taux de Reétention du calcium :
95%). Les impuretés, hormis les MAT, ne représentent que 4%. La microfiltration et la
décantation du rétentat ont donc permis en partie l'élimination des ions et acides organiques

contaminants.

111.2.3.4. Conclusion :

Le traitement technologique mis au point permet, a partir de lactoseérum acide de
fromagerie a 6% d'extrait sec, de précipiter 48% du calcium et 67% du phosphate initial, tout en
limitant les pertes en MAT et l'augmentation du taux de cendres. Méme si les rendements
d'extraction peuvent étre ameliorés, I'application de ce procédé au stade industriel semble peu
couteuse et ne nécessite presqu'aucun investissement (l'utilisation des cuves en place a Lacto
Sérum France étant possible), hormis éventuellement une installation de microfiltration.

Les poudres fournies a la société de travaux publics atteignent une pureté allant de 85 a

90%, le cahier des charges en fixant 70%. Celui-ci exigeait 8% au maximum de matieres



organiques, condition qui est également satisfaite. L'étape de microfiltration, technologie "douce"

parfaitement extrapolable a l'échelle industrielle, ameliore la pureté en brushite de 5%.

I 2.4 Analyses des poudres aux rayons X et au microscope electronique a

balayage :

En collaboration avec le laboratoire de Chimie du Solide Mineral (Universite Henii
Poincare, Nancy, France), les deux poudres fournies a la société de travaux publics ont ete
analysées par diffraction des rayons X (R.X) et par microscopie ¢€lectronique a balayage
(M.E.B.). Deux types d'informations sont recueillis :

- I'un concerne le nombre de phases présentes et leur morphologie, par 'observation des
images données par les électrons secondaires d'énergie de 50 a 500 eV (noté S.E. par la suite) ;

- l'autre concerne la composition élémentaire de chaque phase, qui est déterminée par

I'analyse de I'énergie des photons X reemis grace a un spectrometre dispersif d'€nergie couplé a

l'appareil. Le volume de matiére analyse en mode ponctuel est de l'ordre de quelques mm?.

II1.2.4.1. Reésultats des rayons X :

II1.2.4.1.1 Cas de la poudre de decantat "lave" :
La diffraction des R X révele un produit bien cristallisé (diagramme 1dentique a celui de la
figure 21). En comparant les distances reticulaires mesurees a celles de la fiche A.ST.M. n° 9-77

de la brushite (CaHPOy4, 2H20), on constate un excellent accord. Toutes les raies et rien que les

raies de la brushite sont présentes. La poudre de décantat "lavé” ne contient que cette seule phase

comme phase cristallisée.

111.2.4.1.2. Cas de la poudre du dépot de retentat de microfiltration:
Les clichés photographiques sont identiques a celui de la poudre précedente. La
conclusion est la méme : brushite comme seule phase cristallisée. Il a été vérifie quil n'y a pas de

variation des parametres entre les deux poudres.
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I11.2.4.2 Resultats dela M. EB.

12421 Poudre de décantat "lave" :

La figure 24 représente les images S E. de la poudre déposee sur papier adhesit, aux
grossissements de 300 et 3000, De sa morphologie globale. on constate qu'elle est monophasee.
Pour s'en assurer, nous avons realise plusieurs analyses ¢lementaires en des points différents de la
preparation qui conduisent au méme résultat. Trois élements sont deétectes © Ca, P, O | le rapport
atomique Ca/P valant 1 a la précision de la mesure (Ca : 51,97 ; P : 48,03). On confirme ainsi la

tormule CaHPOy4, 2H20 (H est trop léger pour étre détecte, O est trop léger pour étre mesure

avec une precision satisfaisante). La figure 25 représente ''mage S.E. d'un grain d'une préparation
obtenue par mise en suspension de la poudre dans de I'éthanol sous agitation par ultrasons. Une
goutte de solution est récupéree, déposée sur carbone vitreux poli. Aprés séchage et
métallisation, on effectue |'observation. Ce mode de préparation permet de dégager d'éventuelles
phases minoritaires qui auraient pu €tre cachées dans de gros agrégats. Dans le cas présent, i
n'est pas observé de phase autre que la brushite, dont la morphologie feuilletée des cristaux est

particulierement bien revélée ici (figure 25).

IT1.2.4 2.2, Poudre du depot de rétentat de microfiltration :

La figure 26 représente les images S.E. de la poudre déposce sur papier adhésif, aux
grossissements de 300 et 3000. Les analyses é¢lémentaires en des points différents de la
preparation montrent la présence des trots €léments . Ca, P, O. Le rapport atomique Ca/P est de 1
a la précision de la mesure (Ca : 51,21 ; P : 48,79), indiquant par conséquent la présence de

monophosphate de calcium.
111.2.4.2.3. Conclusion :

Les deux poudres analysées sont constituées uniquement de brushite trés bien cristallisée

et pure de formule CaHPO,4, 2H20.
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(b)
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Figure 24 Microscopie électronique a balayage de la poudre de décantat "lavé” (images S.E.).
(SRt : r 1 . & ) : o /
(a) : Grossissermnent de 300 ; (b) : Grossissement de 3000.



Figure 25 : Microscopie électronique a balavage de la poudre de décantat "lavé” (image S.E.
obtenue apres mise en suspension de la poudre dans de I'éthanol). Grossissement de 2500.



(a)

Figure 26 : Microscopie électronique a balayage de la poudre du dépot de rétentat de
microfiltration (images S.E.). (a) : Grossissement de 300 ; (b) : Grossissement de 3000.



111.2.5. Rendements d'extraction :

* Rendement theorique d'extraction .

il s'agit d'estimer le rendement d'extraction moven en phosphate de calcium, a partir du
volume de serum mis en oeuvre et du volume du surnageant obtenu, amsi que te volume de sérum
necessaire pour produire 1 kg de poudre de decantat.

Le lactosérum utilisé a une teneur en calcium de 3,26 g1’ et de 2,51 gI'' en phosphate
(voir tableau XV pour I’expression du calcium et du phosphate en g1"). Celles du surnageant
sont respectivement de 1,59 glI” et 0,77 gI''. Le bilan est effectu¢ a partir de 1000 litres de

lactosérum.

Quantité de phosphate de calcium initialement présente :

Calcium 1000 x 3,26 =3260 g
Phosphate : 1000 x 2,51 = 2510 ¢

soit au total 5770 g.

Quantite de phosphate présente dans le surnageant

Le surnageant, avec la couche gélatineuse, représente 80% du volume mis en oeuvre.
Calcium :1000x 1,59x08=1272¢
Phosphate : 1000x 0,77 x 0,8 =616 ¢

soit au total 1888 g.

Quantite de phosphate de calcium précipitee :
Calcium :3260-1272=1988 g
Phosphate : 2510 - 616 = 1894 g

soit au total 3882 g.

Le rendement d'extraction théorique en phosphate de calcium est donc de 67%.

La pureté¢ de la poudre de décantat "lave" étant de 85%, il faut donc
(1000x0,85x1000/3882) = 220 litres de lactosérum a 6% d'extrait sec pour produire 1 kg de

poudre de décantat "lave".
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* Rendement reel d'extraction :

Le rendement d'extraction theorique est surestime, étant donné que la composition de la
couche gelatineuse doit étre probablement plus proche de celle du decantat que celle du
surnageant. En fait, le rendement d'extraction reel serait plutot de 60%.

De meme, concernant le volume de serum necessaire a la production de 1 kg de poudre a
85%, nous n'avons pas pris en compte les differents lavages. En fait, il a eté determine que 650

H

litres de serum sont nécessatres pour produire 1 kg de poudre.

HI.2.6. Conclusion :

Cette ¢tude a permis la mise au point d'un procedé d'extraction de phosphate de calcium a
partir de lactosérum acide de technologie pate molle. Méme si le rendement d'extraction reste
encore a ameliorer, la qualité de la poudre obtenue est tout a fait satisfaisante au regard du cahier
des charges.

Selon la pureté souhaitée, il est bien entendu que I'étape de microfiltration en aval de la
décantation ne s'imposera pas forcéement. La mucrofiltration permet d'accroitre la pureté en
brushite de 5%. Ce gain peut paraitre faible, mais n'oublions pas que le decantat "lave" a
microfiltrer a déja une purete de 85% et que la purete proche de 100% ne se justifie pas pour
toutes les utilisations. Les produits obtenus lors de ce process peuvent étre destinés a de diverses

applications (figure 27).
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Lactosérum acide de fromagerie (6% d'extrait sec)

Précipitation

Brushite

(85% de pureté) —® Béton

Y

Surnageant '
Microfiltration
Alimentation animale
Alimentation humaine
Brushite
(90% de pureté)
Bétan

Alimentation humaine

Figure 27: Applications potentielles des produits issus de la clarification de lactosérum acide de
fromagerie.



IV. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Cette etude montre qu'en appliquant un protocole simple (ajustement du pH et chauffage),

peu onereux et transposable a 'échelle industrielle, il est possible de produire du phosphate de
calctum a partir de lactoserum acide.
Les poudres fournies a la sociéte de travaux publics, répondant tout a fait au cahier des charges,
atteignent une pureté allant de 85 a 90%. Ces poudres, d'origine "biologique", permettent
effectivement de diminuer le temps de prise des bétons. Ces résultats ont été confirmes par le
laborateire de Recherche et Développement de la société de travaux publics.

Ces travaux repondent parfaitement au souci et a la nécessité de valorisation du
lactosérum, principal co-produit de la filiere lait. En effet, ses différents composants sont pour
l'essentiel bien valorisés a l'exception de la fraction minérale. Cette étude comble en partie cette
lacune. L'enjeu économique semble ¢évident. La brushite représente un e¢lément génant pour Lacto
Sérum France et un ingrédient intéressant pour la societe de travaux publics. L'économie réalisee
a l'achat a été estimée a 10 F/kg au minimum. D'autres marches peuvent certainement s'offrir a un

tel produit.

Cependant, l'application immeédiate du procéde mis au point ne semble pas pour l'instant
possible a l'échelle industrielle. En effet, la specificite du serum utilisé (lactosérum acide de fin
d'égouttage, issu de technologie pate molle) rend les volumes traitables faibles et les rendements
d'extraction, qui sont encore a optimiser, ne permettent pas de combler ce manque.

Aussi, la suite de ce projet serait d'adapter ces resultats a des serums acides préconcentres
de "grand melange" (a 30% d'extrait sec), qui sont quotidiennement réceptionneés a l'usine Lacto
Serum France ; l'objectif étant de diminuer les couts de transport et surtout les volumes
necessaires a l'extraction de ce sel de phosphate.

Une redefinition des différents parametres doit étre établie. Des essais preliminaires sur des
serums acides de diverses provenances a 27% d'extrait sec ont ét¢ meneés et semblent
encourageants. Lors de ces essais, il a €t¢ montre que l'ensemencement a l'aide de cristaux de
phosphate de calcium était preférable au chauffage, qui entraine trop souvent une gélification de

la matiére premiere (Ferrero, 1991). L'ensemencement a l'aide de cristaux de brushite parait étre

effectivement  une  solution pour  “stimuler" la  précipitation  phospho-calcique.
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CONCLUSION GENERALE

La valorisation des co-produits laitiers s’est imposé des le debut de I'industrialisation du
secteur pour des raisons economiques et par souci de protection de ['environnement. En eftet, les
co-produits de la beurrerie (lait ecremé - babeurre) et de la fromagerie (lactosérum) contiennent
environ 45 % de la matiere seche de I’ensemble du lait collecté. Constitués de protéines, lactose
et mineraux, ces denves du lait ont d’abord eté utilisés en alimentation animale en {’état, mais le
plus souvent, en mélange avec d’autres nutriments, soit sous forme concentrés, soit sous forme

anhydres.

Contraints de rechercher de meilleures valorisations, les industriels ont su exploiter
Pensemble des possibilités qu’offrent les procedes de precipitation des protéines et les techniques
de separation sur membrane et échangeurs ioniques.

Ainst grace a l'acquis des connaissances dans le domaine de la physicochimie des
proteines et a I'essor des technologies de fractionnement, est née une industrie de premiere
transformation laitiere, qui offre une large gamme de bases protéiques destinées a I'industrie
alimentaire et exploitées soit pour leurs proprietés nutritionnelles, soit pour leurs proprietes
fonctionnelles. Ainsi, une part de plus en plus importante des protéines laitiéres est destinée a
I’alimentation humaine. La maitrise des procédeés de fractionnement et [’évolution des
connaissances relatives aux proprietes physicochimiques et physiologiques des protéines laitieres
ouvrent de nouvelles perspectives de valorisation aussi bien dans le secteur agroalimentaire que

dans le secteur de la cosmétologie et de la parapharmacie.

Nous avons montr¢, dans ce travail, I'importance d’un parametre physicochimique ( le
pH) lors de 'ultrafiltration de lactoserum sur différents types de membranes. La valeur du pH
modifie de maniere significative les performances des membranes, ainsi que la composition
qualitative et quantitative des perméats, notamment en protéines. Il est évident que d’autres
parametres sont également déterminants au niveau des performances et de la composition des
produits obtenus. De plus , en amont de cette technologie, I'industriel transformateur de ce co-

produit réceptionnne une matiere premiere dont les caractéristiques sont trés fluctuantes. Or, il lui
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faut pouvoir proposer un produit fini a qualité constante tout au long de I'année. Ainsi, une
meilleure connaissance des pheénomenes mis en jeu dans les procedés de séparation sur membrane

permet de mieux maitriser la technologie et la qualite des produits.

[’heterogeneite et importante mineralisation des lactoserums acides est un frein a leur
valorisation. L’extraction du phosphate de calcium par precipitation et sa purification par
microfiltration, decrites dans ce travail, peuvent contribuer & une meilleure valorisation des
lactosérums acides. Ce "phosphate de calcium biclogique” pourrait €tre utiliseé notamment, en
fromagerie pour obtenir une veritable standardisation minérale des laits. Nous avons démontre la
faisabilite de cette extraction-purification au stade "pilote”, mais il reste encore a optimiser son
extraction industrielle.

Ainsi, la valorisation des lactoserums, a I'aide des technologies membranaires, concerne
non seulement la fraction protéique mais ausst la fraction minérale de ce co-produit de la filiere

lait.
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RESUME

Les techniques de séparation par membranes sont de plus en plus utilisées pour valoriser
les constituants des lactosérums, co-produits de la filiere laitiere. Une meilleure connaissance de
ces techniques de fractionnement, ainsi que le développement de procédés spécifiques a chacun
des constituants des lactosérums, contribuent a la recherche de nouvelles voies de valorisations.

Dans cet optique, I’effet d’un parametre physicochimique important, le pH, a été étudié
lors de I'ultrafiltration de lactosérum doux non clarifié. Les flux de perméation, les niveaux de
colmatage et le transfert des protéines majeures (f-lactoglobuline et a-lactalbumine) a travers
différentes membranes varient de maniere significative selon le pH d’ultrafiltration, mais aussi
selon la nature de la membrane. Les différences observées, selon le pH d’ultrafiltration, peuvent
notamment s’expliquer par des changements d’hydrophilie, de charge et de polymérisation des
protéines, mais aussi par des modifications.de solubilisation des sels de phosphate de calcium. Le
pH joue par conséquent un role déterminant sur les performances des membranes et sur la
composition chimique des perméats.

Si la fraction protéique des lactosérums est bien valorisée, peu de travaux portent sur la
valorisation de la fraction minérale. Or; les lactosérums acides de fromagerie sont particulierement
riches en calcium et en phosphate, minéraux utilisés notamment dans le secteur des Travaux
Publics. Le traitement technologique, mis au point dans cette étude a partir de lactosérum acide de
fromagerie a 6% d’extrait sec, permet de précipiter 48% du calcium et 67% du phosphate initial,
tout en limitant les pertes en matieres azotées et ’augmentation du taux de cendres. La poudre de
“phosphate de calcium biologique” obtenue est constituée uniquement de brushite cristallisée
(CaHPO,, 2H,0), avec une pureté de 85%. Une étape de microfiltration, optimisée a I’échelle
“pilote”, permet d’accroitre cette pureté a 90%. Méme s’il reste encore a optimiser I’extraction
industrielle de ce sel de phosphate, ces travaux répondent parfaitement au souci et a la nécessité de

valorisation de la fraction minérale des lactosérums.

MOTS CLES : Lactosérums industriels / Techniques de séparation sur membrane / Valorisation /

Protéines sériques majeures / Transfert / pH / Brushite.
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