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Résumé

L’alpha-lactaloumine (a-LAC), représentant environ 22% des protéines du
lactosérum, est riche en tryptophane, lysine et cystéine, est ajoutée dans les formules lactées
pour mieux mimer la composition d lait humain, ce qui en fait un ingrédient de choix pour la
fortification des aliments infantiles, la nutrition des personnes agées et pour 1’amélioration
de la performance musculaire. L’obtention d’a-LACC pure présente des défis technologiques
du fait que les méthodes de fractionnement des protéines laitieres par les procédés existants
présentent des contraintes technologiques et environnementales. Il est donc important de se
tourner vers des procédés matures, éco-coefficients et capables d’étre implantés a 1’échelle
industrielle. En ce sens, les traitements par hautes pressions hydrostatiques (HPH) gagnent
de I’intérét par leurs capacités a étre appliquées a tous les types d’aliments pour réduire la

charge microbienne et prolonger leurs durées de conservation.

Appliquées au lait, de nombreux auteurs ont démontré que les HPH permettent de
réduire la taille des caseines de 33 & 38 % (a 300 MPa et 600 MPa respectivement), de générer
des agrégats entre les CN/B-LG et B-LG/B-LG tandis que 1I’a-LAC est peu affectée. Cette
étude propose donc de moduler ces interactions et d’utiliser les d’agrégats de tailles et de
composition spécifiques formés par les HPH pour séparer 1’a-LAC des autres protéines
laitieres par ultrafiltration (UF) via une membrane de 300 kDa. Les interactions protéiques
sous HPH, la caractérisation des fractions génerées et les performances de filtration ont été
étudiés.

L’analyse des données révele une variation de la composition physico-chimique dans

le perméat et le rétentat d’UF. Pour les solutions non-traitées, prés de 83,12% de 1’a-LAC et



78,37% de la B-LG sont retrouvées dans le rétentat alors que pour les solutions pressurisées
ces valeurs sont de 76.74% pour 1’a-LAC et 53.46% pour la B-LG. Le perméat de la solution
pressurisee obtenu apres le couplage des HPH et de I’UF présente un profil plus important

en a-LAC que les solutions non traitées.

Le rapport a-LAC /B-LG obtenu dans les rétentats pour le lait non traité par HPH
(0,38) est plus élevé que le ratio a-LAC/B-LG de la solution préssurisée (0.20). Ce qui
explique que plus de B-LG est resté dans le retentat de la solution préssurisée lors de la
filtration membranaire par rapport a la solution témoin. Toutefois, les performances de
filtration sont drastiquement diminuées a cause de I’apparition d’un colmatage. Ces premiers
résultats montrent ainsi 1’intérét du couplage de ces deux procédés (HPH-UF) pour la
séparation d’une protéine d’intérét. Il est cependant nécessaire de mettre en place des
stratégies visant & minimiser le colmatage tout en augmentant les rendements et les taux de

purification de la protéine cible.
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Avant-propos

Ce mémoire de maitrise est composé de quatre chapitres :

Le chapitre 1 est consacré a la littérature pertinente sur le sujet d’étude. 1l est divisé
en trois (3) parties : la premiére partie traite des protéines laitiéres, plus spécifiquement les
caseines (CN) qui ont été étudiées pour leurs structures et leurs modifications lorsque
soumises aux HPH. La deuxiéme partie se focalise sur la béta-lactoglobuline qui fait partie
intégrante de la problématique de séparation des protéines majeures du lactosérum. La revue
de littérature sur I’alpha-lactalbumine compose la troisieme partie du chapitre 1. Par la suite,
les HPH sont traitées ainsi que les applications liées a cette technologie au niveau de
I’industrie laitiére et ses impacts sur les matrices laitiéres. En dernier lieu, une étude
approfondie de 1°UF est présentée ainsi que des parametres opératoires a maitriser lors de
I’utilisation de cette technologie. Le chapitre 2 présente 1’hypothése de recherche ainsi que
les objectifs a atteindre. Le chapitre 3 présente un article scientifique intitulé
“Fractionnement des protéines du lactosérum par couplage des hautes pressions
hydrostatiques et de I 'ultrafiltration”’. |l a été rédigé en lien avec les résultats expérimentaux
générés en laboratoire. Les auteurs de cet article sont les suivants : Elie Jean, 1° auteur qui a
rédigé Darticle, réalisé les travaux de laboratoire, la collecte de données, I’analyse et
I’interprétation des résultats; Véronique Perreault, professionnelle de recherche, qui a
participé a la formation de 1’auteur principal pour diverses expérimentations ; Shyam Suwal,
a porté son soutien dans la correction de ’article et a certaines interprétations des résultats;
Alain Doyen directeur et porteur de 1’idée du projet, a supervisé, corrigé, validé les résultats
et révisé I’article. Le chapitre 4 revient sur I’hypothése de recherche initialement proposée,

présente la conclusion et des perspectives au présent projet de recherche.
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Introduction

En 2017, 2.5 milliards de litres de lait de consommation ont été vendu au Canada
(Canadian Dairy Info. 2017) ce qui classe le secteur laitier comme un des principaux leviers
économiques dans I’industrie alimentaire. La valeur monétaire des produits laitiers vendus
augmente et les prévisions du Financement agricole Canada pour 2018 est trés prometteur
selon les fortes tendances de consommation actuelle. Au Québec, c’est 8.7 milliards de
dollars qui sont générés par les 6513 fermes laitieres et les 12000 producteurs laitiers qui
évoluent dans le secteur sur I’ensemble de la vente du lait au Canada (Producteurs de lait du

Queébec. Site web 2018).

Le lait est un fluide composé d’une fraction lipidique sous forme de globules de gras,
une fraction glucidique (le lactose), des fractions protéiques colloidales (cas€ines) et solubles
(protéines seriques) et une quantité importante de minéraux en équilibre entre les phases
soluble et colloidale (Thompson et al. 2014). La concentration des principaux constituants
du lait de vache est la suivante : 87,7% d’eau, 4,9% de lactose, 3,4% de matiére grasse, 3,3%
de protéines et 0,7% de minéraux (Jouan. 2002). Dans le lait, environ 67% du calcium, 35%
du magnésium et 44% du phosphate sont des sels liés aux caséines. Les principales protéines

sont les caséines (CN) et les protéines du lactosérum (Jouan. 2010; Fox et al. 2015).

La consommation des protéines laitiéres et de leurs dérivés (caséinates) est tres
répandue dans I’alimentation humaine. Ces protéines entrent également dans la composition
des formulations infantiles (Williams et al. 2014). Les protéines laitiéres sont d’une grande
importance sur le plan nutritionnel, fonctionnel et économique. A cet effet, leur purification

est d’intérét majeur pour les industries alimentaires, nutraceutiques et pharmaceutiques pour



la génération d’ingrédients a fortes valeurs ajoutées. Il existe divers procédés pour purifier
les protéines laitieres (chromatographie, séparation sur membrane et précipitation sélective)
mais ils présentent des contraintes technologiques, de colt et environnementales. Ainsi, il est
important d’évaluer de nouvelles stratégies afin de générer des fractions protéiques ayant un
taux de pureté et/ou rendement plus élevé tout en prenant en compte le facteur
environnemental. Par conséquent, il devient intéressant d’utiliser de nouvelles stratégies de

purification utilisant des procédés matures et innovants.

Les HPH est un procédé, dont I’étude a débuté au 19° siécle, consiste a appliquer une
pression statique sur un produit alimentaire emballé en utilisant I’eau comme transmetteur
de pression. Cette pression varie entre 50 et 1000 MPa avec pour effet une augmentation de
la température dans I’enceinte de 3°C par tranche de 100 MPa (Huppertz et al. 2011,
Balasubramanian et al. 2016). Les HPH sont soumis aux respects des principes de Le
Chatelier, le principe isostatique, le principe d’arrangement microscopique et la théorie de
1’état de transition énergétique. Quand un systéme est soumis aux HPH, il y a un déséquilibre
au niveau de la cohésion de ce systeme. L’application des HPH permet un changement des
propriétés physiques des aliments (viscosité, solubilité, densité.) (Patel et al. 2005); une
dissociation des liaisons faibles et peut induire une variation du pH (Balasubramanian et al.

2016).

Ces différents effets des HPH sur les matrices alimentaires se traduisent
principalement par des modifications de structures des protéines (Bravo et al. 2012). Plus
specifiquement, les HPH provoquent la dénaturation des protéines et la formation d’agrégats
entre les especes protéiques (Messens et al. 1997; Huppertz et al. 2003; Marciniack et al.

2018). Dans le cas de la micelle de CN, la pressurisation engendre leur déstructuration par



solubilisation du phosphate de calcium colloidale, la déstabilisation des liens hydrophobes et
des interactions électrostatiques (Huppertz et al. 2004). Finalement, différentes interactions
protéiques sont créées, ainsi, les CN peuvent se lier avec la B-LG pour former des agrégats

via des ponts disulfures a partir de 200 MPa (Patel et al. 2006; Considine et al. 2007).

A la différence des CN, les protéines sériques, de structure globulaire, réagissent
difféeremment a la pression. En effet, sous HPH, la B-LG présente une certaine résistance a la
pression entre 50-100 MPa puis commence a se dénaturer a partir de 150 MPa tandis que I’a-
LAC, la plus résistante des protéines aux HPH a cause de sa structure formé de quatre (4)
ponts disulfures liés par une atome de calcium commence a se dénaturer seulement a partir
de 400 MPa (Patel et al 2005). Dans le lait, la B-LG traitée par HPH est dénaturée a 90% vers
400 MPa et est associé¢e aux molécules de CN majoritairement avec la k-CN pour former des
complexes de poids moléculaires élevées (Huppertz et al. 2004; Considine et al. 2007).
Plusieurs facteurs, en plus des HPH, peuvent accentuer la dénaturation des protéines sériques,
soient la température, le pH et la force ionique (Chatterton et al. 2006). Les interactions
protéiques générées sous HPH représenteraient ainsi un pré-traitement novateur afin
d’induire, de maniere spécifique, des interactions entre les protéiques laitieres. Par la suite,
le couplage des HPH avec d’autres procédés tels que les technologies baromembranaires,
permettrait une séparation sélective des protéines laitiéres pressurisées. Cependant, les
modifications d’équilibres physico-chimiques dans le lait et les phénomenes de
dénaturation/agrégation protéiques a la suite de sa pressurisation impactent négativement sur
les performances de la filtration (Leu et al. 2017). Par conséquent, 1’objectif de ce travail de

recherche est de moduler spécifiqguement les interactions des protéines du lait sous HPH afin



de générer un gradient de taille permettant une séparation spécifique des protéines majeures

du lactosérum par UF.



Chapitre 1

Revue de littérature



1. Les protéines laitiéres

Le lait bovin est composé d’environ 3,2 a 3,5% de protéines. Ces protéines sont divisées
en 2 classes spécifiques : les protéines colloidales et les protéines solubles. La fraction
colloidale est représentée par les caséines (CN) (-78% w/v) qui sont insolubles a pH 4,6 alors
que la fraction soluble est constituée des protéines du lactosérum qui, par définition, sont
solubles a pH 4,6. Les protéines du lactosérum sont constituées de béta-lactoglobuline (B-
LG) (55% wl/v), d’alpha-lactalbumine (a-LAC)(-20% w/v), des immunoglobulines (1g)
(13%), de I’albumine de sérum bovin (ASB )(7%), de la lactoferrine (Lf) (4%) et des
fragments de CN appelés les protéoses-peptones (Ribadeau-Dumas, 1981; Cayot et Lorient.

1998; Jeantet et al., 2007 ; Boland et al., 2014 ; Fox et al., 2015).

D’un point de vue technologique et physico-chimiques, les protéines laitiéres
représentent la fraction des constituants du lait la plus importante et la plus étudiée (Fox.
2003) en lien avec leurs propriétés nutritionnelles et techno-fonctionnelles. A cet effet, elles
peuvent étre intégrées dans diverses matrices alimentaires pour une amélioration de la qualité
physico-chimique et sensorielle des produits. Dans le lait, la concentration des protéines varie
en fonction de plusieurs facteurs : I’alimentation, la race, la période de lactation et 1’état de

santé de I’animal (Jeantet et al., 2007).

Dans les paragraphes qui suivent, seules les protéines laitieres et leurs caractéristiques
structurales et physico-chimiques seront détaillées pour un approfondissement des

connaissances sur le sujet.



1.1.Les caséines

Les CN sont des hétéroprotéines présentes dans le lait sous forme de micelles. Chaque
micelle est constituée d'un nombre différent des quatre (4) espéces caséiques : la caséine
alpha-s! (as1-CN), la caséine alpha-s2 (as2-CN), la caséine béta (f-CN) et caséine kappa (k-
CN) dont les teneurs dans la micelle sont respectivement de 38%, 10%, 36% et 15% (Jouan.
2002). Cependant, il existe une cinquieme catégorie la y-CN représentant 2 a 3% des CN
totales issue des réactions de dégradation de la B-LG par les protéases du lait (Jeantet et al.

2007 ; Jouan. 2002).

En 1818, Schiibler a été le premier scientifique ayant démontré que les CN existent dans
le lait de la plupart des mammifeéres terrestre sous la forme de larges particules suspendues
dans une phase aqueuse. Elles sont responsables de la couleur blanche et opaque du lait
(Jeantet et al. 2007) et possedent des propriétés biologiques intéressantes notamment puisque
leur hydrolyse enzymatique permet la génération de peptides bioactifs ayant des propriétés
anti-opioides et anti-hypertenseur. (Nongonierma et al. 2015). Riche en phosphore et en
calcium [Cas(POs4)2], les CN peuvent étre isolées et identifiées selon les techniques courantes
de séparation des protéines laitieres (précipitation isoélectrique, filtration membranaire,

centrifugation) (Fox & Brodkorb. 2008 ; Jouan. 2002; Horne. 2014).

Le nombre de groupements phosphorylés est un critére d’hétérogénéité permettant de
classer les CN en fonction et de leurs sensibilités a la précipitation en présence d’ions Ca®*
(Horne. 2005). Ce classement des CN en fonction de leurs sensibilités aux ions Ca?* est la
suivante : as2-CN > as1-CN > B-CN > k-CN. Il existe de nombreuses variantes génétiques

des CN en fonction de leurs compositions en acides aminés et des substitutions qui peuvent



étre effectuées sur leurs chaines peptidique, ce polymorphisme génétique affecte leurs
stabilités et leurs propriétés a la coagulation (Jouan. 2002; Thompson et al. 2014). Les

différentes propriétés des CN sont détaillées dans le Tableau 1.

Tableau 1: Propriétés des caséines bovines (données tirées de Jeantet et al. 2010)

Protéines Masse molaire Nombre Groupement Résidus
moléculaire d’acides phosphore cystéines
(kDa) aminés
CN-as1 23.6 199 7-9 0
CN-a s2 25.2 207 10-13 2
CN-p 23.9 209 5 0
CN-x 19.1 169 1 2

1.1.1. Les différents types de CN

a) Caséine os1

La as1-CN est la phosphoprotéine la plus abondante dans le lait soit 34-40% de la masse
nette des caséines (Ribadeau-Dumas et Grappin. 1989). Il existe 5 variants connus composés
de 199 acides aminés pour un poids moléculaire de 23 kDa. La as1-CN présente 3 zones
hydrophobes et 2 zones hydrophiles qui lui confére une hydrophobicité globale de 4,89
Kj/résidu (Ribadeau-Dumas et Grappin. 1989; Jouan. 2002). Elle possede une capacité de se
lier avec les ions phosphocalciques, ce qui permet par la suite de créer des liens entre les

constituants micellaires et les autres caséines pour former les sous-micelles.

b) Caséine asz
La concentration de la as2-CN dans le lait est de 2,6 g/L. Il s’agit d’une protéine riche en
résidus phosphorylés et sérines, ce qui permet de la différencier des autres caséines (Ribadeau

et Dumas. 1989). Cette espéce caséique a une masse molaire comprise entre 25,15 et 25,4



kDa, une hydrophobicité moyenne de 4,64 kJ\résidu et une charge nette positive de +9,5mV
dans sa partie C-terminale. Elle porte aussi une charge négative de -21mV dans sa partie N-
terminale (Cayot et Lorient., 1998). Dans sa structure, deux groupements cystéine sont
dénombrés ce qui permet de former des diméres ou polyméres de as2-CN via des ponts

disulfures (Cayot et Lorient. 1998).

c) Caséine 8

La B-CN posséde une structure secondaire désordonnée avec 7-13% d’hélices o et 13 a
22% de feuillets B. Six variants ont été dénombrés. Elle posséde 2 régions qui déterminent la
polarité et le pouvoir amphiphile de la molécule. Dans la région N-terminale, la -CN est
fortement acide et hydrophile (Jouan et al. 2002) en raison de sa teneur élevée en acide
glutamique. Sa partie C-terminale quant a elle est hydrophobe et, en fonction de la
température, joue un réle dans la propension des B-CN a s‘associer entre-elles pour former
des néomicelles. Quand la température augmente, 1’association entre les f-CN augmente dl

aux diverses interactions hydrophobes (Cayot et Lorient. 1998).

d) Caséine k
La k-CN est I’espéce caséique la plus étudiée du fait de son réle dans la coagulation du lait
en fabrication fromagére. Elle existe en un assemblage de monoméres reliés par des ponts
disulfures (Cayot et Lorient. 1998). Il existe 2 variants génétiques de la k-CN dérivés de la
substitution de deux acides aminés localisés en position 136 et 148 du caséinomacropeptide
(CMP) (Jouan. 2002). La partie N-terminale de la k-CN est hydrophobe (Swaissgood. 1982)
et porte une charge globale nette négative soit -3.0 mV pour le variant A et -3.9 mV pour le

variant B (Cayot et Lorient. 1998). Une caractéristique rare de la k-CN est qu’elle est la seule



a posséder dans sa chaine peptidique une molécule de pyroglutamate. De plus, elle est la
seule espece CN glycosylée (Mercier et al. 1973). La k-CN est soluble en présence du
calcium a toutes les échelles de température ce qui lui permet de jouer un réle stabilisateur

pour les autres caséines (Jouan. 2002).

1.1.2. Propriétés structurales des micelles de caséines

En microscopie électronique, les CN existent en un assemblage de 50 a 100 espéces
caséiques sous forme de micelles avec un diamétre moyen de 180 nm et de poids moléculaire
avoisinant les 10® Da (Fox & Brodkorb. 2008). Les micelles sont des particules sphériques
colloidales composées de plusieurs unités sous-micellaires de 15 a 20 millimétres (mm) de
diamétre, stable selon un potentiel Zéta de -20mV (Fox & Brodkorb. 2008). En plus de la
présence des CN (94%), les micelles renferment du phosphate de calcium (Ca) et du citrate
de magnésium (Mg) a 6 % (Fox et al. 2015). Les autres caractéristiques de la micelle de
caséines sont présentées dans le Tableau 2.

Tableau 2: Caractéristiques de la micelle de caséine (adapté de, McMahon et Brown 1984, Fox,

P.F. et Brodkorb, A. (2008)
Caractéristique

Valeur moyenne

Diametre 120 nm (50-500 nm)
Surface 8.0%10%cm?
Volume 2.1*10%*cm?
Masse 2.2*10%0¢g

Densité (hydratée) 1.0632 g/cm?
Teneur en eau (hydratée) 63%

Hydratation 3.7g H.O/g* protéine
Voluminosité 4.4 cmi*g

Potentiel Zeta (25°C) -18.7+£0.3mV
Nombre de chaines peptidiques 5*10°

Nombre de particules par ml de lait 10%4-10%

Surface des micelles par ml de lait 5*10*cm?®




La micelle de CN fait I’objet de nombreuses études et les modeles qui permettent de la
présenter font tous mentions de la présence du Ca®* et du phosphate inorganique comme
¢léments centraux assurant I’ intégrité de la micelle et la présence de la k-CN en surface de la
micelle. Le calcium est souvent associé au phosphore pour former le phosphate de calcium
colloidal en association avec les CN. Les autres ions monovalents (K, Na, Cl) ainsi qu’une
partie des ions Ca, Mg, citrate et phosphate sont dans la phase aqueuse et permet de faire

I’équilibre avec la micelle.

Le retrait du Ca?* colloidal de la micelle cause une déstabilisation de celle-ci en des
particules de masse moléculaire avoisinant les 10° Da (Thompson et al. 2014). Les différents
modéles traitant les micelles ont été sujets a de nombreuses discussions. Ainsi, plusieurs
modeles ont été développés au fil des avancées scientifiques sur la structure des micelles de

CN.

a) Le modele « core-coat »

Selon ce modeéle, basé sur un complexe caséinique (a, B) au cceur de la molécule, la
micelle ne précipite pas en présence du calcium mais forme de préférence une monocouche
stabilisée par la caséine k. Le modéle de Schmidt revue par Walstra en 1999 est une des
variantes de ce modéle qui fait mention des interactions hydrophobes engendrées par les
sous-unités sub-micellaires tandis que le modéle de Holt présente une structure micellaire

dont I’intégrité est assurée par les interactions entre les caséines et le phosphate de calcium.
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b) Le modele de Schmidt revu par Walstra et al. (1999).

Dans le modéle de Schmidt 1980, revue par Walstra et al. (1999) ; il est indiqué que les
unités sous-micellaires sont les éléments constitutifs des micelles et sont différentes les unes
des autres. Au cceur ou au centre de la micelle il y a la présence des as1-CN, as2-CN et B-CN
qui lui confere un caractére hydrophobe dont la responsabilité revient a la présence de
fragments apolaires de CN. En périphérie de la micelle il y a la présence principalement de
la k-CN de nature hydrophile entourée de certains fragments issus de CN provenant du cceur

de la molécule lui conférant sa stabilité.

Q Sous-micelle
)_% Chaine peptidique
proéminente

Phosphate de Calcium

Figure 1: Modéle“micellaire proposé par Walstra et al. 1999
Ce modele présente une certaine limite par le fait que certaines des sous-unités
comprennent des k-CN tandis que les autres non. Le phosphate et le calcium jouent un réle
dans la phosphorylation avant la formation de la micelle tandis que le phosphate de calcium
fait son entrée tardive dans la micelle. Ce point est discutable et c’est pour cela que d’autres
modeéles ont été développés en incluant le phosphate de calcium précocement dans

I’association des micelles.

12



c) Le modeéle de nano-cluster de Holt

Pour Holt, le phosphate de calcium forme des nanoclusters qui interagissent avec les
molécules de phosphosérines. C’est au niveau des sites de liaisons, que les échanges entre le
calcium et les phosphosérines se réalisent puis se regroupent avec les chaines peptidiques
pour former des clusters (Holt. 1992 ; 2004). Il s’en suit des interactions hydrophobes et
électrostatiques par le fait que certaines caséines ne sont pas totalement liées aux

nanoclusters (Horne. 2006).

)

Figure 2 : Modéle micellaire proposé par Holt (1992)

En surface, la k-CN restreint I’association des caséines et permet ainsi de stabiliser la
micelle en une structure tridimensionnelle (Dalgleish et al. 1988; Fox et al. 2015). Ce modele
tient compte des CN qui ne sont pas liées aux nanoclusters mais plutdt par des interactions
hydrophobes, des liaisons hydrogénes et électrostatiques. Dans le lait, les charges négatives
présentes a la surface de la micelle engendrent des répulsions électrostatiques empéchant
I’association des micelles entre-elles. Les micelles sont hydrophiles, possédent un pouvoir

d’hydratation ¢€levé et peuvent fixer 4g d’eau/g de protéine (Dalgleish et Corredig. 2012).
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1.2.Les protéines sériques

Les protéines du lactosérum représentent la fraction soluble du lait aprés I’atteinte du
point isoélectrique des CN (pH 4,6) a la suite de 1’ajout de présure pour la formation du caillé
fromager. Ces protéines sont de nature globulaire et existent en proportions variables. Les
sections suivantes traiteront plus spécifiquement des caractéristiques structurales et physico-

chimiques des protéines sériques.

1.2.1. La béta-lactoglobuline

1.2.1.1.Propriétés structurales et physico-chimiques

La B-LG est une protéine de la famille des lipocalines dérivant de la superfamille des
calycines, c’est-a-dire les protéines qui sont capables de se lier aux acides gras et de
transporter des molécules hydrophobes (Cayot & Lorient. 1998). Elle représente 50% des
protéines du lactosérum et 12% des protéines totales du lait soit (Jouan. 2002). Chez les
ruminants et les monogastriques, elle est synthétisée par les cellules épithéliales des glandes
mammaires. Elle est absente dans le lait humain et celui des rongeurs. De poids moléculaire
de 18,4 kDa, elle est présente sous forme dimérique (36,8 kDa) dans le lait pour des valeurs

de pH se situant entre 5,1 et 7,5 (Chatterton et al. 2006).

La B-LG, composee de 162 acides aminés (Fox et al. 2015), présente dans sa structure
tertiaire deux ponts disulfures formés a partir de quatre cystéines (Jayat et al. 2004). De plus,
un résidu cystéique libre est situé au cceur de la molécule permettant des liaisons SH/S-S

inter et intramoléculaire (Considine et al. 2007). 1l existe 10 variants genétiques connus dont
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les principaux sont les variants A et B (Jouan. 2010). Ces 2 variants différent seulement par
deux acides aminés Asp-64-Gly et Val-119-Ala respectivement et par la position de la

cystéine libre qui peut étre située en position 106, 119 ou 121.

La structure secondaire de la B-LG est constituée de 10% d'hélice-o. contenant les
brins B, C, D et A1, 43% de feuillet-p antiparallele contenant les brins D, E, F, G, H, | et Az
et 47% de structure désordonnée (Fox et al. 2015). La structure quaternaire de la p-LG varie
parmi les monomeres, dimeres et oligoméres en fonction du pH, la température, la force
ionique. En effet, a pH neutre il n’y a pas de différence marquée entre les dimeres et les
monomeéres tandis que I’abaissement du pH a 3 permet une dissociation des diméres en
monomeres contenant un résidu S-H et 2 liaisons S-S formées entre la Cys-160 et la Cys-66,
la Cys-119 et Cys-106 sans modification dans la disposition moléculaire en raison des forces

de répulsions électrostatiques (Pérez-Gago & Krochta. 2002).

L’augmentation du pH a 8 augmente la réactivité de la B-LG a la suite de I’exposition
des groupes carbonyles et S-H/S-S conduisant a la formation d’octaméres. La température a
un effet sur la conformation de la B-LG de maniére irréversible apres dépliement des diméres
en monomeres par exposition des groupes internes SH, hydrophobes et amines (Pérez-Gago

& Krochta. 2002).
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Unfolded Intermediate Mative

Figure 3 : Représentions chimique des états conformationnels lors du repliement de la p-LG selon 3
états : déplié, intermédiaire et natif (Heinrich Roder et al. 2001).

Dans la partie hydrophobe de la molécule, il y a la présence des acides aminés Leu (10,
46,54, 58, 103), lle (12, 56, 71,84) Val (15, 41, 43, 02, 94), Ala (73, 80), Met107 et Phe (82,
105) dont les chaines latérales créent un emplacement favorisant la liaison de ligands (acides
gras saturés/polyinsaturés et des molécules aromatiques) de natures hydrophobes repoussant
ainsi vers ’extérieurs les molécules hydrophiles (Pérez-Gago & Krochta. 2002; Cayot et
Lorient. 1998; Sawyer et al. 1998). De plus, elle permet de nombreux liens au niveau de ces
3 sites de liaisons : le premier site au niveau du calice de la poche hydrophobe comme c¢’est
le cas de sa liaison in vitro avec le rétinol (Chatterton et al. 2006); le deuxiéme site au niveau
des résidus Trp19, Trp20, Trp42, Glu44, GIn59, GIn68, Leul56, Glul57, Glul58 et His161;
le troisiéme site de liaison fait intervenir les résidus Tyr102, Leul04 et Asp129 (Edwards et

al. 2014).

16



-~ Cys66-Cys160

cystoeCystio | )
Asp64 .

Figure 4: Structure de la béta-lactoglobuline présentant les emplacements des sites de liaisons entre
les variantes A et B. (Delano. 2002)

Sur le plan fonctionnel, elle présente des propriétés intéressantes qui sont utilisées dans
I’élaboration de nombreux produits alimentaires. C’est le cas de ses capacités moussantes et
émulsifiantes qui peuvent étre considérées comme une alternative a 1’ceuf dans la fabrication

des produits fouettées (Chatterton et al. 2006).

L’hydrolyse enzymatique de la B-LG permet la génération de nombreux peptides
bioactifs composés de 3 a 20 résidus d’acides aminés ayant des propriétés opioides par la
présence du B-lactomorphine inhibiteur de conversion de I’angiotensine I (Mullaly et al.
1997). D’autres peptides bioactifs de la B-LG participent & la régulation de la pression
sanguine, a I’inhibition de la croissance des souches d 'Escherichia coli CP 812 et HB01, de
Bacillus et Staphylococcus aureus et I’HIV-1 dans les infections virales humaines

(Vermeissen et al. 2002 ; Chatterdon et al. 2006).
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1.2.2. L’alpha-lactalbumine

L’a-LAC est une métalloprotéine constituée de 123 acides aminés qui possede un
poids moléculaire de 14,2 kDa et un point isoélectrique compris d’environ 4,2. Elle est la
deuxieme des protéines du lactosérum dans le lait bovin en termes de concentration soit 1,20
g/L de lait et représente la composante majeure du lait humain (Fox et al. 1998). Sa structure
présente une homologie avec celle du lysozyme du blanc d’ceuf et du lysozyme de 1’humain
a hauteur de 40% (Brew et al. 1970). De plus, il y a au sein de la molécule, 26% d’acides
aminés formant quatre hélices a, 14% de sa structure forme un feuillet de type p avec la
présence de huit résidus de cystéines formant quatre ponts disulfures (Katsutoshi et al. 1989
; Permyakov et al. 2013). 1l faut aussi noter la richesse en tryptophane (6% d’acides aminés),
en lysine (11% d’acides aminés) et en cystéine (6% d’acides aminés) qui sont facilement

hydrolysables par les enzymes digestives (Soenen et al. 2011).

En microscopie électronique, I’a-LAC existe sous la forme de 2 variantes Holo- (Ca™
liée & la molécule) et Apo- (Ca™ non liée a la molécule). Cette présence de sites de liaison
du Ca™ et du Zn*™" assure la stabilité de la structure de la protéine (Jouan. 2010). Toutefois,
par rapport au Ca*™ la structure de 1’a-LAC n’est pas dépendante du Zn™" et des autres ions
monovalents qui se retrouve dans la protéine. 1l est intéressant de mentionner qu’elle présente

un aspect sphérique et plié a I’état natif. (Walstra et al. 1999).
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Figure 5 : Structure de ’a-LAC avec les sites de liaisons du Ca?+ et du Zn?+ (Fox & McSweeney. 1998).

La protéine est capable de se lier avec d’autres molécules a partir de son site de liaison
du Ca?*(Permyakov et Berliner. 2000). Il a été démontré qu’elle posséde le pouvoir d’inhiber
la croissance de plusieurs lignées cellulaires cancéreuses par apoptoses (Permyakov et
Berliner. 2000). De plus, lorsqu’associée avec 1’acide oléique, cette protéine laitiere permet
la destruction de certaines cellules cancéreuses par le mécanisme désigné sous le nom de
HAMLET/BAMLET (human/bovine alpha-lactaloumin made lethal to tumour cells),
((Permyakov et Berliner. 2000; Brew. 2003; Fast et al. 2005; Fox et al. 2015). Finalement,
son hydrolyse enzymatique génere des peptides bioactifs spécifiques ayant démontré des
propriétés antihypertensives de par 1’inhibition de I’enzyme de conversion de 1’angiotensine

(Brew. 2013).

1.2.3. Les protéines mineures du lactosérum

1.2.3.1.L albumine de sérum bovin

L’albumine de sérum bovin (ASB) est une protéine globulaire abondante dans le
systéeme circulatoire des bovins mais présente en trés faible quantité dans le lait soit entre

0,1-0,4 g/L (Fox., 2003). Elle est composée de 583 acides aminés pour un poids moléculaire
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de 66,43 kDa avec la présence dans sa structure de 17 ponts disulfures dont une cystéine
impaire en position 34 (Fox., 2003; Jouan., 2010). Sa structure secondaire présente 68%
d’hélices a divises en trois régions distincts (I, 11, 111) elles méme subdivisés en deux sous
régions (A, B) et 18% de feuillets B tandis que sa structure tertiaire n’est pas bien connue

(Fox et al. 2015).

Figure 6: Structure de la BSA

1.2.3.2.Les immunoglobulines

La concentration des imunoglobulines (Igs) est comprise entre 0,6-1,0 g/L dans le lait
et le colostrum. Présentes dans le lait de la plupart des mammiferes, les Igs ont pour fonction
biologique I’immunoprotection contre les agents pathogenes et les toxines. Il existe 5 classes
d’Ig soit I’IgA, 1’IgD, I’IgE, I’IgM et en dernier I’'IgG qui est la plus dominante (Fox et al.

2015).
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1.2.3.3.La lactoferrine

La lactoferrine est une protéine de transfert glycosylée formée de 689 acides aminés
et de poids moléculaires 80 kDa (Magnen et al. 1989). Elle contient tous les acides aminés
dont 34% d’acides aminés essentiels dans sa structure. Elle est formée de deux lobes dont un
lobe acétyle nommé C et un lobe aminé nommé N divisés chacun en deux sous lobe (N1/N2
& C1/Cy) reliés par des sites de fixation de fer et de bicarbonate agissant en synergie dans le

transport des atomes ferriques dans le sang (Baldi et al. 2005).

Figure 7: Structure de la lactoferrine avec ses lobes et sous lobes (Tiré de Vogel. 2012)

Comme mentionné précédemment, divers facteurs physico-chimiques affectent les
structures des protéines laiticres, leur état de dénaturation et leur potentiel d’agrégation. Les
prochaines sections s’intéresseront particuliérement aux hautes pressions hydrostatiques

(HPH), procédé d’importance dans ce projet de recherche.
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2. Les hautes pressions hydrostatiques

Le procedé a hautes pressions hydrostatiques (HPH), également appelé pressurisation
isostatique ou pascalisation, est une technologie de conservation des aliments (sous forme
liquide ou solide) développée a la fin du 19° siecle dont le principe consiste a soumettre les
aliments a une pression variant de 50-1000 MPa en utilisant 1’eau comme fluide de
transmission de la pression (Figure8). La pression appliquée sert d’agent létal pour la
réduction des microorganismes pathogenes et d’altération sans modifications majeures des
propriétés nutritionnelles et organoleptiques de la matrice alimentaire pressurisée
(Balasubramanian et al. 2016). Cette technologie présente un énorme potentiel pour
I’industrie alimentaire car elle permet d’augmenter la durée de vie des aliments et leurs

caractéristiques d’aliments frais (Considine et al. 2008).

Pressure (MPa)

Everest

Intervalle de pression pour I’existence
de toute vie biologique

0.1 E :““""";ﬁ‘“i-%q ;

100

Pression appliquée aux aliments

1000

36000

Figure 8: Représentation schématique de la pression appliquée en transformation des aliments
(adaptée de Considine et al. 2007).
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La pression est un parametre physique qui, par définition, représente une force par
unité de surface. Elle est régie par deux principes fondamentaux : le principe de le Chatelier
sur I’équilibre des systémes conformément avec la 2° loi de la thermodynamique et le
principe isostatique. Le principe de le Chatelier stipule que, en imposant une modification
(pression température, force ionique, concentration) a un systeme en équilibre, le systéme
évolue vers un état d’équilibre nouveau de sorte qu’il contrebalance la modification qui lui a
été imposée (Cheftel. 1995). Le terme isostatique traduit 1’état d’équilibre dans lequel un
systéme existe sous I’effet d’une force ou de la pression. Dans le cas de I’eau, considérée
comme fluide standard lors des transmissions de la pression dans les systemes a hautes
pressions, le principe s’explique par le fait que la force agissante sur le fluide est transportée
de maniere uniforme dans le produit quel que soit sa géométrie et le fluide en 1’occurrence

I’eau a la capacité de transmission de cette force vers le produit (Yuste et al. 2001).

2.1. Intérét pour le procédé a hautes pressions hydrostatiques

L’application des HPH pour la préservation des aliments est considérée comme une
stratégie de conservation novatrice depuis le 18° lors de I’utilisation de la chaleur pour
préserver les aliments dans des bouteilles en verres scellées par Nicolas Appert
(Balasubramanian et al. 2016). Les HPH présentent I’intérét d’éviter les traitements
thermiques pour les produits sensibles a la chaleur et est percu comme éco-efficient en raison
de D’efficacité énergétique lors du procédé (Balasubramanian et al. 2016). Un nombre
important de travaux ont montré que les HPH engendrent une dénaturation des protéines
alimentaires et la création d’agrégats protéiques spécifiques présentant diverses propriétés

physico-chimiques (Huppertz et De Kruif. 2006).
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Les HPH sont appliquées a 1’échelle commerciale pour inhiber la croissance des
microorganismes pathogénes et d’altération afin d’augmenter la durée de conservation des
aliments, D’extraction des biomolécules végétales et 1’amélioration de 1’hydrolyse
enzymatique (Balasubramanian et al. 2016). L’efficacit¢ du procédé est cependant
dépendante de la composition physico-chimique et de I’activité de I’eau des aliments et de la
température du fluide de pressurisation (Balasubramanian et al. 2016). De plus, les HPH
peuvent engendrer une dénaturation des composés biochimiques et des enzymes liées a la
membrane cellulaire des microorganismes occasionnant ainsi une déstructuration du matériel

génétique (Balasubramanian et al. 2016).

Au courant du 19° siécle de nombreuses recherches ont été réalisees sur les matrices
alimentaires. Par exemple, les HPH ont été appliquées sur les fruits, la viande, les jus et les
sauces (Chawla et al. 2011; Tonello. 1998). Dans tous les travaux, il a été démontré que les
HPH permettent d’inhiber les microorganismes tout en préservant globalement la qualité des
aliments (Hite. 1899 ; Tonello. 1998). Par ailleurs, 1’utilisation des HPH dans 1’industrie
alimentaire, a 1’échelle commerciale, date de 1980 au Japon a partir des travaux du professeur
Rikimaru Hayashi sur le potentiel de pasteurisation des HPH sur des produits acides, y
compris le yaourt et la confiture de fraises. Dans la moitié du 20° siécle, le systeme faute
d’étre compatible dans une usine de transformation lors de la conception,
I’opérationnalisation et le cout d’exploitation ne pouvait pas avoir une application a grande
échelle. De plus, les aliments complexes tels que les viandes, les fruits et légumes
présentaient un probleme du point de vue de la forme et de la texture (Chawla et al. 2011).
Par la suite, les recherches se sont tournées davantage sur I’effet des HPH sur les protéines

alimentaires. Les travaux sur la structure des protéines ont été entrepris au début du 20° siecle.
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Il a par exemple été montré que les HPH engendraient la coagulation de 1’albumine de 1’ceuf

(Tonello., 1998 et Royer., 2002).

2.1.1. Avantages du procéede

Les HPH permettent d’augmenter la durée de vie des aliments, les produits traités
ayant globalement une durée de conservation égale ou supérieure comparativement aux
aliments traités thermiquement. Lors du processus, il n’y a pas d’utilisation de solvants
chimiques, la consommation énergétique est faible ainsi que 1’utilisation des ressources
naturelles (Considine et al. 2007; Balasubramanian et al. 2016). De plus la conservation des
composantes nutritionnelles et organoleptiques est maximisée par rapport aux traitements
thermiques (Chawla et al. 2011). Les HPH peuvent étre appliquées sur une large gamme
d’aliments et ce, de maniére indépendante de la masse et de la forme de 1’aliment (Tonello.

1998).

2.1.2. Inconvénients du procédé

Les HPH ne peuvent pas étre appliquées a tous les types d’aliments (Considine et al.
2007). Son usage n’est pas conseillé pour les aliments a faible teneur en eau, ceux de faible
densité comme le poivre ou la farine et certains produits animaux frais du fait de changements
de couleur (conversion de I'oxymyoglobine en metmyoglobine par oxydation de I'néme
conduisant a une modification) (Tonello. 1998; Jung et al. 2003; Considine et al. 2007). Au
niveau microbiologique, les HPH ne permettent pas, aux pressions commerciales utilisées
(maximum 600 MPa) une destruction des spores bactériennes. Ainsi, un produit alimentaire
pressurisé doit étre réfrigéré afin de limiter la germination des spores. Toutefois, un couplage

de la pression et de la température permet de diminuer considérablement le nombre de spores
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bactériennes (Patterson. 1998). Finalement, les systemes a hautes pression d’échelle
commerciale demandent un investissement important en termes de capital et de ressources

humaines car ce sont des procédés en batch.

2.2.Effet des HPH sur les protéines -Généralités

Les acides aminés formant la structure des protéines sont liés par différentes liaisons,
soient les liaisons peptidiques, disulfures hydrogénes, hydrophobes, électrostatiques, de Van
der Waals. Les HPH agissent sur certaines de ces liaisons et engendrent des modifications
structurales plus ou moins drastiques selon le type de molécules a 1’étude et les paramétres
de pressurisation appliqués. Ces changements au niveau de la structure des protéines
engendreront des modifications de taille et de fonctionnalité de ces derniéres (Lopez-
Fernandino. 2006). Cependant, les liaisons covalentes, les ponts disulfures permettant la
stabilisation de la structure tertiaire et quaternaire des protéines sont rarement affectés par les

HPH (Balasubramanian et al. 2016).

Les liaisons hydrophobes sont les plus sensibles aux HPH et jouent un réle important
dans la stabilisation de la structure tertiaire des protéines. Elles subissent une déstabilisation
a la pression ce qui engendre une dissociation des unités sous micellaires, 1’exposition de
certains acides aminés et le dépliement des protéines (Rivalain et al. 2010). La pression peut
favoriser la formation de liaisons hydrogénes intermoléculaires a cause du phénomene
d’hydratation des protéines (Hendryxx et al. 1998). Toutefois, les groupements polaires
chargés négativement permettent de déstabiliser les liens électrostatiques causant une
polarisation de la structure. Cette polarisation créee par I’effet de la pression permet aussi de

stabiliser les forces de Van der Waals par 1’augmentation des interactions protéine-eau, la
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réduction de volume de la protéine qui se traduit par la suite a une augmentation de 1’énergie
de liaison (Sarma et Paul. 2012). L’application des HPH peut également causer le passage
de la molécule d’eau du milieu environnant vers I’intérieur de la protéine et ainsi engendrer
sa dénaturation et 1’exposition de ces groupements en surface de la protéine (Patazca et al.

2007).

2.3. Impact des HPH sur les protéines laitiéres

2.3.1. Impact des HPH sur les micelles de caséine

Les caséines existent dans le lait sous forme de micelles dont la structure et la stabilité
sont fortement maintenue par les équilibres minéraux dans le lait, les interactions des groupes
phosphosérines et les ponts phosphocalciques. De plus, leurs structures sont renforcées par
des interactions entre les caséines elles-mémes majoritairement par des liaisons faibles (De
Kruif et Holt. 2003). Les HPH, tout dépendamment les parameétres de pressurisation
appliqués (pression et durée du traitement), induisent une modification de la structure de la
micelle. Sur le plan visuel, le lait change de couleur a cause de la diminution de sa capacité
a diffuser la lumiere (Huppertz et al. 2006). Plus spécifiqguement, entre 100 et 200 MPa, les
HPH n’induisent pas de modifications majeures aux caséines. A des pressions supérieures
(=300 MPa), les HPH induisent une modification de la taille des caséines Lorsque la pression
est égale ou supérieure a 400 MPa, une reéduction irréversible de plus de 50% de la taille de
la micelle est observée comparativement a la taille d’une micelle non traitée (Lopez-

Fernandino. 2006). Ces effets sont présentés a la Figure 9.
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Figure 9: Représentation de I’effet potentiel des HPH sur les micelles de caséines (Kulozik et al. 2006)

Une augmentation ou une diminution de la température, du pH ou de 1’ajout du
chlorure de calcium (CaClz) peuvent diminuer ou augmenter ’effet des HPH sur les
modifications de structures micellaires (Huppertz et De Kruif. 2007). Cependant, il est a noter
que lors de la décompression, il y a stabilisation de la micelle par le bris des ponts

phosphocalciques et la formation de sous-micelles liées par des liaisons hydrophobes.

Cette déstabilisation de la micelle de caséine s’explique premierement par la
solubilisation du phosphate de calcium colloidal (CCP) engendrant par la suite une
dissociation micellaire (Huppertz et al. 2006 ; Griffiths., 2010). Selon le temps et le niveau
de pression appliqués, la déstabilisation compléte de la micelle peut étre atteinte a un
maximum compris entre 400 a 800 MPa. Impact des HPH sur les protéines majeures du

lactosérum
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La dénaturation des protéines du lactosérum sous HPH est un phénoméne complexe
qui dépend de plusieurs parametres : la pression, la tempeérature, la force ionique et la
concentration protéique. A faible concentration (0,05-0,2%) la dénaturation des protéines du
lactosérum est partielle ou complétement réversible tandis qu’a forte concentration les
interactions entre les protéines sériques sont favorisées avec les caséines ainsi que des

agregations irréversibles dans le lait (Patel et al. 2006).

2.5.1. Impact sur la g-lactoglobuline

La B-LG est la protéine du lactosérum la plus sensible aux HPH. Sous sa forme
monomérique, elle commence a subir une dénaturation partielle a partir de 50 MPa pour étre
dépliée a des pressions supérieures a 100 MPa (Huppertz et al. 2006; Lopez-Fandino. 2006;
Considine et al. 2007). Toutefois, la partie hydrophobe de la protéine est exposée ce qui la
rend disponible pour certains échanges. A partir de 400 MPa, la B-LG s’agrége et forme des
oligomeéres de B-LG par échanges de liens SH/S-S (Belloque et al. 2000, Considine et al.

2007).

2.5.2. Impact sur I’a-lactalbumine

Comparativement a la B-LG, et comme mentionné précédemment, I’a-LAC présente
une meilleure stabilité face aux HPH. A partir de 200 MPa, elle passe de 1’état de molten
globule (un état stable de la protéine partiellement repliée) a 1’état dépliée mais perd
progressivement sa solubilité au fur et a mesure que la pression augmente (Bravo et al.,
2015). Sa dénaturation débute a une valeur de pression proche de 400 MPa et continue
jusqu’a atteindre prés de 70% lorsque la pression atteint de 900 MPa (Huppertz et al., 2006;

Lopez-Fandino. 2006; Considine et al. 2007; Bravo et al. 2015).
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2.5.3. Impact sur les protéines mineures du lactosérum

L’impact des HPH sur les Igs, I’ASB et la Lf n’a pas été approfondi mais les
recherches qui ont été effectuée par certains auteurs démontrent que I’ASB présente une
certaine résistance a la pression comparée aux autres protéines du fait de sa rigidité (nombre
important de ponts disulfures (Kubow et al. 2002). La classe des Igs a été la plus étudiée du
fait de ses intéréts dans les domaines pharmaceutique et médical. Elles sont stables a des
pressions inférieures a 500 MPa pendant 5 min (Indyk et al. 2008). Néanmoins, la Lf et les
Ig ont démontrés étre drastiquement dénaturées a des pressions de 700 MPa, cette
dénaturation augmentant proportionnellement avec 1’augmentation de la température (Bravo

et al. 2015).

2.6. Interactions des protéines laitiéres engendrées par les HPH

Les effets des HPH sur les protéines laitiéres ont été largement étudiés. Sous HPH,
les protéines laitiéres forment des agrégats de tailles et de compositions différentes. He et al.
(2011) ont décrit le mécanisme d’interaction des protéines sous HPH par le dépliement de la
B-LG sous I’effet de I’entrée de 1’eau dans la molécule. Par la suite, des échanges par ponts
disulfures sont favorisées et des interactions entre CN-CN, CN-B-LG, CN-B-LG/-a-LAC sont
créés (Huppertz et al. Fox et al. Lopez-Fandifio et al. 2006 ; Balasubramanian et al. Dans le
lait écrémé traité a 600 MPa, la majorité de la B-LG dénaturée se retrouve principalement
associées avec les micelles de caséines et moindrement entre elles (Huppert et al. 2004). Les
feuillets B1 et B2 sont associées avec la CN-k par les ponts disulfures (Patel et al 2006) et la

réactivité du groupement S-Hiz1 augmente (Patel & Huppertz. 2014).
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La présence des protéines du lactosérum n’influence aucunement la déstabilisation
micellaire sous pression (Huppertz et De Kruif. 2007). Toutefois, a des pressions proches de
800 MPa, la majorité de la B-LG s’associe sous forme de larges agrégats avec des CN (B et
K) (Patel et al. 2006). Néanmoins, 1’a-LAC est dénaturée a des proportions moindres que la
B-LG. Cette résistance est expliquée par la présence de 4 ponts disulfures au sein de sa
structure lui conférant une grande stabilité¢ B-LG et I’absence de groupements thiols libres
(Lopez-Fernandiho. 2006). En termes d’association avec les CN, la présence d’agrégats entre

les CN et I’a-LAC n’a pas été observée.

2.6.1. Interaction p-LG-a-LAC

La barorésistance de I’a-LAC ne permet pas de trouver en grande quantité une
association B-LG/a-LAC dans le lait sous HPH (Mazri et al. 2011). La différence de pression
pour la dénaturation de ces deux protéines va jouer un réle important sur leurs capacités a
s’associer. Les pressions qui peuvent dénaturer la B-LG sont dans le méme ordre de grandeur
des pressions qui déstabilisent les CN. (Considine et al. 2007). Par conséquent, les HPH vont
favoriser I’agrégation entre les CN et la B-LG. Toutefois, des études réalisées a partir d’une
solution modéle de B-LG et d’a-LAC ont permis de mettre en évidence la formation
d’agrégats de types hétérogénes. Cependant, dans le cas du lait, les études n’ont pas observé

de nombreux agrégats de type B-LG/a-LAC (Patel et al. 2006).

2.6.2. Interaction CN-B-LG

A la suite d’un traitement du lait par HPH, la majorité des protéines sériques

dénaturées sont liées avec les CN (Huppertz et al. 2004). Il a été reporté que les ponts
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disulfures et les interactions de nature hydrophobes favorisent les interactions entre la f-LG
et les CN (Corredig & Dalgleish. 1999). Selon les propriétés physicochimiques des CN, deux
types d’agrégats peuvent étre observés sous HPH. Premiérement, des agrégats formés par les
K-CN, as2-CN, B-CN et une grande partie de B-LG principalement liées par les liaisons
disulfures et des agrégats formeés par la as1-CN, as2-CN, B-CN et une petite quantité de -
LG lié par les interactions hydrophobes (Marciniack et al. 2018). L’association de la B-LG
avec les CN augmente avec le pH, I’augmentation de la pression et du temps de pressurisation
permet d’augmenter le niveau d’association entre les CN et la B-LG. (Huppertz et al. 2004).
Un abaissement du pH apres pressurisation permet la complexion de la B-LG avec les
caseines pour former des agrégats solubles dans le sérum (He et al. 2011). Il peut en résulter
une perte de B-LG dans le sérum a cause de son auto-agrégation en tant qu’agrégats non
solubles et a son interaction avec les CN (Patel et al. 2006; Huppertz et al. 2004; Marciniack

et al. 2018)

Par conséquent, 1I’application des HPH sur les protéines laitieres permet la modulation
des interactions protéiques et la formation d’agrégats de composition spécifique. De plus,
cette formation d’agrégats est susceptible de générer un gradient de taille au sein de la matrice
laitiere, propriété pouvant étre exploitée comme pré-traitement avant 1’application d’un

procédé de fractionnement tel que les procédés baromembranaires.
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3. Les procédés membranaires

3.1. Généralités

L’utilisation des procédés membranaires remonte au 18° siécle selon le résultat des
travaux de 1’Abbé Nolet sur le passage de 1’eau a travers le diaphragme de porcins (Baker.
2012). Ces travaux décrivaient mieux le phénoméne d’osmose jusqu’a la découverte en 1920
des premieres membranes. Depuis, les systemes membranaires jouent un réle majeur dans la
purification et le fractionnement de composés biotechnologiques. Durant les 30 dernieres
années, de nouvelles membranes et systemes membranaires ont été développées afin de

respecter les exigences de 1’industrie biotechnologique (Reiss & Zydney. 2007).

Les procédés membranaires sont largement utilisés pour la séparation de constituants
alimentaires, en particulier les protéines. Quatre procédés de séparation par membrane, qui
different par le seuil de coupure de la membrane et les pressions appliquées existent, soient
la microfiltration (MF), I’UF, la nanofiltration (NF) et I’osmose inverse (OI) (Figure 10)
(Baker. 2012). Dans la section suivante, seule I’UF sera approfondie en lien avec les objectifs

du projet de recherche visant spécifiquement ce procédé.
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Figure 10: Les différents procédés de filtration baromembranaires (tirée de Koros et al. (1996),
IUPAC).

3.2.  Le procédé d’ultrafiltration

L’UF est largement utilisée en industrie laitiére lors des processus de concentration
et de fractionnement des protéines dans le but d’obtenir des ingrédients a forte valeur ajoutée.
La pression appliquée lors des procedeés d’UF varie de 3 a 7 bars et le principe de séparation
se base principalement sur le seuil de coupure (variant de 1 a 800 kDa), sur la charge des
protéines et leurs affinités pour la membrane (Marcelo & Rizvi. 2009). Actuellement, I’UF
est utilisée pour la standardisation du lait de fromagerie, la pré-concentration du lait de
fromagerie (Lawrence et al. 2008; Baldasso et al. 2011) et pour la concentration des protéines

sériques.

3.3. Les paramétres de filtration

Dans le but d’optimiser le procédé de séparation par UF, il est important de déterminer
les facteurs ayant une incidence sur les divers constituants des matrices alimentaires lors des
processus de filtration. L’efficacité économique et énergétique dépend en grande partie du

dimensionnement du systeme, du contrdle des parametres opératoires et du matériau
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membranaire. Dans les paragraphes suivants, les parametres de filtration a contréler lors d’un

traitement par filtration membranaire seront détaillés.

3.3.1. Parametres liés aux systemes de filtration baromembranaires
3.3.1.1.  Les modes opératoires
Un systeme de filtration peut étre opéré selon deux modes : le mode frontal (dead-
end) et le mode tangentiel (cross-flow) (Figure 11). La filtration en mode frontal est réalisée
par un écoulement perpendiculaire du liquide a filtrer sur la surface de la membrane via une
pression constante. Elle est peu utilisée car elle engendre un colmatage rapide de la
membrane, occasionnant ainsi une baisse conséquente du flux de perméation. Actuellement,
la filtration tangentielle est tres largement utilisée. Le liquide a filtrer est en écoulement
laminaire paralléle a la surface de la membrane (Jeantet et al. 2007; Koen & Thien. 2011).

L’avantage majeur est un colmatage beaucoup moins important en surface de la membrane.

Dead-end operation Cross-flow operation
Feed Feed
[+]
3o e e o
aQ o © ¢ 5 a8 ° o
9,8°8%0 89, po§2 Deposit © 5 o ©
ope%el & ol §%%00 P —_—

DRI EATIS Sl 030 8o300,8 89802,
[ | | |
Membrane

Permeate Permeate

Figure 11: lllustration de la filtration frontale (A)/ (Dead-end) et la filtration tangentielle (B)/ (cross
flow) tirée de A. Y. Tamime. 2013).
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3.3.1.2.  Nature des matériaux membranaires

a) Propriétés physico-chimiques
Les matériaux membranaires représentent un critere de choix a considérer avant de
débuter une filtration d’un fluide alimentaire. L’ hydrophobicité et I’hydrophilicité sont
responsables de la polarité des membranes ce qui détermine la perméabilité et la
mouillabilité. Généralement les membranes sont neutres or la majorité des protéines sont
hydrophobes ou amphiphiles ce qui fait que leur adsorption aux matériaux de nature
hydrophobes est favorisée (Bottino et al. 2000). Toutefois, il a été démontré que de nombreux

aliments ont tendance a préférer les membranes hydrophiles (Zheng et al. 2008).

b) Matériaux membranaires

- Nature des matériaux

Les matériaux membranaires sont composés de polymeéres ou de céramiques. Les
membranes polymériques sont constituées de matiéres organiques et sont en grande majorité
hydrophobes. Au niveau industriel les membranes polymériques peuvent étre a base d’acétate
de cellulose (CA), de polyethersulfone (PES), de polyfluorure de vinylidene (PVDF), de

polyacrylamide (PA) et de polypropylene (PP), (Baker. 2012).

Les membranes céramiques ou minérales sont produites a base de matériaux
inorganiques et sont des composites présentant une certaine stabilité physico-chimique et une
résistance mécanique plus importante. Leurs fabrications passent par une série d’oxydation
de métaux comme le zirconium (Zr), I’aluminium (Al), ’oxyde de titane (Ti) ou elles sont
totalement faites de carbone ou d’alumine. Elles peuvent étre utilisées sous une large gamme

de pH et sont plus tolérantes aux températures (>100°C) et aux agents puissants de nettoyage
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(Koen & Thien. 2011). Leurs durées de vie sont de 2 & 10 ans comparativement a 1 an pour
celles en polyméres organiques. Cependant, les membranes en céramique sont beaucoup plus

colteuses que les membranes polymériques (Henning et al. 2006).

- Porosité

La porosité des membranes est un critere important lors de leurs conceptions. Une
séparation des solutés par les membranes poreuses est faite en fonction de la taille
moléculaire ou seuil de coupure qui est la masse molaire critique pour laquelle 90 % des
solutés sont retenus par la membrane (Azarte. 2008). Les membranes denses quant a elles
sont faites de film dense. Lors de la filtration, le transfert de perméat est dirigé par diffusion
sous I’effet de la pression transmembranaire, la concentration du soluté et la différence de
potentiel électrique (Baker. 2012). Donc, deux composés de tailles moléculaires similaires

peuvent étre séparés si leurs solubilités sont différentes (Koen & Thien. 2011).

- Les membranes composites : structure

Ce sont les membranes de type organique et anisotrope formées de deux couches de
polymeéres différents. Chacune des couches peut étre isotropique ou anisotropique avec des
tailles de pores différentes. Ces types de membrane sont retrouvés dans les industries de

traitement d’eau par osmose inverse (Reiss & Zydney. 2007; Kelly. 2011).

- Les différents types de modules

En fonction de la forme des membranes, il existe quatre grandes catégories : les
membranes planes, les membranes tubulaires, a fibres creuses ou spiralées. Les différents
modules sont caractérisés par leur surface filtrante, le co(t de fabrication et leur

consommation énergétique (Bacchin. 2004).
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- Les membranes planes

Ce sont des membranes composées de plusieurs couches empilées et montées sur un
cadre solide, flexible et identique a un échangeur de chaleur. Elles permettent un nettoyage
facile mais présentent un débit élevé en début de filtration. Le colmatage rapide qui s’en suit

permet une diminution drastique du débit pendant la filtration (Kelly. 2011).

Feed Retentate

’J e

Ring — | Pemete

Membrane

Figure 12: représentation schématique d’un module &4 membrane plane. Koen & Thien. 2011.
- Les membranes tubulaires

Ces membranes sont constituées d’un ensemble de tubes de diamétres intérieur
comprises entre 4 a 25 mm dont le matériau peut étre organique ou inorganique (céramique)
(Baker et al. 2012). Lors de la filtration le perméat est recueilli a I’extérieur des tubes et sont
peu portés au colmatage. Toutefois, elles présentent un colt de production élevé et sont plus

efficaces en écoulement turbulent (Koen & Thien. 2011; Kelly. 2011).

Figure 13: Module de membrane tubulaire. Image tirée Koen & Thien. 2011.
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- Les membranes a fibres creuses : Elles sont constituées d’un ensemble de fibres creuses
de diametre inférieur & 1 mm. Elles sont trés compactes, leur colt de production est

moindre que celui des membranes tubulaires. (Voir figure 14).

Module de fibre creuse

|

Retentat

Perméat

Alimentation

Figure 14: Module de membrane en fibres creuses. Récents progreés en génie des procédés, Numéro 98-
2009, 2-910239-72-1, Ed. SFGP, Paris, France.
- Les membranes spiralées
Elles sont constituées de tubes perforés enroulées sous forme d’un cylindre compact.
A Tintérieur du cylindre il y a un espaceur qui facilitera le passage du perméat. Ces
membranes présentent un colt de production faible et permet un alléegement de la

consommation énergétique en fonction pour un systéme bien dimensionné (Cheryan. 1994).
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Figurel5: Schéma d’une membrane spiralée. Tirée de Baker. 2012.



3.3.2. Conditions opératoires
3.3.2.1.  Flux de perméation
Le flux de perméation est un parametre qui permet d’obtenir une valeur qualitative de
la performance de la filtration. 1l est généralement noteé par la lettre ‘J’et exprime en filtration
frontale la quantité de liquide qui passe perpendiculairement la membrane en fonction du
temps et de la surface de la membrane. Pour un écoulement laminaire, le flux de perméation
s’exprime selon la loi de Darcy en L.m2.h't (Koen & Thien. 2011).

_4r

J
Ur

- preprésente est la viscosité de I’eau (uw=0.55x10-3 Pa. s),
- AP est la pression transmembranaire (Sans unité),

- R larésistance hydraulique totale (sans unité).

3.3.2.2.  Facteur de concentration volumique

Le facteur de concentration volumique (FCV) est une donnée sans dimension
physique, obtenu en fin de filtration et qui exprime le rapport du volume initial de

fluide traité sur le volume de rétentat obtenu. Koen & Thien. 2011).

Vi
Vr

- Vi : volume initial de la solution a filtrer en m® ou en L

- Vr: volume du rétentat en miou en L
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3.3.2.3.  Pression transmembranaire

C’est un paramétre qui permet le transfert de solutés entre le perméat et le rétentat en
un point de la membrane. En filtration tangentielle, la PTM est habituellement exprimée en
kPa ou en bar et fait le lien de maniere proportionnelle avec le flux du perméat. Cette relation

avec le flux n’est pas linéaire et varie proportionnellement avec la PTM (Koen & Thien.

2011).

P1 + P2
2

TMP =

- P1: pression a I’entrée du systeme (kPa);
- P2 : pression a la sortie du systeme (kPa);

- P3: pression a la sortie du perméat (kPa).
3.3.2.4.  Vitesse tangentielle
Elle représente la vitesse a laquelle le flux de soluté traverse la surface de la
membrane et dépend de la vitesse d’écoulement du liquide. Toutefois, si la membrane est

rapidement colmatée, il résulte une vitesse tangentielle faible car le débit d’écoulement du

liquide a filtrer devient faible (Koen & Thien. 2011).

Vt =

| O

-Vt vitesse tangentielle en m/s;

- A surface de la membrane en m2.
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3.3.2.5. Coefficient de transmission

Ce coefficient détermine le flux de soluté qui traverse la surface de la membrane. Il
est utilisé dans le but de déterminer la sélectivité de la séparation et le coefficient de
transmission est inversement proportionnel a la résistance de la membrane (Koen & Thien.

2011).

- Ti: coefficient de transmission ;
- Cip : concentration du soluté dans le perméat en g.L™ ou mol.I"? ;

- Ci,r: concentration du soluté dans le rétentat en g.L* ou mol. L.

3.3.2.6.  Coefficient de rejet

Le coefficient de rejet est un paramétre qui permet une évaluation de la sélectivité de
séparation de la membrane. Il correspond a la quantité de matiére retenue par la membrane
et détermine 1’efficacité de la séparation (Reis & Zydney. 2007). Ce coefficient est fonction

de la concentration du soluté dans le perméat et le rétentat (Ci, pet Ci r) (Koen & Thien. 2011).

Ci,p

CR=1-
Ci,r

- Cip : concentration du soluté dans le perméat en g.I"* ou mol.I*

- Ci,r: concentration du soluté dans le rétentat en g.I"* ou mol. I".!
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Les parametres de filtration membranaire sont des outils qui peuvent étre ajustés de
maniére & obtenir un rendement de filtration élevé et de réduire le temps d’apparition du
colmatage membranaire. En dépit d’un contrdle rigoureux des parametres et des conditions
opératoires, le phénoméne de colmatage ne peut étre évité et est associe a tout systeme de

filtration et réduit du coup les performances du procédé.

3.4.  Lecolmatage membranaire

3.4.1. Définition et principe

Le colmatage membranaire est le facteur limitant la séparation des protéines du lait.
C’est un phénoméne qui agit en contre sens de la filtration et provoque une diminution des
performances de la filtration. Au cours de la filtration il y a retenue de la matiére par la
membrane réduisant de ce fait le flux de perméation a cause de la résistance qui est créé et
aussi a cause des changements dans les propriétés physicochimiques du rétentat. La
membrane est une structure sélective et semi-perméable, toutes les particules ne passent pas,
ce qui fait qu’il y a un dépot naturel de substance sur sa couche (Proctor et al. 2011). C’est
une conséquence de la sélectivité de la membrane qui se traduit par une modification du
gradient de concentration. Ce phénomene appelé polarisation de la concentration bien que
réversible est inhérent au procédé de filtration membranaire et ne produit pas de changement
dans les propriétés de la membrane. Sur le plan économique, le colmatage engendre

I’augmentation des colits de production et une diminution de la productivité.

A T’inverse du phénoméne de polarisation de la concentration il y a le colmatage

irréversible occasionné par la formation d’un dép6t a la surface de la membrane ou entre les
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pores de la membrane. Elle provoque une diminution de la perméabilité de la membrane
pendant le processus. Des modéles ont été étudiées dans le but d’avoir une meilleure

compréhension du phénomeéne de colmatage au cours de la filtration.

3.4.2. L’affinité chimique de la solution avec le matériau membranaire

Le dépdt de macromolécules se fait par adsorption de particules colmatantes dont les
tailles sont inférieures au seuil de coupure de la membrane. La charge des molécules peut
alors créée des liens électrostatiques de nature répulsive avec d’autres composés
potentiellement chargés pour augmenter le colmatage (Koen et al. 2011). Dans le cas des
interactions protéines-membrane, les liaisons hydrophobes sont de nature a causer un
réarrangement dans la structure des protéines et ainsi un changement dans 1’ordre des

liaisons.

(@) (b) (c)

Figure 16 Schématisation du colmatage, a) adsorption en surface; b) blocage des pores c) gel ou
gateau (Paulen et Fikar. 2015)

3.4.3. Mécanisme de blocage des pores

Le blocage des pores se fait par les particules de taille équivalente avec celles de la
membrane. La taille des molécules créant un effet dit stérique vis-a-vis du tamis membranaire
et les pores vont obstrués partiellement ou totalement la membrane. Il peut aussi avoir un

dépdt de matiere particulaire sur la surface de la membrane entrainant un colmatage
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réversible. Toutefois, le colmatage peut devenir irréversible a cause de la persistance d’une
résistance hydraulique supplémentaire par accumulation successive des particules.
Quantitativement, les études caractérisent le colmatage a travers I’examen des flux critique
et limites. Le flux critique se définit comme étant le flux selon lequel le colmatage est
irréversible et correspond au moment ou la droite de flux n’est pas linéaire. Il fait le lien entre
le passage de la polarisation de la concentration au colmatage membranaire (Bacchin et al.
2006). Le flux limite est la valeur maximale de flux observé lorsque la PTM est constante.
Les flux critique et limite peuvent étre détermines a partir de la courbe du flux de perméation
en fonction de la PTM en fixant I'un ou I’autre de ces paramétres ou par la méthode de la

résistance en série.

La méthode de la résistance en série permet d’étudier tous les aspects du colmatage
car elle décrit la baisse du flux de perméation par la résistance causée par le colmatage
membranaire, 1’adsorption des pores et la polarisation de la concentration (Li et al. 1998;
Cheng et al. 1997). Les formules suivantes sont utilisées pour décrire le modéle de la
résistance en série (Gesan-Guizou et al. 1999) :

- la résistance membranaire hydraulique (RT) est calculée comme suit :

Rt =Rm + Rir + Rrev

o Rwm: résistance hydraulique de la membrane avant filtration;
o Rir: résistance hydraulique de la membrane colmatée irréversiblement;

o Rrev: résistance hydraulique di au colmatage réversible.

- Larésistance hydraulique de la membrane avant filtration est calculée comme suit :
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Rm= APuJ
- Larésistance hydraulique de la membrane colmatée est calculée comme suit :
Rir= APu J'— Rm

- La résistance hydraulique de la membrane du au colmatage réversible est calculée

comme suit ;
Rrev=APu J'"— Ru— Rir

- ureprésente est la viscosité de I’eau (uw=0.55x10-3 Pa. s);
- AP est la pression transmembranaire;

- Jw : flux de perméation initial (L.m?2.h%);

- Jw’ : flux de perméation final avant rincage (L.m2.h™%);

- Jw’ : flux de perméation aprés rincage (L.m?2.h%).
3.4.4. Stratégies de nettoyage membranaire

Pour faire face au phénomene de colmatage membranaire, des procédés de nettoyage
ou de modification des conditions opératoires sont exploités. Par exemple, agir sur la PTM,
augmenter la turbulence, pratiquer le blackpulsing et le blackflushing. Ces deux derniéres
méthodes consistent a inverser le sens de la circulation du flux (rétro-filtration) de perméation
par une contre-pression qui facilitera le décolmatage des solutés de la membrane vers le
rétentat (Salladini et al. 2007). Le blackpulsing est différent du blackflushing par deux
parameétres : la force et la durée. Dans le blackflushing, 1’écoulement inverse est lent et ne
dure quelque secondes pendant plusieurs minutes tandis que le blackpulsing est lieu a
fréguence élevée pendant un temps trés court et se fait en fonction du fluide considéré (Brans

et al. 2004). Les procédés de nettoyage sont une combinaison successive de solutions
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chimiques (acides, alcalins et enzymatiques) dans le but de dissoudre les macromolécules

organiques, inorganiques et la coupure de liaisons protéiques.

4. Fractionnement des protéines du lait par les procédés membranaires

En choisissant adéquatement les conditions de filtration (type de membrane, tampon
de solubilisation et flux de perméation) il est possible de fractionner de maniére efficiente les
protéines laitieres. En effet, les CN peuvent étre séparees des protéines du lactosérum en se
basant simplement sur leurs différences de taille en filtration membranaire (Jimenez et al.
2008; Kelly. 2011). Le montage d’un systéme de filtration en cascade sur un disque rotatif
composé de six membranes céramiques de 0,2 um a permis le fractionnement efficace des
CN des protéines du lactosérum. L’efficacité du procédé était modulée en fixant la PTM et
la vitesse d’écoulement de 7 & 8 m.s™! en mode recirculation afin d’atteindre 99% de rétention
en CN (Espina et al. 2008). Une étude récente de Lawrence et al. (2008) sur le fractionnement
des proteines laitieres a montré que le taux de récupération des CN peut étre de 96% a un
PTM de 50 kPa, 98% a un PTM de 150 kPa et 100% a un PTM de 258 kPa. Le procédé
consiste a filtrer successivement sur une membrane plane de PVDF de 0,3 um a 50 °C & une
vitesse de 0, 44 m.s™* et une membrane spiralée de 0,5 um a 40 °C la méme vitesse a I’échelle
pilote. A noter qu’au cours du procédé la transmission de laf3-LG diminue de 22%, 8% et 1%
pour chacun des PTM choisies respectivement. Dans le schéma ci-dessous, un dispositif de
purification de protéines de lactosérum a partir du lait écrémé en couplant la MF et une double
diafiltration a été mise en place pour la récupération de 95% de protéines de lactosérum dans

le perméat tandis que le rétentat retenait les CN (Nelson & Barbano. 2005).
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Figure 17 : Séparation des protéines du lactosérum selon le montage de Nelson & Barbano
(2005)

Une fois les CN séparées des protéines du lactosérum, il revient a séparer les protéines
du lactosérum entre-elles. En ce sens, Cheang et Zydney (2004) en couplant deux filtrations
membranaires successives et en utilisant deux membranes de 30 kDa et 100 kDa ont
fractionnée 1’a-LAC de la B-LG a partir d’un isolat de protéines de lactosérum. Les
rendements atteignent 95% en oa-LAC et 85% en B-LG et un taux de purification équivalant

de plus de prés de 10 fois supérieur a la solution initiale.

De plus, Gésan-Guiziou et al. (1999) ont précipité et ultrafiltré le lactosérum afin
d’obtenir des fractions enrichies d’a-LAC et de B-LG. Pour cela, une membrane céramique
(Kerasep 0,1 um, Techsep Miribel, France) a été utilisée. Le flux mesure a une température
de 50 °C était de 80 L.h"2.m™ et la transmission de 1’a-LAC était de 50-80%. Toutefois, la

turbidité du perméat était relativement élevée de 100 a 200 NTU (unité de turbidité
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néphalométrique) correspondant a un taux de rejection caséique de 80%. Finalement, Toro-
Sierra et al., (2013) par précipitation sélective ont séparés 1’a-LAC de la B-LG. Les
conditions opératoires ont permis de détecter des agrégats insolubles par microfiltration sur
membrane de 0,1 um. Par la suite, I’UF (10 a 25 kDa) a permis de purifier I’a-LAC et la -
LG a91,3% et 97, 2% respectivement. Le rendement en a-LAC était de 60% tandis que celui

de la B-LG de 90%.

La sélectivité de fractionnement de la B-LG de I’a-LAC peut étre améliorée en
utilisant une membrane d’UF chargée positivement. Une amélioration des parametres
physico-chimiques tels que le pH et la force ionique peut aussi contribuer a obtenir de
meilleur rendement de séparation. Appliquée sur une membrane de 300 kDa avec un systéeme
de filtration a deux stages, 87% d’a-LAC pure a été obtenu a partir d’une solution binaire
d’a-LAC et de B-LG (Arunkumar et Etzel. 2012). L électro-acidification a été utilisée par
Bazinet et al. (2004) pour séparer la B-LG a un taux de pureté de 98% dans une solution
d’IPL en couplant une membrane bipolaire et 1’électro-acidification (2 A, 60V). Toutefois,
les performances de I’UF sous HPH sont guidées par la PTM. Les résultats obtenus par Abir
et al. (2018) montrent qu’a partir de 400 MPa le flux de perméation diminue
considérablement a cause d’une couche de matiere sur la surface de la membrane ce qui

affecte la performance générale de I’'UF.

Au vu des différentes études réalisées sur la séparation des protéines du lait par les

procédés membranaires et les contraintes qui existent, il est important de développer de

nouvelles techniques pour améliorer 1’efficacité des séparations par membrane. L utilisation
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d’un lait soumis aux HPH pourrait avoir un effet sur la filtration par les procédés, peut induire

a une meilleure séparation des protéines et réduire 1’apparition du colmatage membranaire.

50



Chapitre 2
Hypothese et Objectifs
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Le procédé a HPH permet de moduler les interactions entre les protéines laitieres
selon la barosensibilité des protéines. Par exemple, la B-LG est tres sensible aux HPH, alors
que I’a-LAC est davantage résistante. De plus, en présence de CN, des complexes protéiques
specifiques sont générés, principalement entre CN-CN et CN/B-LG. La modulation des
interactions protéiques couplées a la formation de complexes de tailles spécifique
représenterait ainsi une nouvelle stratégic de prétraitement avant 1’application d’une
séparation membranaire afin de fractionner des protéines de poids moléculaires similaires.
Par conséquent, il est proposé de coupler les HPH et I’UF afin de générer une fraction

enrichie en a-LACC dans le perméat.

1. Hypothese

La pressurisation hydrostatique d’un lait écrémé permet de moduler les interactions
CN/B-LG et ainsi créer un gradient de taille permettant ainsi un fractionnement facilité par

UF dans I’optique de générer une fraction de perméat enrichie en alpha-lactalbumine.

2. Objectifs

Objectif 1. Déterminer les interactions protéiques en fonction des paramétres de
pressurisation appliqués (pression et temps) sur du lait écrémé.

Obijectif 2. Fractionner par UF les laits pressurisés et caractériser les fractions générées.
Objectif 3. Etudier les performances de 1’étape d’UF (flux de perméation en mode

recirculation totale et en mode concentration).
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Chapitre 3:

Fractionnement des protéines du lactosérum par couplage des hautes
pressions hydrostatiques et de ’ultrafiltration
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Résumé

Le fractionnement par les procédés membranaires est 1’'une des techniques largement
utilisées pour la séparation des protéines du lait. Cependant, du fait de poids moléculaires
similaires des principales protéines de lactosérum (béta-lactoglobuline (B-LG) et alpha-
lactalbumine (a-LAC), leur fractionnement par filtration baromembranaire conventionnelle
estimpossible. Un prétraitement du lait écrémé par les hautes pressions hydrostatiques (HPH)
permettrait cependant de moduler certaines interactions protéiques et ainsi faciliter le
fractionnement de la B-LG et de I’a-LACC. Dans le présent travail, le fractionnement et la
récupération de I'a-LAC ont été effectuées par couplage des HPH et de I’UF. Le lait écrémé
a eté pressurisé a 600 MPa pendant 5 min pour générer la formation d’agrégats
principalement entre les caséines (CN) et la B-LG en raison de la stabilité de I'a-LAC sous
HPH. Apres la pressurisation, I'UF a été réalisée en modes recirculation totale et
concentration (jusqu’a I’atteinte d’un FCV de 2X), pour respectivement déterminer la PTM

optimale et récupérer un perméat enrichi en a-LACC.

Un traitement HPH a 600 MPa pendant 5 minutes permet une diminution de la taille
des micelles de caséines et la génération d’agrégats entre les CN et la B-LG. L’a-LAC, étant
plus résistante aux HPH est peu dénaturée (Creamer et al. 2006; Patel et al. 2006; Considine
et al. 2007; Leu et al. 2017; Marciniack et al. 2018). L’analyse des données révéle une
variation de la composition physico-chimique dans le perméat et le rétentat d’UF. Pour la
solution témoin, prés de 83,12% de I’a-LAC et 78,37% de la B-LG sont retrouvées dans le
rétentat alors que pour la solution pressurisée ces valeurs sont de 76.74% pour 1’a-LAC et

53.46% pour la B-LG. Le perméat de la solution pressurisée obtenu aprés le couplage des
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HPH et de I’UF présente une concentration plus importante en a-LAC que les solutions non

traitées.

Le rapport a-LAC /B-LG obtenu dans les rétentats pour le lait non-traité par HPH
(0,38) est plus éleve que le ratio a-LAC/B-LG de la solution préssurisée (0,20). Ce résultat
indique que plus de B-LG est restée dans le retentat de la solution préssurisée lors de la

filtration membranaire par rappport a la solution témoin.

En conséquence, les HPH ont diminué les performances de I'UF mais ont permis
d’obtenir un perméat enrichi en a-LAC pour la solution pressurisée par rapport a la solution
témoin. Toutefois, le procédé de récupération d’un perméat plus enrichi peut étre amélioré si
des étapes de diafiltration sont appliquées et aussi en augmentant le facteur de concentration

volumique.
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Abstract

Membrane based fractionation is one of the most widely used technique for the separation of
milk proteins. However, due to similar molecular size of major whey proteins (beta-
lactoglobulin  (B-LG) and alpha-lactaloumin (a-LAC)), their fractionation remains
challenging at industrial scale. High hydrostatic pressure (HHP) treatment induces
interaction between milk proteins forming larger aggregates. In the present work, a-LAC
recovery and purification were performed by coupling HHP and ultrafiltration (UF). Skim
milk were pressurised at 600 MPa for 5 minutes to form aggregates mainly between caseins
(CN) and B-LG due to higher stability of a-LAC under HHP. After pressurisation, UF has
been done in total recycle mode for determining the optimal filtration parameters and in
concentration mode with a fixed TMP to recuperate a permeate enriched with o-LAC. UF in
concentration mode showed that permeate flux drop of 23.94% for 600 MPa due to
concentration of polarisation and reversible fouling.

Data analysis reveals a variation of chemical composition in the permeate and the
retentate of UF. For the untreated solution, nearly 83.12% of the a-LAC and 78.37% of the
B-LG are found in the retentate whereas for pressurized solution these values are 76.74% for
the a-LAC and 53.46% for B-LG. The permeate of the pressurized solution obtained after the
HPH and UF coupling has a larger a-LAC profile than the untreated solutions.

Consequently, HHP decreased UF performance but did allow to recover a permeate
fraction enriched in a-LAC at different concentration. It may be possible to recuperate higher
purification rate by applying diafiltration steps and/or by increasing the volume concentration

factor.
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1. Introduction

Le lactosérum de fromagerie a longtemps été considéré comme un sous-produit de
peu de valeur générée par I'industrie laitiére. De nos jours, il est largement valorisé comme
ingrédient alimentaire. Il est commercialisé sous forme de concentré de protéines de
lactosérum (CPL) ainsi que sous la forme d’isolat de protéine de lactosérum (IPL) en raison
de son intérét nutritionnel, ses propriétés fonctionnelles et bioactives de sa fraction protéique
(Gupta et al. 2014) (Octavio et al. 2008). La fraction majeure de protéines dans le lactosérum
(environ 0,7% poids / volume) est principalement composée de PB-lactoglobuline (B-LG)
(environ 50%) et d’alpha-lactalbumine (a-LAC) (environ 20%). Les glycomacropeptides
(uniguement dans le lactosérum de fromagerie), les immunoglobulines, la lactoferrine, la
lactopéroxydase, la sérum albumine, le lysozyme et les facteurs de croissance sont considérés

comme la fraction protéique mineure (30%) (Smithers. 2008).

Plus spécifiquement, la B-LG a été étudiée pour ses propriétés de gélification,
moussante et émulsifiante. Elle a été également utilisée en tant que ligand pour la protection
et la libération d'un grand nombre de molécules bioactives afin d'obtenir un aliment
présentant des propriétés fonctionnelles améliorées (Stanciuc et al. 2015). En outre, plusieurs
recherches scientifiques ont porté sur la production de peptides bioactifs obtenus aprés
hydrolyse enzymatique de B-LG natif (Jouan et al. 2010). En revanche, I’a-LAC représente
une protéine intéressante en raison de sa teneur élevée en acides aminés essentiels tels que le
tryptophane (4-5%), lysine (11%) et la cystéine (6%) par rapport aux acides aminés totaux

(Jouan. 2002).

57



L'a-LAC est facilement hydrolysée par les enzymes digestives et joue un réle clé
dans la synthése des neurotransmetteurs, la sérotonine et la glutathion (Chatterton et al.
2006). Pour ces raisons, I'a-LAC est principalement utilisée dans les préparations pour
nourrissons pour mimer le profil protéique du lait humain et constitue une source importante
de protéines pour les personnes agees (Katsanos et al. 2008). De plus, I'a-LAC est également
étudiée pour sa capacité a interagir avec certaines molécules hydrophobes (peptides, acides

gras) afin de générer des ingrédients présentant des fonctionnalités intéressantes.

Par conséquent, plusieurs technologies de fractionnement et de purification ont été
étudiées afin de générer des fractions pures d’o-LAC et de B-LG individuelles, dotées de
propriétés nutritionnelles, biologiques et fonctionnelles améliorées. Le taux de pureté
maximal obtenu lors de la séparation de I’a-LAC de la B-LG dans le lactosérum est obtenu
par chromatographie a échange d'ions, la chromatographie en phase liquide a haute
performance (HPLC) ou la chromatographie par perméation de gel (Bonaillie et al. 2008).
Cependant, ces procédés générent de grandes quantités de solvants (sels et solutions de
lavages) peu favorable pour I'environnement. Dans l'industrie laitiére, l'ultrafiltration (UF)
est l'une des techniques les plus largement utilisées pour le fractionnement des protéines
sériques (o-LAC et B-LG) a partir du lactosérum de fromagerie. Des études ont montré que,
malgré le fait qu'elles soient écologiquement durables, leur séparation reste difficile par ces
procédés en raison de la similitude de leur poids moléculaire (Ganjam et al. 1997; Marella et

al. 2011).

Plusieurs approches novatrices ont été développées pour le fractionnement des
protéines de lactosérum au cours de la derniére décennie, exploitant certaines des

caractéristiques telles que la dépendance au pH, le point isoélectrique et 1’agrégation
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thermique couplée aux procédés membranaires. Plus spécifiquement, Marella et al. (2000)
ont mis au point un procédé pour separer I'a-LAC & 63% de pureté par microfiltration couplée
a une membrane UF de 50 KDa. Une récupération d'a-LAC a un taux de pureté élevé a éte
obtenue & I'aide d'une membrane UF chargée positivement (300 kDa) pour séparer I'a-LAC
d'une solution binaire contenant du B-LG en se basant sur leurs différences de point

isoélectrique (Arunkumar & Etzel. 2013).

L'effet des hautes pressions hydrostatiques sur la structure protéique et sur
I'interaction protéine-protéine a fait I'objet de nombreuses études. Les protéines du lait sont
affectées différemment par les HPH en fonction des parametres appliqués tels que la
pression et le temps. Par exemple, les molécules de B-LG sont a 1’état pré-dénaturé a basse
pression (50 MPa) puis commencent a former des dimeres stables a partir de 200 MPa via
des liaisons disulfure et forment des agrégats moléculaires a des pressions supérieurs a 400
MPa (Patel et al. 2006; Lopez -Fandino. 2006). Cependant, I'a-LAC s'aveére trés resistante
aux hautes pressions allant jusqu'a 400 MPa en raison de sa plus grande stabilité avec dans
sa structure la présence de 4 ponts disulfures comparée a 2 pour la B-LG (Lopez-Fandino

2006; Patel et al. 2006; Mazri et al. 2006; Marciniak et al. 2018).

Patel et al. (2005) ont montré que dans un concentré de protéine de lactosérum (12%
p/v) soumis aux HPH, I'a-LAC pouvait interagir avec la -LG via la formation de liaisons
disulfures intermoléculaires uniquement lors d'un traitement a haute pression au-dessus de
800 MPa. L’effet des HPH dépend aussi largement des propriétés physico-chimiques de la
solution, telles que la concentration en protéines, le pH, la force ionique et la concentration
en glucides. Des travaux ont démontré que les protéines de lactosérum, principalement la 3-

LG, peut interagir avec les CN, telles que 1’as2-CN et la k-CN (Patel et al. 2006; Leu et al.
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2017). Marciniak et al. (2018) ont découvert que l'interaction entre les protéines du lait telles
que les CN avec la B-LG pouvait étre modulée en utilisant les HPH puis par acidification et
centrifugation afin de récupérer les agrégats et ainsi récupérer 1’a-LAC dans le surnageant

avec une pureté de 86%.

L'interaction sélective de p-LG avec les CN et la formation subséquente d'agrégats
stables sous HPH permettraient donc de créer un gradient de taille entre la B-LG et ’a-LAC,
offrant une opportunité de séparation par procédé de filtration membranaire. Par conséquent,
le présent travail étudie I'effet d’un prétraitement par HPH du lait écrémé sur les propriétés
des protéines du lait et I'efficacité de la séparation de I'a-LAC par ultrafiltration (UF) afin de

développer une approche innovante et novatrice du fractionnement des protéines du lait.

Les objectifs spécifiques étaient de déterminer les paramétres optimaux de

pressurisation (pression) et d'évaluer les performances de I'UF du lait écrémé sous pression

en termes de flux de perméat, de rendement et de pureté de I’a-LAC dans le perméat.
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2. Matériels et Méthodes

2.1. Préparation des échantillons

Deux lots de lait écrémé commercial ont été achetés au supermarché local et stockés
a4 ° C. Chacun des lots a éte divisé en fractions différentes pour les processus ultérieurs de

traitement sous pression et d’ultrafiltration.

2.2. Prétraitement du lait par HPH

Chacun des lots de lait écrémé a été transferé et scellé dans des sacs en plastique
flexibles puis traité sous pression a 600 MPa a température ambiante pendant 5 min a l'aide
d’un systéeme a HPH de marque 1SO-LAB, model S-1L-085-09-A0 (Stansted Fluid Power.
Essex. UK). La pression dans le systéme augmentait a raison de 60 MPa/min tandis que la

dépressurisation était instantanee.

2.3. Ultrafiltration

2.3.1. Systéme utilisé et caractéristique de la membrane

La filtration a été réalisée a I'aide d'un systéme de filtration a flux tangentiel (Millipore
Labscale TFF, Darmstadt, Germany) équipé d’une membrane Biomax Pelicon XL-
PXB300C50 en polyéthersulfone ayant un seuil de coupure de 300 kDa (Merck. KG
Allemagne). Avant la filtration des solutions de lait écrémé, le lavage de la membrane a été
réalisé en quatre étapes. La premiére étape consistait en un lavage basique a I’aide de NaOH
0,1N. La deuxieme étape était un ringage du systeme. Apres avoir vidé le contenant de 1’ecau
de rincage, un lavage avec le NaOCI a 250 ppm a éte réalise pendant 30 minutes. Par la suite

la membrane a été une nouvelle fois rincée avec de 1’eau a 40 °C. Finalement, le détergent
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tergazyme (0,2%) a été utilisé pour finir le lavage et un ringage de la membrane a I’cau a 40

°C pendant 30 minutes a été réalisé a la suite de cette étape.

2.3.2. Filtration en mode recirculation totale

La filtration en mode recirculation totale a été réalisée a 20°C en triplicata. Cing
pressions transmembranaires (PTM) (68,94; 137,89; 206,84; 275,79; 344,73 kPa) ont été
testées pour les échantillons de laits témoin et de laits pressurisées. Pour chaque PTM, le flux
de perméation a été calculé. Le débit d'alimentation mesuré variait entre 10 et 70 mL/ min.
Aprés chaque répétition, la membrane a été rincée a I’ecau a 40 °C, lavée et conditionnée selon
la procédure décrite au point 2.3.1. Apres le processus de conditionnement de la membrane,
le flux a I’eau a été¢ mesuré a différentes PTM et I’UF du lait non-traité (0,1 MPa) et du lait

pressurisé a été realisée en recirculation pour déterminer la PTM optimal.

2.3.3. Filtration en mode concentration

Les filtrations en mode concentration ont été réalisées a la PTM optimale déterminée a
I’étape précédente apres lavage et conditionnement de la membrane (voir section 2.3.1). Les
échantillons de laits pressurisés et de laits non-pressurisés ont été filtrés en triplicata. Le débit
a été collecté et le flux de perméation pour chacun des échantillons a été calculé toutes les
dix minutes jusqu’a I’atteinte d’un facteur de concentration volumétrique (FCV) de 2X. Les
rétentats et perméats finaux ont été collectés et stockés a -20 °C pour la réalisation des
analyses physico-chimiques. Le systéme et la membrane ont finalement été nettoyés suivant
la procédure décrite dans la section 2.3.1 avant et apres chaque traitement jusqu'a la
récupération d’un flux a ’eau apreés lavage identique au flux a I’eau obtenu lors de 1’étape de

conditionnement.
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2.4. Analyses

2.4.1. Profil protéique par SDS-PAGE

Le profil protéique des échantillons de lait initial, des laits témoin et des laits
pressurisés a eté obtenu par SDS-PAGE via I’utilisation de gels TGX Bio Prot de Bio-Rad a
12% d'acrylamide (Bio-Rad Laboratories. Hercules. CA, USA). Un mélange contenant 25
pL d’échantillons et 75 pL d’eau a été préparé. Par la suite, 10 UL de ce mélange ont été
prélevés pour étre mélangés a 10 pL de tampon (B-mercaptoéthanol et tampon 2x Laemmli).
Ce mélange a été porté a ébullition pendant 5 min. Trois marqueurs moléculaires ont été
utilisés: un marqueur de poids moléculaire Precision Plus Protein All Blue Standards (Bio-
Rad. Hercules. CA, USA), un standard d’oa-LAC et un standard de B-LG Precision Plus
Protein All Blue Standards (Bio-Rad. Hercules. CA, USA). Dix microlitres de chaque
échantillon ont été ajoutés au gel et ont migré a 15 mA pendant environ une heure. Le tampon
de migration consistait en 100 mL de tampon Tris / Glycine / SDS 10x pour 900 mL d'eau
déminéralisée.

A la suite de I’étape de migration, le gel a été placé dans une solution de bleu de
Coomassie (1 g de bleu de Coomassie dans 10% d'acide acétique, 40% d'éthanol et 50% d'eau
déminéralisée) pendant 2 h. Ensuite, le gel a été maintenu pendant 12h dans une solution de
décoloration de méthanol a 10%, d'acide acétique a 10% et d'eau déminéralisée a 80%.

Finalement, les gels décolorés ont été analysés a I’aide de Gel DocTM XR de Bio-Rad.

2.4.2. Analyse de la teneur protéique des échantillons

La teneur totale en protéines des perméats et des rétentats du lait pressurisé et du lait

non-traité ainsi que le lait initial ont été obtenue par 1’analyseur de lait Lactoscope (Delta
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Instruments, PerkinElmer Company. Kelvlaan 3, Dairy Solver, MA00090055, Netherlands)
utilisant la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR). Avant I’analyse des
échantillons et pour une meilleure caractérisation et identification des fractions présentes, les

échantillons ont été chauffes a 40 °C dans un bain marie pendant 5 minutes.

2.4.3. Profil protéique par chromatographie en phase liquide a haute performance

2.4.3.1.Récupération et purification de l’alpha-lactalbumine

Des solutions de lait initial et des rétentats du lait pressurisé et du lait non-traité ayant
une teneur protéique de 0.25 % (p / v) ont été tout d’abord filtrées sur une membrane en
PVDF (VWR international. Radnor. USA) de 0,45 um afin de retirer les particules qui
peuvent interférer avec la molécule a analyser ou qui peuvent provoguer un encrassement de
la colonne de séparation. La concentration en a-LAC et en B-LG a été déterminée par
chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) en utilisant le systéme
Agilent 110 (Agilent Technologies. Palo Alto. CA. USA). La separation a été réalisée en
utilisant une colonne C18 Luna (250 mm x 2 mm) (Phenomenex. Torrance, CA, USA). Un
volume de 20 pL d'échantillon de la solution a analyser a été elué avec de l'acide
trifluoracétique (TFA) a 0,11% (v / v) dans de I'eau (solvant A) et de l'acétonitrile. L’eau, et

le TFA ont été utilisés comme solvant B a un débit 0,2 mL / min.

2.4.3.2.Calcul de la concentration, du rendement et du taux de purification
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Pour le calcul de la concentration, I'aire sous la courbe du pic d'a-LACC et de B-LG
dans le lait initial ainsi que les aires sous la courbe dans les rétentats ont été utilisés. L'aire
sous la courbe dans le lait initial de la protéine cible (o ou ) représente 100% puis avec la
valeur sous la courbe dans les rétentats un pourcentage de récupération a été calculé. Les

résultats ont été calculés avec les standards d'alpha et de beta.

Pour le taux de purification, les aires sous la courbe ont été calculés pour chacun des
pics ce qui correspondrait a 100%. Puis, l'aire sous la courbe de la protéine cible (a-LAC ou

B-Lg) a été calculé ce qui permet par une simple regle de trois de déterminer le taux de pureté.

3. Reésultats et discussion
3.1. Performance de I’UF lors du fractionnement des protéines du lait

3.1.1. En mode recirculation totale

La figure 18, montre la variation du flux de perméation pour la solution non traitée
et la solution pressurisée. La relation flux de perméation-PTM n’est pas linéaire
contrairement a celle du flux a I’eau observé tout au long du processus. En effet, le flux a
I’eau a augmenté linéairement de 50 4 370 L.m2.h"! entre la PTM initiale et finale (données
non présentées). Le flux de perméation des solutions témoins et pressurisées a été inferieur
par rapport au flux a I’eau qui est la résultante des effets de concentration de polarisation et
du colmatage. Le flux maximum observé pour la solution non traitée (33.96+ 8.27 L.m?2.h™%)
et pour la solution pressurisée & 600 MPa/5 min était de 27.56+6.7 L.m2.h™. Le flux de
perméation augmente proportionnellement avec la PTM pour le lait témoin jusqu’a atteindre

leur maximum vers 300 kPa et par la suite le flux décroit drastiquement. Dans le cas de la
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solution pressurisée, le flux a été croissant au début du processus puis devient stable entre

200 et 500 kPa. Finalement, il y a une décroissance de ce flux jusqu’a 600 kPa.
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Figure 18: Flux de perméation en fonction de la pression transmembranaire en mode recirculation
totale d’un lait non traité (rond noir) et pressurisé (rond vide) & 600 MPa pendant 5 min.

I a été établi que ’augmentation de la PTM (200-300 MPa) est corrélée avec une
augmentation du flux de perméation. Cependant, cette corrélation n’est plus valide lors de
’apparition du phénoméne d’encrassement de la membrane (Aimar et al. 1988). Dans le cas
de ’UF d’un lait non pressurisé, il a été démontré que les principales protéines responsables
de I’encrassement sont les caséines (Patel et al. 2006; Considine et al. 2007). Dans le cas de
I’UF de laits pressurisés, Leu et al. ont observé, qu”hormis les caséines, une faible quantité
de B-LG, des agrégats CN / B-LG formés a 600 MPa ainsi que quelques traces d’a-LAC et

d'lgG sont responsables du colmatage (Leu et al. 2017).
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3.1.2. En mode concentration

La figure 19 présente 1’évolution du flux de permeation en fonction du temps pour le
lait non traité et le lait pressurisé lorsque la PTM a éteé fixée a 206,84 kPa kPa. Au début du
processus, les flux initiaux sont similaires et ont diminué rapidement aprés 30 min de
filtration. La valeur du flux de perméation pour la solution témoin au début de la filtration
était de 14.96+0.14 L.m2.h'. Cette valeur est similaire pour la solution pressurisée & 600

MPa (14.47+0.20 L.m2.h).

Ce n’est qu’en cours de processus que les valeurs commencent a se différencier tout
en gardant la méme tendance de flux décroissant. Le déclin de flux total était de 86% pour le
témoin contre 95% pour la solution pressurisée a 600 MPa. Différentes hypothéses peuvent
expliquer la diminution de flux de perméation en UF. Premiérement, I’impact des HPH sur

la taille des caséines et la dénaturation et I’agrégation des protéines du lactosérum.

Les travaux de Leu et al. 2017 & Marciniack et al. 2018 sur I’impact des hautes
pressions hydrostatiques sur du lait écréemé a 600 MPa pendant 5 min ont validé les résultats
des travaux faits par de nombreux auteurs sur la modification de la taille des micelles de
caséine et la génération d’agrégats entre les CN et la B-LG. L’a-LAC est moins dénaturé a
cause des forces impliquées dans la stabilisation de sa structure et de sa faible affinité a se
lier aux complexes CN / B-LG ou B-LG / B-LG (Creamer et al. 2006; Patel et al. 2006;

Considine et al. 2007; Leu et al. 2017; Marciniack et al. 2018).
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Fig. 19: Evolution du flux de perméation en fonction du temps pour le lait non traité (rond vide) et le
lait pressurisé & 600 MPa/5 min (rond noir)

Lors de la pressurisation a 600 MPa, il y a une déstructuration de la micelle puis, a la
décompression, la reformation de caséines de plus petite taille via 1’établissement de liaisons
hydrophobes entre as1-CN, as2-CN et la B-CN (Huppertz et al. 2004). La diminution de la
taille des micelles de caséines varie généralement de 35 a 40% tout dépendamment la
pression appliquée. Dans le cas des protéines sériques, la B-LG, initialement sous forme de
dimeres, va s’agréger entre-elle pour former des structures de haut poids moléculaires
(triméres a hexameres). Cette protéine va également interagir avec d'autres protéines du lait,
en particulier avec les caséines (Creamer et al. 2006). Cette interaction est proportionnelle a
la quantité de B-LG dénaturée (Huppertz, Fox & Kelly. 2004). Ainsi, cette présence
d'agrégats peut affecter négativement le processus d'UF en termes de diminution du flux de
perméation, I’augmentation du temps nécessaire pour concentrer le perméat a un FCV fixé

et sur le taux de récupération des protéines de lactosérum (Huppertz, Fox et Kelly. 2004).

68



Plus une solution est concentrée, plus faible sera son flux de perméation a cause de la
pression osmotique et de 1’accumulation de protéines sur la surface de la membrane
occasionnant la résistance a la perméation (Bacchin. 2006; Cheryan. 1986). En fait, Aimar et
al. (1988) décrivent qu'un phénomene similaire d'adsorption de particules sur la membrane
pour un soluté pur peut également décrire le comportement de solutions variées dans le sens
de la diminution du flux de perméation en mode concentration. De plus les interactions
protéines-membrane et protéines-proteines peuvent favoriser I’encrassement irréversible de
la membrane en cours de filtration (Tong et al. 1988 ; Bouzid et al. 2008; Jimenez-Lopez et

al. 2008).

C’est une contrainte de la filtration membranaire et de nombreux phénomenes
agissant simultanément en sont responsables; concentration de polarisation, blocage des
pores, formation de gateaux, adsorption organique, précipitation des minérauux,
encrassement biologique et dépdt de particules de protéines pour consolider la couche
d'encrassement (Marshall et al. 1993; Li et al. 1998). Spécifiquement, les facteurs conduisant
a I'encrassement de la membrane et par conséquent au déclin du flux de perméation pour un
PTM fixé au début de la filtration sont la taille et la forme des agrégats, la précipitation du

calcium et les interactions hydrophobes (Cheryan, 1998).

4. Récupération de I’alpha-lactalbumine

4.1. Impact des HPH sur la concentration des protéines du lactosérum

La figure 20 montre le profil des protéines présentes dans les perméats récupérés pour
le lait témoin et pressurisé. Les bandes correspondant a 1’a-LAC étaient drastiquement plus

intenses dans le perméat des solutions pressurisées par rapport aux perméats des solutions
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témoins (figure 20). Cette augmentation de 1’intensité des bandes d’a-LAC dans le perméat
est corrélée a une diminution de I’intensité des bandes de B-LG. Il est a noter qu’il n’y avait
aucune bande correspondant aux autres protéines du lactosérum dans les perméats. Cela est

dd par leurs concentrations qui sont faibles dans les perméats.

250 kD —
150 =
100 -
-3 .
50 -
37 -
20 -d
Std f — L6 —= b G
—
Std 0.-LAﬁ-U—.-
e L =
A B C D
Fig. 20: Profils protéiques des perméats des laits témoins (A et B) et pressurisés a 600 MPa/smin (C et

D)

Les HPH augmentent la rétention des protéines dans le rétentat, majoritairement les
caseines et la B-LG. En effet, la B-LG est la plus sensible aux HPH alors que I’a-LAC est
plus résistante (Huppertz et al. 2002). Les travaux réalisés par Leu et al. 2017 & Marciniack
et al. 2018 sur les impacts des hautes pressions sur les matrices laitiéres a 600 MPa pendant
5 min ont montré qu’il y a une modification de la taille des micelles de caséines et la
génération d’agrégats entre les CN et la B-LG. L’a-LAC est moins dénaturée a cause des
forces impliquées dans la stabilisation de sa structure et de sa faible affinité a se lier au
complexe CN / B-LG ou B-LG / B-LG (Creamer et al. 2006; Patel et al. 2006; Considine et

al. 2007; Leu et al. 2017; Marciniack et al. 2018).
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4.2. Profil protéique des rétentats des laits témoins et pressurisés

A la figure 21, le chromatogramme de gauche representant le rétentat de lait temoin,
le pic correspondant a la B-LG est de plus forte intensité par rapport au pic de la B-LG de la
solution pressurisée dans la figure 21 de droite. L’analyse des resultats permettent ainsi de
supposer qu’il y a une augmentation de la concentration en B-LG dans le permeat pour la
solution préssurisée concentrée 2X par rapport a la solution temoin. Il est & noter que les
perméats n’ont pas pl étre analysés du fait de leur trop faible concentration en protéines.
Pour le rétentat de lait non traité, pres de 83.12% de I’a-LAC et 78.37% de la B-LG n’ont pas
été transmis dans le perméat alors que ces valeurs sont de 76.74% et 53.46% pour 1’a-LAC

et la B-LG respectivement pour le rétentat de lait pressurisé.
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Figure 21: Chromatogrammes des rétentats de lait témoin (gauche) et pressurisé (droite) a
600 MPa/5min.

Un calcul du ratio (a-LAC / B-LG ) d’aire sous la courbe obtenu pour le rétentat de
lait temoin (0.38) est plus élevé que ce méme ratio calculé pour la solution préssurisée (0.20).
Ceci s’explique la presence d’une plus grande quantite d’a-LAC dans le temoin et plus de -

LG que d’a-LAC dans le lait pressurisé. Ainsi, une plus grande rétention de la B-LG a été
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observée dans le rétentat de lait pressurisé ce qui peut éventuellement permettre une
récupération sélective de 1’a-LAC dans le perméat. Cependant, il sera nécessaire de valider
cette affirmation et de comparer ces résultats a ceux de la littérature traitant du
fractionnement des 2 protéines majeures du lactosérum. A noter qu’on a observé d’autres

matériels dans le retentat du lait pressurisé qu’on n’a pas pu caractériser.

Des techniques courantes de fractionnement des proteines du lactoserum combinant
plusieurs procédés permettent d’obtenir un taux de purification de 70-80% avec un taux de
récupération de I’a-LAC inferieur a 50%. Huppertz et al. (2004) ont montré que plus de 80%
de la B-LG est associé a des micelles de caséines lorsque la pression varie de 300 a 800 MPa.
Leu et al. (2017) en étudiant I’effet des HPH sur le colmatage membranaire ont observés une
diminution de la concentration de B-LG de plus de 60% pour les solutions pressurisées a 600
MPa dans le perméat. Recemment, Marciniack et al. (2018) en combinant les HPH (300s/600
MPa) et I’acidification a pH 4,6 ont reussi a générer une fraction enrichie d’a-LAC avec un
taux de purete de 86% et un taux de recuperation de 73.1% par precipitation des solutions

pressurisées modeles constituées de caséines isolectriques, de f-LG et d’a-LAC.
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Chapitre 4

Retour sur I’hypothése, conclusion et perspectives
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5. Retour sur ’hypotheése initiale

Dans cette ¢tude, 1’objectif principal était de récupérer 1'a-LAC a partir d’un lait
écréme par un prétraitement aux HPH, afin de générer des agrégats spécifiquement entre les
CN et la B-LG, puis par UF pour fractionner I'a-LAC des agrégats généres sous HPH. Les
résultats montrent que les solutions traitées aux HPH permettent une meilleure rétention de
la B-LG et favorisent le passage d’une plus grande quantité d’a-LAC par rapport aux laits
non traitées. Donc, ’hypothése de départ sur la récupération d’un perméat enrichi apres
traitement par HPH et UF est validée. La pressurisation a cependant diminué les
performances de I’UF possiblement en favorisant les phénoménes de concentration de la

polarisation et de colmatage de la membrane du fait de la génération d’agrégats protéiques.
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Conclusion

Les résultats de cette étude permettent de tirer les conclusions suivantes:

a)

b)

d)

Bien qu’il n’y ait pas de différence significative du flux de perméation en fonction de
la PTM pour les laits témoin et pressurisés a 600 MPa/5 min, la tendance montre un
aspect plus linéaire lorsque le lait pressurisé est recirculé. Cela démontrerait ainsi un
colmatage important de la membrane d’UF et ce, méme a faible PTM.

Bien qu’il n’y ait pas de différence significative du flux de permeéation en fonction du
temps pour les laits témoin et pressurisés a 600 MPa/5 min, le temps nécessaire pour
I’atteinte du FCV 2X est plus important pour le lait pressurisé.

Les agrégats formés par les protéines du lait sous HPH seraient responsables de
I'encrassement de la membrane engendrant ainsi une diminution du flux de
perméation lors de I’étape de concentration.

La solution de lait traitée par HPH a 600 MPa/5min a permis une transmission plus

efficace de a-LAC dans le perméat comparativement au lait non traite.

Perspectives

L’intérét de cette étude réside dans le fait que le procédé a HPH peut étre exploité comme

technologie de prétraitement afin de générer des fractions protéiques d’intérét par filtration

membranaire. Il a ét¢ montré que I’UF du lait pressurisé permet un réel compromis entre la

rétention de caséines et de -LG et une perméation intéressante de I’a-LAC. Les perspectives

de ce travail pourraient étre plus intéressant si toutes les conditions opératoires étaient

optimisées. Pour I’UF, il serait important aprés avoir fait une premiere filtration, de diafiltrer

le rétentat afin d’augmenter la teneur en a-LAC. De plus, comme la charge des membranes
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a une influence sur la transmission des protéines, il serait intéressant d’étudier I’effet des
charges de la membrane et la variation du pH du lait sur la transmission des protéines dans
le compartiment du perméat. De plus, il serait intéressant de tester d'autres couples
pressions/temps et de calculer le taux de pureté et la concentration de I'a-LAC dans les
perméats. En dernier lieu, il faudrait tester la méthode a I’échelle industrielle sur le
lactosérum de fromagerie afin de déterminer une voie de valorisation potentielle des

protéines du lactosérum.
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