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Résumé 
Le lactosérum est un co-produit de l’industrie laitière qui peut être valorisé grâce à sa haute teneur en protéines. 

La séparation des deux protéines majoritaires du lactosérum, l’α-lactalbumine (α-lac) et la β-lactoglobuline (β-

lg), permet d’améliorer leurs propriétés fonctionnelles et nutritionnelles respectives. Leurs poids moléculaire et 

point isoélectrique similaires rendent cependant cette séparation plus ardue. Pour contrer ce problème, une 

modification du pH, de la force ionique et/ou une dénaturation des protéines peuvent permettre de favoriser 

l’agrégation et la précipitation d’une seule de ces deux protéines. Ces méthodes nécessitent cependant 

l’utilisation de produits chimiques ce qui les rend problématiques d’un point de vue environnemental. 

L’électrodialyse avec membrane bipolaire (ÉDMB) est un procédé dit « vert » qui permet l’acidification et la 

déminéralisation d’une solution sans nécessiter d’ajouts de produit chimique et pourrait par le fait même être 

utilisée pour séparer les protéines du lactosérum. Cette étude présente les impacts sur la séparation des 

protéines du lactosérum de différents prétraitements thermiques (20, 50, 55 et 60 °C) combinés à une 

acidification subséquente chimique ou par ÉDMB d’une solution à 10 % d’isolat de protéine de lactosérum. Une 

fraction de β-lg pure à 81.8 ± 0.3 % représentant un taux de récupération de 35.8 ± 4.4 % a été obtenue dans 

le précipité résultant de l’acidification par ÉDMB et d’un préchauffage à 60 °C. En guise de comparaison, 

l’acidification chimique combinée à un préchauffage à 60 °C a produit une fraction de β-lg pure à 70.9 ± 0.6 % 

avec un taux de récupération de 11.6 ± 1.5 %. La séparation complète et sélective de l’α-lac dans les surnageant 

n’a pas été atteinte dans les conditions étudiées. Davantage d’études seront nécessaires pour optimiser les 

puretés et les taux de récupération des deux protéines majoritaires du lactosérum.  
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Abstract 
Whey is a co-product generated by the dairy industries that has the potential to be valorized due to its high-

protein content. Separation of the two major whey proteins, α-lactalbumin (α-lac) and β-lactoglobulin (β-lg), 

improves their respective nutritional and functional properties but this separation step is challenging since both 

proteins have similar molecular weight and isoelectric point. One strategy to improve their fractionation consists 

to modify their pH, ionic strength and/or denaturation rate to induce the selective aggregation and precipitation 

of one of the proteins of interest. However, these methods require the use of chemical products, a non 

sustainable valorization way. Electrodialysis with bipolar membrane (EDBM) is a green process that 

simultaneously provides acidification and demineralization of a solution without adding any chemical compounds 

and might thereby be used to separate whey proteins. This research presents the impact of different preheating 

temperatures (20, 50, 55 and 60°C) on whey proteins separation combined with a subsequent EDBM or 

chemical acidification of 10% whey protein isolate solutions. A β-lactoglobulin fraction with a purification rate of 

81.8 ± 0.3% was obtained in the precipitate after EDBM acidification and preheated at 60°C, representing a 

recovery yield of 35.8 ± 4.4%. In comparison, chemical acidification combined with a 60°C preheating treatment 

provides a β-lactoglobulin fraction pure at 70.9 ± 0.6% with a recovery yield of 11.6 ± 1.5%. Complete and 

selective separation of α-lactalbumin in the supernatant was not obtained in the conditions studied. Further 

studies are necessary to optimize purification rates and recovery yields of both major whey proteins.  
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Avant-propos 
Les travaux présentés dans ce mémoire de maîtrise s’intéressent au développement d’un procédé écoefficient 

utilisant l’électrodialyse avec membrane bipolaire afin d’obtenir une séparation sélective de l’α-lactalbumine et 

de la β-lactoglobuline présentes dans le lactosérum bovin. Ce projet a été réalisé dans le cadre de la Chaire de 

recherche industrielle du Conseil de recherches en sciences naturelles et génie du Canada (CRSNG) en 

procédés électromembranaires visant l’amélioration de l’écoefficience des lignes de production bioalimentaires. 

  

Ce mémoire est divisé en quatre chapitres dont le premier est une revue de littérature portant sur l’état actuel 

des connaissances sur les protéines du lactosérum, leurs propriétés physico-chimiques, fonctionnelles et 

nutritionnelles ainsi que les procédés permettant leur séparation. Dans cette section, une attention particulière 

a été portée sur l’électrodialyse et ses avantages. 

 

Le deuxième chapitre du mémoire présente l’hypothèse de recherche de même que les objectifs qui ont été 

développés dans le but de la confirmer ou de l’infirmer. 

 

Le troisième chapitre intitulé « Impact of preheating temperature on the separation of whey proteins when 

combined with chemical or bipolar membrane electrochemical acidification » regroupe les principaux résultats 

obtenus au cours des travaux de recherche et est rédigé sous la forme d’un article scientifique en anglais. Cet 

article met l’emphase sur l’effet de la combinaison de différents prétraitements thermiques à une acidification 

soit par électrodialyse avec membrane bipolaire ou par acidification chimique (ajout de HCl). L’article a été 

soumis pour publication dans l’International Journal of Molecular Sciences le 30 mars 2020. Les auteurs de cet 

article sont Claudie Aspirault, Alain Doyen et Laurent Bazinet. Claudie Aspirault est l’auteure principale de cet 

article, de même que du mémoire de maîtrise. Elle a réalisé les essais, analysé les échantillons, fait les analyses 

statistiques et interprété les résultats. Alain Doyen et Laurent Bazinet ont supervisé l’ensemble des travaux, de 

l’élaboration des protocoles jusqu’à l’interprétation des résultats. Ils ont aussi révisé et corrigé l’article.    

 

Le dernier chapitre du mémoire présente la conclusion de ce projet et ses perspectives. 
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Introduction  

Le lactosérum est un co-produit de l’industrie laitière provenant principalement de la fabrication fromagère, mais 

pouvant aussi résulter de la fabrication de concentrés caséiques et de yogourts grecs [1]. Ce sont chaque année 

des millions de tonnes de lactosérum qui sont produits au Canada [2]. En raison de sa composition riche en 

matière organique et des normes environnementales spécifiques régissant son traitement, le lactosérum ne peut 

être déversé directement dans les eaux usées [1]. Toutefois, le lactosérum contient de nombreux composants 

pouvant être valorisés, comme le lactose, les protéines et les minéraux, ce qui lui confère de multiples 

possibilités d’utilisation [3]. En effet, ces composants peuvent être isolés, transformés et/ou ajoutés à des 

formulations alimentaires ou pharmaceutiques [1, 4-7]. Bien que composé majoritairement de lactose, le 

lactosérum contient également une teneur élevée en protéines constituées d’acides aminés essentiels [8]. Les 

deux protéines majoritaires retrouvées dans le lactosérum sont la β-lactoglobuline (β-lg), qui représente 50 % 

des protéines du lactosérum, et l’α-lactalbumine (α-lac), qui en représente 20 % [8]. Bien qu’ayant des poids 

moléculaires similaires, ces deux protéines possèdent des propriétés nutritionnelles et fonctionnelles distinctes. 

Contrairement à l’α-lac qui est essentiel au bon développement des nourrissons, la β-lg n’est naturellement pas 

présente dans le lait maternel humain et représente un allergène important des laits maternisés. De plus, 

lorsqu’elle est isolée de l’α-lac, la β-lg possède des propriétés fonctionnelles améliorées telles que des propriétés 

moussantes, gélifiantes et émulsifiantes [7, 9]. De ce fait, il devient nécessaire d’être en mesure de séparer 

sélectivement et efficacement ces deux protéines [8].  

 

Différentes méthodes ont été étudiées et mises en place pour la séparation des protéines majoritaires du 

lactosérum. La plus utilisée et la plus efficace est la chromatographie échangeuse d’ions [9-11]. Cependant, il 

s’agit aussi d’une des méthodes les plus coûteuses [9]. D’autres méthodes ont aussi été étudiées telles que la 

séparation par traitement thermique et/ou ajustement de pH [12-15] et les procédés membranaires, comme 

l’ultrafiltration, seuls ou couplés à une autre méthode [11, 13, 15-18]. Chacune de ces méthodes, bien que moins 

coûteuses que la chromatographie [9], permet la séparation de la β-lg et de l’α-lac à différents niveaux, mais 

nécessite l’utilisation de produit chimique et de solvant dans le but, entre autres, d’acidifier le milieu ce qui rend 

ces procédés peu écologiques [9, 13, 19]. Les procédés membranaires présentent aussi un problème important 

au niveau du colmatage des membranes ce qui réduit l’efficacité de ces procédés [20]. 

 

L’électrodialyse avec membrane bipolaire (ÉDMB) est, pour sa part, un procédé écoefficient [21] qui ne 

nécessite pas l’utilisation de produit chimique, hormis lors des étapes de nettoyage du système, puisque 

l’acidification se fait grâce à la membrane bipolaire qui, sous l’influence d’un champ électrique, dissocie les 

molécules d’eau en H+ et en OH- [22]. En plus de l’acidification, ce procédé permet aussi de déminéraliser la 
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solution à l’aide de membranes échangeuse d’ions [23]. Cette méthode a déjà permis de séparer efficacement 

les caséines du lait [20, 24], et ce, de manière moins dommageable pour l’environnement comparativement aux 

procédés nécessitant l’utilisation de produits chimiques [24]. D’autres études ont aussi montré que ce procédé 

pouvait permettre le fractionnement des protéines du lactosérum [19, 23, 25]. Elles ont de plus permis de 

démontrer l’impact direct de la concentration initiale en protéine, du pH ainsi que de la conductivité électrique 

de la solution sur la précipitation et la séparation des protéines du lactosérum [19, 23, 25]. Le choix optimal de 

ces paramètres réduit ainsi les problèmes de colmatage observés avec les procédés membranaires [26]. Bien 

que ces études aient montré le potentiel que représente l’ÉDMB, aucune séparation sélective n’a été réalisée 

de manière à isoler et récupérer la β-lg et l’α-lac à l’aide de ce procédé. De plus, les taux de pureté et de 

récupération des deux protéines majoritaires pourraient aussi être améliorés par une modification des 

paramètres de l’ÉDMB et par l’ajout d’un traitement thermique. Comme mentionné précédemment, plusieurs 

méthodes utilisent en effet les traitements thermiques combinés à une acidification dans le but de séparer l’α-

lac et la β-lg. 

  

La combinaison d’une acidification par ÉDMB et d’un traitement thermique n’a à ce jour jamais été testée et 

pourrait mener à des rendements supérieurs à ceux obtenus jusqu’à maintenant avec ce procédé. Le but de 

cette étude est donc d’évaluer l’impact de la combinaison d’une acidification chimique, par ajout de HCl tel 

qu’usuellement obtenu dans les différentes études, ou par électrodialyse avec membrane bipolaire et d’un 

prétraitement thermique sur la séparation de la β-lg et de l’α-lac à partir d’un isolat de protéines du lactosérum. 
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Chapitre 1 : Revue de littérature 

1.1 Lactosérum 

Le lactosérum est un coproduit de l’industrie laitière. Il s’agit d’un liquide jaunâtre obtenu suite à la coagulation 

des caséines et qui représente 85 à 95 % du volume du lait [3]. La composition du lactosérum varie en fonction 

du procédé à partir duquel il est généré [27]. Le Tableau 1 présente la composition théorique d’un lactosérum 

provenant de la production de fromage Cheddar, appelé lactosérum doux, et celle d’un lactosérum provenant 

de la production de caséine, nommé lactosérum acide [28]. Le lactosérum acide peut aussi provenir de la 

production de yogourts de type grec ou de concentrés caséiques [1].  

Tableau 1 : Composition du lactosérum  

Constituant 
Lactosérum doux Lactosérum acide 

(%) (%) 
Eau * 94 93,6 
Solides totaux 6,0 6,4 
Lipides 0,05 0,05 
Protéines véritables 0,60 0,60 
Azote non protéique 0,20 0,20 
Lactose 4,5 4,6 
Cendre (minéraux) 0,5 0,8 
     Calcium 0,035 0,12 
     Phosphore 0,040 0,065 
     Sodium 0,045 0,050 
     Potassium 0,14 0,16 
     Chlore 0,09 0,11 

Acide lactique 0,05 0,4 
 * Tableau tiré et adapté de Bylund 2003 [28] 

 

Du fait de sa composition riche en matière organique, le lactosérum ne peut être déversé directement dans les 

cours d’eau. En effet, la charge organique d’un produit représente une indication de son potentiel polluant. 

Lorsque déversée dans l’eau, la matière organique contenue dans le produit nécessite une forte concentration 

en oxygène afin d’être oxydée ce qui limite la disponibilité de ce gaz pour les organismes vivants dans le milieu. 

La diminution de l’oxygène dissous amène ainsi des problèmes d’eutrophisation et de modification des 

propriétés physico-chimiques de ces écosystèmes [29]. Afin d’évaluer l’impact environnemental d’un produit, sa 

demande biochimique en oxygène consommée en 5 jours (DBO5) doit être déterminée [30]. Il s’agit d’un des 

critères sur lequel se basent les normes actuelles pour déterminer si un effluent peut être rejeté directement 

dans un cours d’eau sans nuire au milieu. Selon le Ministère du Développement Durable de l’Environnement et 
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des Parcs [30], la charge organique des effluents de l’industrie agroalimentaire ne doit pas dépasser une DBO5 

de 10 mg/L alors que celle du  lactosérum est généralement comprise en 35 000 et 55 000 mg/L [4, 31, 32]. De 

plus, au Québec, la production de lactosérum s’élevait à 1,2 million de tonnes en 2015 pour un total de 2,1 

millions de tonnes au Canada [2]. Avec un aussi grand volume produit et une DBO5 de cette ampleur, il devient 

donc nécessaire de traiter le lactosérum avant de le rejeter ou bien de l’utiliser à d’autres fins. Le lactosérum 

doux peut être ajouté à l’alimentation animale afin de limiter son impact environnemental, mais d’autres 

alternatives peuvent aussi être considérées afin de mieux le valoriser. C’est dans cette optique que des 

suppléments et des additifs alimentaires sont produits à partir du lactosérum. Cette dernière option est 

particulièrement prisée puisque le lactosérum contient de nombreux composants d’intérêts tels que du lactose, 

des minéraux et, plus particulièrement, des protéines qui représentent un intérêt tant pour les industriels que 

pour les consommateurs [1, 5]. Le lactose peut ainsi être valorisé soit en l’isolant pour l’utiliser dans l’industrie 

pharmaceutique, laitière ou des breuvages en tant qu’ingrédients [4]. Il peut aussi être transformé grâce à la 

fermentation en acide organique tel que l’acide lactique, succinique ou propionique [6]. Les minéraux pour leur 

part peuvent être récupérés lors de la déminéralisation du lactosérum afin d’obtenir des nutriments de valeur [5, 

6]. Il est aussi possible d’isoler les protéines et de les réutiliser dans différentes industries [7]. Ces concentrés 

ou isolats protéiques font partie des options les plus avantageuses à considérer pour l’industriel de par leurs 

diverses propriétés et leur rentabilité [1].   

1.2 Protéines du lactosérum 

Il est possible de différencier deux catégories de protéines dans le lactosérum : les protéines majoritaires et les 

protéines minoritaires. Cette méthode de classification se base sur un critère quantitatif. Ainsi, les protéines 

majoritaires sont composées des deux protéines qui sont retrouvées en plus grande proportion soit la β-

lactoglobuline (β-lg), qui représente environ 50 % des protéines du lactosérum, et l’α-lactalbumine (α-lac), qui 

en représente environ 20 %. Les protéines minoritaires, représentant 30 % des protéines totales du lactosérum, 

comprennent la lactoferrine, la lactoperoxydase, la phosphatase alcaline, la catalase, la sulfhydryle oxydase, le 

lysozyme, les plasmides, les immunoglobulines, l’albumine de sérum bovin, les protéoses-peptones et les 

glycomacropeptides [33]. Comme mentionné précédemment, les protéines du lactosérum peuvent être 

récupérées sous deux formes, soit des concentrés, qui contiennent généralement entre 30 et 85 % de protéines, 

ou des isolats, à environ 95 % de protéines [5, 7]. Ces produits enrichis en protéines peuvent être obtenus par 

ultrafiltration et diafiltration, chromatographie échangeuse d’ion, une combinaison de microfiltration et 

d’ultrafiltration ou évaporation thermique de l’eau. Ces méthodes peuvent être accompagnées ou non d’une 

étape de déminéralisation par électrodialyse et/ou cristallisation du lactose afin d’augmenter la concentration en 

protéine [7, 34].  
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La β-lg et l’α-lac sont les protéines qui représentent le plus d’intérêt étant donné leur plus forte concentration 

dans le lactosérum, mais aussi grâce à leurs propriétés fonctionnelles et nutritionnelles qui découlent 

directement de leur structure et de leurs propriétés physico-chimiques.   

1.2.1 Structure et propriétés physico-chimiques des protéines majoritaires   

1.2.1.1 β-lactoglobuline 

La β-lg est une protéine produite par la glande mammaire des vaches en lactation et fait partie de la famille des 

protéines lipocaline [7, 35]. Il s’agit donc essentiellement d’une protéine servant au transport de molécules 

hydrophobes dans la glande [7, 35]. La β-lg est une protéine soluble du lait qui ne précipite pas lors de 

l’acidification du lait au cours de la production de fromage [33]. Elle est retrouvée sous différents variants 

génétiques dont les plus fréquents sont les formes A et B [7, 33]. Ces deux variants se distinguent par le 

remplacement des résidus aspartique et valine (64 et 118) dans le cas du variant A, par la glycine et l’alanine 

pour le variant B [36]. Elle possède 162 acides aminés et sa masse moléculaire est de 18,3 kDa lorsqu’elle est 

sous forme de monomère [6, 33, 35] (voir Tableau 2). Cependant, la β-lg se retrouve sous forme de dimère qui 

est stabilisé par les liaisons hydrogène au pH naturel du lait, soit 6,7, ou sous forme octamérique à des valeurs 

de pH proche de 5,1, correspondant à son point isoélectrique [36]. Plusieurs études ont cependant montré que 

la β-lg avait plutôt tendance à se retrouver sous forme octamérique à un pH de 4,65 [19, 23, 25, 33]. Dans le 

cas d’une acidification plus prononcée à un pH de 3,0, la β-lg se retrouve sous forme monomérique [33].  

 

La β-lg possède cinq cystéines qui forment deux ponts disulfures (Cys66-Cys160 et Cys106-Cys119) alors que 

la cinquième (Cys121) se retrouve au cœur de la protéine ce qui a pour effet de limiter sa réactivité [36]. La 

présence d’un groupement thiol libre facilite cependant son interaction à d’autres protéines, aussi bien avec des 

β-lg qu’avec des α-lac [7, 33, 35]. Cette interaction est favorisée lors de la dénaturation de la protéine par 

chauffage ou par acidification puisque dans ces conditions, il y a dépliement de la structure tertiaire et exposition 

du cœur de la protéine où se trouve la cystéine libre. L’agrégation de la β-lg est aussi fortement influencée par 

la présence d’ions en solution tels que le calcium. Ce phénomène est dû à la diminution du potentiel zêta lors 

de l’augmentation de la concentration en calcium ce qui fait en sorte que les répulsions électrostatiques 

diminuent facilitant par le fait même le rapprochement et l’agrégation des protéines [33]. Malgré le fait que la β-

lg soit considérée comme une protéine soluble, il est possible de la faire précipiter dans certaines conditions. 

Ainsi, une acidification à pH de 4,65 jumelé avec une faible force ionique ou l’application d’un traitement 

thermique permet de favoriser cette précipitation [6, 23, 25, 37].   
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1.2.1.2 α-lactalbumine 

L’α-lac est, tout comme la β-lg, une protéine sécrétée par les glandes mammaires des vaches. Durant la 

lactation, elle joue un rôle de coenzyme permettant la biosynthèse du lactose [6, 7]. Il s’agit d’une métalloprotéine 

renfermant un ion calcium en son centre ce qui lui confère une certaine rigidité ainsi que différentes 

caractéristiques qui lui sont propres [38]. Ce site de fixation du calcium est constitué de cinq résidus aspartiques 

(Asp82, Asp83, Asp84, Asp87 et Asp88).  De même, l’ α-lac est composé de 4 ponts disulfures (Cys6-Cys120, 

Cys28-Cys111, Cys60-Cys77 et Cys73-Cys91), la rendant particulièrement ordonnée [33, 36], ainsi que 123 

acides aminés [6, 7, 38]. Son poids moléculaire de 14,2 kDa  et son point isoélectrique variant entre 4.2 et 5.1 

la rendent très semblable à la β-lg sur ces paramètres spécifiques [33] (voir Tableau 2). Cette variation du point 

isoélectrique serait due à la présence ou l’absence de l’ion Ca2+ au sein de la protéine [36]. Grâce à ses ponts 

disulfures et à la présence de l’ion calcium, l’ α-lac possède une bonne résistance aux traitements thermiques 

[7]. Contrairement à la β-lg, l’α-lac tend à rester sous forme de monomère malgré les modifications des 

conditions, soit le changement de température ou de pH [37]. Cependant, sa stabilité est influencée par la 

présence de β-lg qui peut provoquer son agrégation [33]. L’α-lac a aussi la particularité d’être très semblable au 

lysozyme, une des protéines minoritaires retrouvées dans le lactosérum. En effet, les deux protéines possèdent 

des configurations qui sont très similaires ce qui leur procure de potentielles bioactivités communes telles que 

des propriétés antimicrobiennes [7]. L’α-lac possède une température de dénaturation de 65 °C au pH 

physiologique du lait (pH 6.7). Cette température de dénaturation est cependant dépendante de la présence de 

l’ion calcium en son centre. En effet, après dissociation du Ca2+, la température de dénaturation de l’apo α-lac 

est inférieure à 55 °C.  
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Tableau 2 : Caractéristiques physico-chimiques des protéines majoritaires du lactosérum 

 β-lactoglobuline α-lactalbumine 

Nombre de résidus* 162 123 

Masse molaire (kDa) 18,3 14,2 

Point isoélectrique 5,2 4,2-5,1 

Charge à pH 6.6 (mV) -16 -3,7 

Résidus cystéines 5 8 

Pont disulfure 2 4 

Groupement thiol 1 0 

Élément minéral - Ca2+ 

Feuillet β 50 % 9 % 

Hélice α 10 % 50 % 

Température de dénaturation  
(à pH 6,7) 

75 °C 65 °C (avec Ca2+) 

< 55 °C (après dissociation 
du Ca2+ par baisse de pH ou 

chelation) 
*Tableau tiré et adapté de Croguennec et coll. 2008 [36] 

1.2.2 Dénaturation des protéines 

La dénaturation des protéines du lactosérum est obtenue par ajout d’agent dénaturant (EDTA, β-

mercaptoéthanol), de sels, de solvants organiques, par pH extrêmes ou par application d’un traitement 

thermique [5]. Selon la nature et l’intensité de ce dernier, la dénaturation de la protéine peut différer. Ce sont 

principalement les liaisons hydrogènes, hydrophobes et électrostatiques qui sont affectées par la dénaturation 

et qui font varier la structure tertiaire de la protéine dénaturée [5, 39]. La dénaturation d’une protéine par 

traitement thermique peut être réversible selon l’intensité (combinaison temps et température) utilisée. 

Cependant, dans les cas où l’intensité du traitement thermique est suffisamment élevée, il est possible d’obtenir 

une dénaturation dite irréversible. La chaleur provoque le dépliement des protéines ce qui exposent les sites de 

fixation et/ou les groupements hydrophobes qui sont situés au cœur des protéines comme c’est le cas de l’α-

lac et de la β-lg. Sans l’application d’un traitement thermique, ces sites de fixation participent essentiellement 

au maintien de la structure tertiaire, mais lorsqu’ils sont exposés, ces derniers peuvent interagir avec les sites 

de fixation des autres protéines présentes dans la même solution ce qui provoque des associations 

intermoléculaires [5]. Ces agrégats, selon les conditions dans lesquelles ils se trouvent, peuvent alors précipiter. 

Ainsi, la dénaturation thermique des protéines du lactosérum se fait essentiellement en deux étapes majeures. 

La première étape, qui est réversible, consiste en une altération non covalente de la protéine qui provoque le 
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dépliement de sa structure. La deuxième étape est irréversible et implique l’agrégation et la précipitation des 

protéines dénaturées [5]. 

 

Dans le cas de la dénaturation de la β-lg (Figure 1), son état natif sous forme de dimère (N2) passe à une forme 

monomèrique (N) lorsque soumise à des températures au-dessus de 40 °C. Par la suite, les monomères 

subissent une transition intramoléculaire dans un état-R (NR) pour des températures entre 40 et 55 °C. Cet état 

diffère de l’état natif par le déplacement de l’hélice α qui masque normalement le groupement thiol libre ce qui 

le rend plus accessible. À des températures supérieures à 60 °C, la β-lg subit un dépliement partiel réversible 

et vient former un état de globule fondu (UMG). Lorsque le dépliement de la β-lg est complété et que le 

groupement thiol libre est exposé de même qu’une partie du cœur hydrophobe de la protéine, il est alors 

question de l’état dénaturé (UD). Dès qu’il y a un dépliement partiel de la protéine, il peut y avoir formation de 

polymères (Un où n=2,3,4,5) et d’agrégats (Um où m >>n) qui sont alors irréversibles [39].  

Comme dans le cas de la β-lg, la dénaturation de l’α-lac fait augmenter son hydrophobicité de surface, mais 

celle-ci est réversible en fonction de la température appliquée. Un traitement thermique supérieur à 90 °C 

combiné à un pH inférieur à 5.5 provoqueraient pour leur part une dénaturation irréversible de l’α-lac [36]. Étant 

donné que la dénaturation thermique de l’α-lac et de la β-lg provoque l’exposition de leurs groupements 

hydrophobes, initialement cachés en leur centre, il n’est pas rare d’observer des réactions d’échanges de ponts 

disulfure intermoléculaires, ce qui provoque l’agrégation mixte des deux protéines ce qui peut rendre leur 

séparation plus complexe [36]. De plus, il est nécessaire de souligner que la dénaturation des protéines du 

lactosérum peut avoir un effet sur leurs intérêts nutritionnels et fonctionnels.  

 

Figure 1 : Mécanisme de dénaturation thermique de la β-lg adapté de Tolkach et Kulozik, 
2007 [39] 

1.2.3 Intérêts nutritionnels  

Les protéines du lactosérum sont reconnues comme ayant une importante valeur biologique (VB) [40]. Cette 

valeur biologique donne une indication de la qualité d’une protéine par la mesure de leur digestibilité, leur 

bioaccessibilité et leur biodisponibilité. Elle est donnée en pourcentage de la protéine pouvant être utilisé par le 

corps. C’est donc une VB de près de 100 % qui est retrouvée dans le cas des protéines du lactosérum suivie 

par la VB des protéines de l’œuf qui se situe aux alentours de 90 % [40]. En plus de posséder une excellente 
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VB, les protéines du lactosérum représentent aussi une excellente source d’acides aminés essentiels. En effet, 

elles possèdent une teneur en acides aminés essentiels supérieure aux autres sources principales de protéines 

que sont les œufs, les caséines, la viande et le soja [40]. Bien que ces propriétés nutritionnelles communes 

soient particulièrement intéressantes, la β-lg et l’α-lac possèdent également des propriétés qui leur sont propres 

et qui nécessitent donc leur séparation afin d’être en mesure de les exploiter.  

 

La β-lg est absente du lait humain au contraire de l’α-lac qui représente la protéine majoritaire. Ainsi, les 

producteurs de lait maternisé produit à partir de lait bovin se doivent d’éliminer la β-lg, qui représente un 

allergène important, en plus d’enrichir en α-lac [1, 6, 7]. L’α-lac possède des propriétés nutritionnelles 

particulièrement intéressantes grâce à sa composition en acides aminés essentiels notamment en tryptophanes 

et en cystéines qui sont des précurseurs de la sérotonine et du glutathion. Ces acides aminés sont des 

composés essentiels au bon développement du système nerveux et à l’établissement d’un comportement neuro-

psychologique normal chez les nouveau-nés [36, 41, 42]. La forte teneur en tryptophane fait de l’α-lac un 

nutraceutique qui peut aider à l’amélioration de l’humeur, du sommeil ainsi que des performances cognitives [6, 

36]. Sa teneur élevée en cystéine permet aussi de stimuler le système immunitaire et de favoriser la cicatrisation 

[6].  

 

La β-lg est d’intérêt nutritionnel grâce à sa configuration qui comprend un site de fixation spécifique pour le 

rétinol (vitamine A). Cette protéine permettrait donc de faciliter l’absorption intestinale de la vitamine A et de 

certains acides gras [33, 43]. Une fois digérée, la β-lg représente aussi une excellente source de peptides 

bioactifs. Ces peptides ont notamment démontrés des effets antihypertenseur, antioxydant, antimicrobien, anti 

carcinogène, antiviral, des activités opioïdes ainsi qu’une capacité à diminuer le taux de cholestérol sanguin [41, 

43].  

1.2.4 Intérêts fonctionnels 

En plus de ces propriétés nutritionnelles particulièrement intéressantes, la β-lg et l’α-lac possèdent également 

des propriétés fonctionnelles très utiles pour l’industrie alimentaire. Les propriétés fonctionnelles peuvent se 

définir comme étant des propriétés physico-chimiques qui influencent la structure, l’apparence, la texture, la 

viscosité, la sensation en bouche ou la rétention de la flaveur dans un produit [27]. Dans le cas de la β-lg, 

d’excellentes propriétés moussantes, émulsifiantes, gélifiantes et stabilisantes ont été démontrées. Bien que 

ces propriétés aient aussi été identifiées pour des concentrés de protéines du lactosérum, il a été démontré que 

la β-lg possédait de meilleures capacités gélifiantes lorsqu’elle est isolée des autres protéines [7]. Ces propriétés 

sont en partie dues à son caractère amphiphile qui lui permet de créer des liens autant avec des composés 
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hydrophobes qu’hydrophiles [44]. La structure de la protéine joue aussi un rôle important dans le développement 

de ces propriétés fonctionnelles [44]. La richesse en feuillet bêta de la β-lg serait responsable de sa capacité à 

former un gel thermotropique qui se forme suite à l’application d’un traitement thermique [33]. Les propriétés 

fonctionnelles de la β-lg sont, par le fait même, favorisées par la dénaturation de la protéine. En effet, sous sa 

forme initiale, son cœur hydrophobe est replié sur lui-même de manière à exposer uniquement les zones 

hydrophiles vers l’extérieur. La dénaturation de la protéine permet ainsi de déplier la protéine et d’exposer la 

zone hydrophobe dont la cystéine libre, lui permettant de se lier aux molécules hydrophobes et de créer des 

ponts disulfure intra ou intermoléculaire [36, 37]. La dénaturation thermique ou chimique permet donc 

l’amélioration du déploiement de ces propriétés fonctionnelles [33, 37]. Cette même dénaturation permet aussi 

d’accroître l’hydrophobicité de surface de la β-lg ce qui mène à une diminution de la solubilité au pHi et, par le 

fait même, à une amélioration des propriétés interfaciales [36].   

 

L’α-lac possède également des capacités moussantes, émulsifiantes et gélifiantes, mais de manière moins 

importantes que la β-lg du fait de sa plus faible surface d’hydrophobicité [44, 45]. Ces propriétés fonctionnelles 

seraient en partie dues à la flexibilité de la structure de l’α-lac et seraient favorisées par un traitement de chaleur 

[44, 46]. Ainsi, bien que l’α-lac soit relativement stable aux traitements de chaleur grâce à son ion calcium, il est 

possible d’induire une dénaturation partielle lorsqu’elle est chauffée à sec à 80 ° C, rendant par le fait même 

ses surfaces d’hydrophobicités disponibles aux interactions [46].  

 

D’autres articles, au contraire, mentionnent que la dénaturation thermique des protéines peut mener à une 

diminution de la solubilité des protéines engendrant également une diminution de leurs propriétés fonctionnelles 

telles que les propriétés émulsifiantes et moussantes [5]. Les protéines du lactosérum dénaturées peuvent tout 

de même être utilisées dans ce qui est appelé la lactalbumine qui consiste en un concentré de protéines 

dénaturées qui peut être utilisé en tant qu’agent fortifiant [5]. Cet ingrédient est ainsi utilisé en tant qu’agent de 

remplissage dans les produits de la viande, dans les produits de boulangerie ou les biscuits, dans les aliments 

pour jeunes enfants ou dans les céréales d’avoine ou de flocon de maïs, c’est-à-dire dans n’importe quel aliment 

ayant besoin d’un ajout de protéines sans avoir besoin des propriétés fonctionnelles [5]. Il faut cependant noter 

que cette diminution des propriétés fonctionnelles est principalement due à la diminution de la solubilité et, selon 

le traitement appliqué, il peut être possible de les rendre à nouveau solubles. Dans ce cas précis, les propriétés 

fonctionnelles en seraient tout de même améliorées. 

 

Ainsi, bien que les deux protéines majoritaires du lactosérum possèdent des propriétés nutritionnelles et 

fonctionnelles communes, ces dernières se différencient aussi par la présence de propriétés qui leur sont 

propres. La séparation de ces deux protéines permet donc d’exploiter ces caractéristiques de manière optimale. 
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1.3 Méthodes de séparation des protéines du lactosérum 

Au cours des années, de nombreuses méthodes de séparation des protéines du lactosérum ont été 

expérimentées et développées. Malgré tout, de nouvelles méthodes continuent d’être mises au point et sont 

testées afin d’augmenter le niveau de pureté des fractions de protéines obtenues ainsi que les rendements de 

récupération [47]. La section suivante présente ainsi les méthodes qui sont les plus utilisées et qui présentent 

actuellement le plus grand potentiel pour l’industriel pour ce qui est de leurs rendements et de leurs niveaux de 

pureté en protéines [48].  

1.3.1 Chromatographie échangeuse d’ions 

La chromatographie échangeuse d’ions est la méthode la plus utilisée en industrie afin d’obtenir une séparation 

efficace des protéines du lactosérum [9, 48]. En effet, la chromatographie a été largement étudiée et optimisée 

afin d’obtenir des rendements supérieurs aux autres méthodes [11, 16-18, 45, 49, 50] et des niveaux de pureté 

optimaux atteignant 99,8 % pour la β-lg [17] et 97,4 % pour l’α-lac [16]. Il existe à ce jour différents procédés 

utilisant la chromatographie échangeuse d’ions dans le but de séparer les protéines du lactosérum. Le principe 

général de ce procédé consiste à créer des interactions réversibles entre les protéines chargées et la matrice 

de la colonne de chromatographie. Cette matrice peut être composée de résine anionique (chargée 

positivement) ou cationique (chargée négativement) [51]. L’échantillon comportant les différentes protéines à 

séparer est ainsi ajouté par-dessus la résine dans la colonne et migre graduellement vers le bas par gravité. En 

fonction des charges des protéines, celles-ci créeront des interactions avec la résine ou non. L’ajout d’éluant à 

différents pH permet ensuite de modifier la charge des protéines dans la colonne selon leur point isoélectrique 

et ainsi de faire décrocher sélectivement chacune d’elles. Les fractions récupérées au bas de la colonne 

comprennent alors un concentré d’une protéine ou d’un groupe de protéines ayant réagi de la même manière 

en présence des différents éluants [52]. 

 

La chromatographie échangeuse d’anions combinée à l’ultrafiltration (UF) est l’une des variantes utilisées pour 

la séparation des protéines du lactosérum [16]. Elle permet d’isoler l’α-lac à partir d’un concentré de protéines 

de lactosérum (CPL) enrichie en α-lac. D’abord, la solution est acidifiée à un pH de 4,6 par ajout de HCl ce qui 

a pour effet de dénaturer les protéines et de faire précipiter les caséines restantes. Une centrifugation est ensuite 

effectuée avant de réajuster le pH à 7,0 à l’aide de NaOH. La solution est par la suite ajoutée à une colonne 

contenant une matrice de Q Sépharose qui permet de retenir la β-lg grâce à des liaisons sélectives. Des ajouts 

d’acétate de sodium et d’acide acétique permettent de moduler le pH dans la colonne de chromatographie. L’α-

lac, pour sa part, est transportée par le tampon et récupérée à la sortie de la colonne. L’UF pour sa part permet 

d’éviter le chauffage de la solution tout en permettant d’obtenir un haut niveau de pureté. En effet, cette méthode 
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permet de récupérer 80 % de l’α-lac  présente initialement dans la solution avec un niveau de pureté de 97,4 % 

[16]. Cependant cette méthode ne permet pas la récupération de la β-lg et l’utilisation de solution tampon, d’acide 

et de base rend ce procédé peu écologique. 

 

Une autre étude a permis de développer une méthode par chromatographie échangeuse d’ions, qui elle, permet 

la séparation partielle de quatre protéines du lactosérum : l’α-lac, la β-lg, la sérum-albumine bovine et les 

immunoglobulines G [11]. Cette séparation se fait par étape d’élution qui induit simultanément un changement 

de pH et de concentration en sel. Cette méthode permet d’obtenir des fractions bien définies. De même, en 

récupérant les différentes fractions séparément, il devient possible de faire repasser celles qui présentent un 

intérêt dans une deuxième colonne. La solution à traiter est d’abord passée dans une colonne échangeuse 

d’anions, ce qui permet d’obtenir une première fraction comprenant les quatre protéines d’intérêts et une 

seconde fraction riche en β-lg. En faisant passer la première fraction récupérée dans une colonne échangeuse 

de cations à la suite de la colonne échangeuse d’anions, il a été possible de récupérer un total de 93,4 % des 

β-lg, mais avec une pureté de seulement 49,9 % [11].  Des ajouts successifs de NaOAC à différents pH, de 

NaOH et de HOAc ont été versés dans la colonne échangeuse d’anions de même que dans la colonne 

échangeuse de cation afin de séparer les différents constituants. En finale, la méthode proposée par cette étude 

ne permet pas d’obtenir une séparation sélective des quatre protéines mentionnées, mais permet d’obtenir des 

fractions enrichies en certaines protéines.  

 

D’autres méthodes de chromatographie ont été développées spécifiquement pour la purification de la β-lg [17]. 

Pour ce faire, la chromatographie échangeuse d’anions est jumelée à un module d’ultrafiltration en utilisant des 

températures inférieures 50 °C et un pH de 7,0 de manière à limiter la précipitation des protéines et la 

lactosylation qui est une réaction entre le lactose et les protéines. Grâce à cette méthode, il est possible d’isoler 

la β-lg à 99,8 % [17]. L’utilisation de l’ultrafiltration lors des procédés de séparation des protéines du lactosérum 

par chromatographie a comme rôle principal de purifier et de concentrer les fractions créées [18]. 

1.3.2 Séparation par la chaleur ou par modification du pH 

Une autre méthode permettant la séparation des protéines du lactosérum consiste à dénaturer les protéines soit 

par ajustement de pH, par traitement thermique ou par une combinaison des deux. Le traitement thermique 

appliqué à un pH optimal permet la précipitation de certaines protéines du lactosérum telles que la β-lg ou l’α-

lac dépendamment des conditions utilisées.  



 

13 

 

Pour ce qui est de la précipitation de l’α-lac, ce procédé se base sur le fait qu’à pH inférieur à 4,0 l’α-lac subit 

une conversion de forme en perdant son ion calcium et devient alors sous forme apo. En absence de cet ion, 

l’α-lac présente une forte instabilité aux traitements thermiques ce qui provoque son agrégation [13]. Toro-Sierra 

et coll. (2011) ont ainsi déterminé une méthode permettant de produire deux fractions de protéines possédant 

des niveaux de pureté de 91,3 % pour la fraction d’α-lac et de 97,2 % pour celle de β-lg [13]. La fraction d’α-lac 

représentait un taux de récupération allant de 60,7 à 80,4 % de l’α-lac initiale, alors que la fraction de β-lg avait 

un taux de récupération de 80,2  à 97,3 % [13]. Cette méthode de séparation des protéines du lactosérum 

repose donc sur l’agrégation et la précipitation de l’α-lac par acidification à pH de 3,4 combinés à un traitement 

thermique de 120 minutes à 50 ± 1° C. L’acidification effectuée au cours de cette étude est obtenue par ajouts 

d’acide citrique et de citrate trisodique. La séparation de l’α-lac précipitée de la phase aqueuse contenant la β-

lg a été effectuée par ultrafiltration avec membrane spiralée possédant un seuil de coupure de 10 kDa [13]. Des 

méthodes similaires de précipitation de l’α-lac par traitement thermique à 50 °C ont aussi permis d’obtenir des 

niveaux de pureté allant jusqu’à 83 % pour l’α-lac et 94 % pour la β-lg, mais de faibles taux de récupération ont 

été obtenus pour celles-ci [18, 53]. Le choix de l’acide utilisé pour la précipitation de l’α-lac a aussi fait l’objet 

d’une étude [14]. Il a ainsi été déterminé que la précipitation de l’α-lac était optimale lorsqu’une température de 

50 °C était utilisée en combinaison avec un pH de 4,0 et qu’un acide organique était utilisé dans un ratio 

supérieur à 9 par rapport à la concentration en ion calcium [14]. 

 

Tolkach et coll. (2005) ont aussi réussi à obtenir une fraction d’α-lac à haut niveau de pureté, soit de 98 %, pour 

un taux de récupération total de 75 % [15]. Cependant, leur méthode se base plutôt sur l’agrégation de la β-lg 

afin de séparer les deux protéines. Pour y arriver, la composition en protéines, en lactose et en calcium d’un 

concentré de protéines du lactosérum est ajustée et un pH de 7,5 est utilisé. À ce pH, l’α-lac est sous sa forme 

halo- α-lac et conserve son ion calcium ce qui lui permet de conserver sa stabilité malgré un traitement thermique 

[15]. Le traitement thermique est ensuite effectué par chauffage à la vapeur en utilisant des températures de 97 

et 102 °C dans le but de dénaturer la β-lg ce qui provoque son agrégation [15]. Bien que cette méthode permette 

d’obtenir un très bon rendement de récupération et de pureté de l’α-lac, la récupération de la β-lg n’a pas été 

effectuée. Cette méthode ne permet donc pas une séparation sélective des deux protéines majoritaires du 

lactosérum.  

 

De manière générale, les traitements thermiques sont utilisés afin de provoquer l’agrégation de l’α-lac ou de la 

β-lg en fonction du pH utilisé. Ces agrégats peuvent ensuite être récupérés par procédés membranaires tels 

que l’ultrafiltration ou la centrifugation [15]. 
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1.3.3 Procédés membranaires  

L’ultrafiltration est une méthode omniprésente dans la majorité des stratégies proposées pour la séparation des 

protéines du lactosérum. Ce procédé est jumelée à la chromatographie [11, 16-18], aux méthodes de séparation 

thermiques [13, 15, 16] ainsi qu’aux méthodes par acidification [13, 15, 16, 53].  Cela fait de l’ultrafiltration le 

procédé le plus utilisé pour la séparation des protéines du lactosérum [11]. Ainsi, bien que l’UF puisse être 

utilisée en combinaison avec plusieurs autres procédés, il est aussi possible d’utiliser l’UF seul comme procédé 

de séparation.  

1.3.3.1 Principe et fonctionnement  

L’UF est un procédé baromembranaire qui permet de séparer ou de concentrer les macromolécules telles que 

les protéines en fonction de leur taille [54]. Il existe de nombreuses membranes adaptées à l’ultrafiltration qui 

varie en fonction de leur seuil de coupure et de leur matériau. Il existe aussi différents types de membranes 

telles que les modules tubulaires, les fibres creuses, les membranes planes ou les membranes spiralées [54]. 

Le principe général de ce procédé reste le même, peu importe le type de membrane. Une solution initiale est 

poussée vers la membrane grâce à une pompe ce qui crée une pression au niveau de la membrane. En fonction 

de la pression appliquée et de la taille des pores de la membrane, les particules de faibles poids moléculaires 

(inférieurs au seuil de coupure membranaire) passeront au travers et seront récupérées au niveau du perméat 

alors que les particules de poids moléculaires supérieurs au seuil de coupure seront retenues par la membrane 

et récupérées dans le rétentat. Plusieurs facteurs influencent le niveau de rétention des membranes. Parmi 

ceux-ci se trouvent bien entendu le poids moléculaire et la taille de la molécule en suspension, la structure 

tridimensionnelle de la molécule, le matériau membranaire, la présence d’autres solutés dans le produit, les 

paramètres d’opération, la configuration de la membrane et le potentiel de colmatage [54]. Ce sont donc tous 

ces facteurs qu’il est important de prendre en considération afin d’optimiser l’efficacité du procédé.  

1.3.3.2 Applications de l’ultrafiltration 

L’ultrafiltration jumelée à la chromatographie est largement utilisée comme méthode commerciale pour le 

fractionnement des constituants du lactosérum [11]. Le module d’UF est dans ce cas utilisé après l’étape de 

chromatographie et permet de séparer les différentes phases en fonction de leur poids moléculaire. Il a 

cependant été montré qu’il était possible d’utiliser l’ultrafiltration seule et d’obtenir un niveau de pureté égal à 

celui obtenu par chromatographie en utilisant une membrane chargée [55]. En utilisant des membranes 

chargées ainsi qu’en ajustant le pH et la force ionique, il a été possible de séparer les protéines portant une 

charge similaire à la membrane de celles de charges opposées. Il devient alors possible de séparer les protéines 
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de poids moléculaire semblables ce que ne permettent pas les membranes d’UF standards [55]. L’efficacité de 

cette méthode est cependant fortement influencée par le colmatage des membranes. 

1.3.3.3 Colmatage des membranes  

Le colmatage des membranes représente un des plus grands défis associés à l’utilisation des procédés 

membranaires. Il s’agit d’une accumulation de particules à l’intérieur et à la surface des membranes ce qui 

bloque les pores et empêche la bonne circulation du produit dans le module. Le colmatage provoque ainsi une 

baisse de l’efficacité du système [54]. Pour limiter ce phénomène, il devient nécessaire d’effectuer de fréquents 

nettoyages et par le fait même, d’installer un système de nettoyage en place adapté au procédé [11]. Ce 

colmatage peut engendrer des problématiques de développement de biofilms microbiens non désirés et mener 

à une contamination microbiologique du produit traité si le nettoyage n’est pas effectué adéquatement [56]. En 

effet, la présence des particules prises dans la membrane joue un rôle de substrat pour les bactéries et les 

moisissures qui peuvent ensuite se propager dans les solutions traitées ultérieurement [11]. Il est aussi possible 

de limiter le colmatage des membranes en utilisant un faible débit du produit dans le module ou en utilisant un 

système de filtration en plusieurs étapes [57, 58]. Dans les modules d’ultrafiltration, le colmatage est 

principalement dû à la présence de protéines dans la solution [54]. De même, les conditions de pH et de force 

ionique jouent un rôle important dans ce phénomène. Il a été observé que les protéines avaient tendance à 

provoquer un colmatage plus important lorsqu’elles étaient près de leur point isoélectrique. En effet, à ce pH, 

les protéines sont particulièrement instables ce qui résulte souvent en une obstruction des pores de la 

membrane et par le fait même, une réduction du flux de perméation [54].  

 

Bien que la chromatographie, les traitements thermiques avec ajustement de pH ou l’ultrafiltration permettent 

de bons rendements de récupération et de pureté, elles ont toutes en commun l’utilisation de produits chimiques 

tels que des acides ou des bases afin de réguler le pH. Cette acidification est en effet une étape clé dans tous 

les procédés de séparation des protéines du lactosérum et cette utilisation de produits chimiques les rend peu 

écologiques. Les produits chimiques doivent en effet être produits, emballés, transportés et traités en tant que 

déchet après leur utilisation. D’autres méthodes ont donc été étudiées afin de déterminer la faisabilité de séparer 

l’α-lac de la β-lg par un procédé plus écologique.   

1.4 Électrodialyse 

1.4.1 Principe et fonctionnement 

L’électrodialyse (ÉD) est un procédé électromembranaire utilisé depuis plus de 50 ans et qui permet de 

concentrer, purifier ou modifier certains aliments en fonction de la charge de ces constituants plutôt qu’en 
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fonction de la taille comme dans le cas de l’ultrafiltration [59-61]. Il s’agit d’un procédé dans lequel des 

membranes semi-perméables anioniques (chargées positivement) et cationiques (chargées négativement) 

s’alternent de manière à créer des compartiments où circulent des électrolytes [62]. Une anode (charge positive) 

et une cathode (charge négative) sont disposées à chaque extrémité du module ce qui permet de créer un 

champ électrique. Ainsi, en présence d’électrolytes dans les compartiments, le champ électrique fait migrer les 

ions en fonctions de leur charge [59]. Les cations migrent ainsi vers la cathode et ne peuvent passer d’un 

compartiment à un autre que s’ils sont séparés par une membrane cationique, c’est-à-dire par une membrane 

de charge opposée. Cependant, si la membrane qui sépare le cation de la cathode est une membrane anionique, 

les charges identiques créeront une répulsion électrostatique qui empêchera les cations de passer. De même, 

les anions tendent à migrer vers l’anode et ne sont arrêtés que par les membranes cationiques qui sont 

également chargées négativement [59]. C’est donc en alternant stratégiquement différentes membranes 

ioniques qu’il devient possible de séparer ou concentrer les ions d’une solution et ainsi de la déminéraliser ou 

de la désacidifier [62]. La Figure 2 présente une cellule d’électrodialyse en configuration « CACAC » qui consiste 

à l’empilement en alternance de 3 membranes cationique (C) et de deux membranes anionique (A).  

 

Pour ce qui est des membranes utilisées dans l’ ÉD, elles sont composées de résines poreuses sur lesquelles 

sont fixés des groupements chargés positivement ou négativement [60]. Les groupements que l’on retrouve le 

plus souvent sur ces membranes sont -SO3
-, -COO-, -PO3

2- et -HPO2- pour les membranes cationiques et -NH3
+, 

-RNH2
+, -R3N+ et -R2N+ pour les membranes anioniques [62]. C’est la présence de ces groupements qui permet 

aux ions de traverser certaines membranes ou non.  

 

L’ÉD est considéré comme étant un procédé écologique en comparaison à d’autres procédés de récupération 

[62]. En effet, il s’agit d’un procédé qui nécessite une faible consommation d’énergie et qui utilise l’électricité, 

une énergie renouvelable au Québec (hydroélectricité) [60]. De plus, la faible utilisation de produits chimiques 

au cours du procédé le rend moins dommageable pour l’environnement puisque seule l’utilisation d’électrolytes 

est nécessaire au fonctionnement de l’ÉD et que ces électrolytes peuvent être récupérés selon la configuration 

du système [24]. Ainsi, l’utilisation de produits chimiques est uniquement nécessaire lors des étapes de 

nettoyage du système. 
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Figure 2 : Schéma d'une cellule d'électrodialyse en configuration CACAC 

1.4.2 Membrane bipolaire 

L’électrodialyse peut aussi être utilisée avec une membrane bipolaire (MB). Cette membrane est constituée 

d’une couche échangeuse d’anions, d’une couche échangeuse de cations ainsi que d’une interface hydrophile 

en leur centre (Figure 3). La particularité de ce type de module est de permettre l’acidification simultanément à 

la déminéralisation en présence d’un champ électrique [60]. Cette acidification est due à la capacité de la 

membrane bipolaire à dissocier les molécules d’eau en ions H+ et OH-. En effet, les molécules d’eau migrent 

vers l’interface hydrophile où elles sont séparées en deux ions. La présence d’ions de chaque côté de la 

membrane permet le passage du courant dans la cellule d’ÉD, cependant, ces ions ne sont pas présents dans 

l’interface hydrophile de la membrane bipolaire. Ainsi, les molécules d’eau sont dissociées et le passage des 

ions produits permet au courant de passer. D’un côté de la membrane, un milieu enrichi en H+ est généré et 

permet l’acidification, et un milieu enrichi en OH- est généré de l’autre côté ce qui peut servir à augmenter le pH 

d’une solution [60, 63]. Cette méthode d’acidification est dite propre pour l’environnement puisqu’elle ne 

nécessite pas d’utilisation de produits chimiques tels qu’une base ou un acide. C’est par le fait même une 

méthode qui entre dans la catégorie des procédés dits écoefficients permettant d’augmenter la valeur du produit 

tout en réduisant l’utilisation de ressources [21]. La combinaison de l’électrodialyse et de la membrane bipolaire 

permet donc d’obtenir une acidification ou une basification d’une solution d’intérêt grâce à la membrane bipolaire 

en plus d’une déminéralisation par le passage des ions à travers les membranes ioniques de l’ÉD [63]. Plusieurs 

configurations de cellules d’ÉDMB peuvent être utilisées selon le but du système en modifiant soit le choix du 

type de membrane, l’ordre d’empilement des membranes, le nombre de compartiments formés, le volume et les 

concentrations des électrolytes et des solutions d’intérêts, le voltage et l’ampérage appliqué. Cependant, tout 

comme l’UF, l’ÉD possède des facteurs limitants qui influencent l’efficacité du système.  



 

18 

 

 

Figure 3 : Fonctionnement de la membrane bipolaire (MB) lorsque soumise à un champ 
électrique 

1.4.3 Limites du système d’électrodialyse 

L’efficacité du procédé d’ÉD est influencée, entre autres, par la présence et la mobilité des ions en solution qui 

correspond à la conductivité du système ou force ionique. Cette conductivité, quant à elle, dépend de la 

température et de la viscosité du milieu. Une solution à haute viscosité et à basse température ne permettra pas 

d’obtenir une bonne conductivité puisque les ions auront une cinétique trop faible et par le fait même moins de 

chance d’entrer en collision les uns avec les autres [23, 62]. L’utilisation d’électrolytes permet aussi de contrôler 

la conductivité du système. En alimentaire, les principaux électrolytes utilisés sont le KCl, le Na2SO4 ou le NaCl 

[20, 23, 25].  

 

Le procédé d’ÉDMB, tout comme l’ultrafiltration, est aussi grandement influencé par le colmatage des 

membranes [61]. Les deux types de colmatage les plus observés dans le cas du traitement de produits laitiers 

avec l’ÉDMB sont le colmatage minéral et le colmatage protéique. Le colmatage minéral est généralement 

observé à des pH basiques comme c’est le cas lors de l’utilisation de membrane bipolaire du côté de la 

génération des ions OH-. En effet, lorsque des cations divalents, tels que le Ca2+ ou le Mg2+, se retrouvent en 

milieu basique, ils tendent à précipiter sous forme d’hydroxyde de calcium ou de magnésium ce qui crée une 

couche de colmatage minéral sur la surface des membranes [64]. En ce qui concerne le colmatage protéique, 

ce dernier est plutôt observé dans des conditions acides, plus précisément, lorsque le pH se rapproche du point 

isoélectrique des protéines. À un tel pH, les protéines ne sont plus chargées ce qui entraîne une diminution des 

répulsions électrostatiques qui favorisent leur agrégation. Ce phénomène est davantage observé du côté de la 
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génération des H+ de la membrane bipolaire qui vient favoriser la formation d’un gel protéique à la surface des 

membranes [64, 65]. 

 

Le colmatage dans les cellules d’ÉD fait augmenter la résistance du système ce qui diminue par le fait même 

les performances du procédé par la diminution de la permsélectivité des membranes qui peut même mener à 

leur altération [20, 61]. La sélection d’une configuration optimale du système d’électrodialyse peut permettre de 

limiter le phénomène de colmatage en fonction de l’application qui en est fait. Plusieurs études ont été effectuées 

et ont d’ailleurs montré l’efficacité de l’électrodialyse avec membrane bipolaire (ÉDMB) pour la séparation de 

différents composants sur des matrices laitières [66]. Principalement, des études ont été produites sur la 

séparation des caséines du lait [20, 67], des lipides du lactosérum [68], du lait écrémé [69] ainsi que sur la 

séparation des protéines du lactosérum [19, 23, 25]. 

1.4.4 Applications   

L’électrodialyse avec membrane bipolaire a trouvé de nombreuses applications au cours des dernières années. 

L’ÉDMB peut ainsi être utilisé afin de produire des acides et des bases à partir de solutions de sels [70], produire 

des acides organiques [71, 72], produire des isolats de protéine de soja [63], désacidifier du jus de canneberge 

[73] ainsi que plusieurs autres applications dans le domaine laitier tel que mentionné précédemment.  

1.4.4.1 Séparation des caséines du lait 

Les caséines sont les protéines majoritaires du lait de bovins et elles possèdent de bonnes propriétés 

nutritionnelles et fonctionnelles [20, 67]. Leur séparation est principalement obtenue par acidification chimique, 

physico-chimique ou par fermentation. Bazinet et coll. (1999) ont ainsi testé l’efficacité de l’ÉDMB pour la 

production d’isolats de caséines provenant de lait bovin [67]. La circulation de lait écrémé dans le module 

d’ÉDMB a permis d’obtenir une acidification jusqu’à pH de 4,0 de manière à faire précipiter les caséines. Une 

centrifugation combinée à une répétition de lavage du précipité a ensuite permis de récupérer une fraction 

enrichie en caséine possédant une pureté élevée de 85,4 à 91,6 % [67]. Ainsi, il a été montré que l’ÉDMB 

permettait la production d’isolats de caséine de haute pureté à partir de lait de bovins écrémé [67].  

 

L’un des problèmes majeurs rencontrés lors de cette séparation est le colmatage des membranes de l’ÉDMB. 

Le colmatage a été évalué par Bazinet et coll. (2001) qui ont montré que ce dernier était principalement composé 

de calcium (Ca2+) et de magnésium (Mg2+) [74]. Cette identification a par la suite été confirmée par Mikhaylin et 

coll. (2016) [20]. Il a cependant été possible de diminuer l’importance du colmatage en ajoutant un système de 

champ électrique pulsé au module d’ÉDMB [20]. Dans cette même étude, il a aussi été déterminé que l’ajout 
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d’un module d’UF précédant le module d’ÉDMB permettait de limiter la précipitation des caséines à l’intérieur 

de ce dernier ce qui a mené à une augmentation de l’efficacité du procédé [20].   

1.4.4.2 Séparation des protéines du lactosérum 

Amundson et coll. (1982) ont étudié la faisabilité de fractionner les protéines du lactosérum à l’aide d’un module 

d’ÉD jumelé à de l’UF et de la centrifugation [19]. Leur système consistait à préconcentrer la portion protéique 

du lactosérum grâce à une membrane d’ultrafiltration de 20 kDa puis à ajuster le pH à 4,65 ou à 5,20 par ajout 

de HCl et de NaOH. La solution protéique acidifiée était ensuite déminéralisée dans le module d’électrodialyse 

puis le pH était de nouveau ajusté grâce à l’ajout d’acide ou de base. Une séparation par centrifugation 

permettait ensuite de séparer la fraction enrichie en β-lg, soit la partie précipitée, de la fraction enrichie en α-lac 

présente dans le surnageant [19]. Bien que des fractions enrichies ont pu être créées grâce à cette méthode, la 

séparation sélective de l’α-lac et de β-lg n’était pas atteinte. Il était ainsi possible d’obtenir un rendement de 

récupération allant de 17 à 33 % des protéines du lactosérum. Cette expérience a tout de même permis de 

constater que ce procédé présentait un potentiel intéressant pour la séparation de la β-lg de l’α-lac, et ce, sans 

provoquer de dommage aux protéines [19]. De plus, bien que cette étude utilise l’ÉD, aucune membrane 

bipolaire n’a été utilisée. Ainsi, il a été prouvé que l’ÉD pouvait être utilisée pour déminéraliser le lactosérum 

[19, 28] et que cette déminéralisation pouvait par le fait même aider à la séparation des protéines du lactosérum 

en favorisant la précipitation de la β-lg à pH de 4,65. Amundson et coll. ont ainsi prouvé que la déminéralisation 

permettait d’augmenter le taux de récupération en protéine [19]. 

 

Bazinet et coll. (2004) ont aussi étudié la faisabilité de séparer les protéines du lactosérum en utilisant, cette 

fois-ci, un module d’électrodialyse avec membrane bipolaire [23]. Cette étude a été effectuée à partir d’un isolat 

de protéines de lactosérum à différentes concentrations (5, 10 et 20 %) afin d’évaluer l’effet de ce paramètre 

sur l’efficacité du procédé. Dans le cas présent, les solutions d’isolats de protéines de lactosérum (IPL) étaient 

acidifiées directement dans le module d’ÉDMB en circulant dans une boucle fermée jusqu’à l’obtention du pH 

désiré. En parallèle, une solution de KCl à 2 g/L et une solution de Na2SO4 à 20 g/L circulaient dans deux autres 

boucles fermées en tant qu’électrolytes. Une fois l’acidification complétée, les solutions d’IPL étaient 

centrifugées, les précipités étaient lavés puis resolubilisés avant d’être lyophilisés en vue de les analyser. Cette 

expérience a ainsi permis de déterminer qu’il était possible d’obtenir un rendement de récupération de 53 % des 

protéines du lactosérum avec un niveau de pureté totale en protéine de 98 % contenant 97,3 % de β-lg et 2,7 % 

de l’α-lac lorsque la concentration de la solution était de 10 % [23]. De même, c’est avec cette concentration 

d’IPL que la récupération des protéines était la plus efficace. Une autre étude a par la suite confirmé qu’une 

concentration à 20 % d’IPL donnait à la solution un écoulement de type non newtonien pseudoplastique ce qui 
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ne permettait pas l’obtention d’une conductivité suffisante pour le bon fonctionnement du système. Au contraire, 

une solution d’IPL à 10 % correspondait à un écoulement de type newtonien et permettait une bonne 

conductivité dans le système [26]. Il a ainsi été montré qu’il était possible de faire précipiter la β-lg grâce à 

l’acidification par ÉDMB et que ce procédé permettait par le fait même de concentrer l’α-lac dans le surnageant 

sans toutefois atteindre la séparation sélective de l’α-lac [23]. Malgré les résultats fort prometteurs de cette 

étude, les taux de récupération et de pureté de l’α-lac dans le surnageant n’ont pas été testés.  

 

Une autre étude produite par Bazinet et coll. (2004) a permis de montrer la relation entre la force ionique de la 

solution et la précipitation des protéines du lactosérum à partir d’un système d’ÉDMB [25]. Cette étude, aussi 

produite à partir d’un IPL, a permis d’arriver à la conclusion que la conductivité permettant le plus haut taux de 

récupération en protéine est de 200 µS/cm pour une solution de IPL à 10 % lorsque le KCl 1,0 M est ajouté par 

plusieurs ajouts de 0,4 mL au lieu d’un seul ajout [25]. En effet, il a été possible de faire précipiter 46 % des 

protéines totales à pH 4,6 et avec une conductivité de 200 µS/cm. L’ajout graduel de KCl 1,0 M permet de limiter 

la resolubilisation des protéines telle qu’observée lorsque l’électrolyte est ajouté en un seul ajout. En effet, une 

forte concentration en sel dans la solution provoque la solubilisation des protéines, et ce, même si le pH est 

optimal à leur précipitation. Dans cette étude, deux niveaux de conductivité électrique ont été testés pour la 

solution d’IPL à 10 % soit 200 et 250 µS/cm [25]. Il a été montré que c’est la plus faible conductivité qui permettait 

d’obtenir le plus haut taux de précipitation. Il serait donc intéressant de voir si une conductivité plus faible que 

200 µS/cm permet une meilleure efficacité de séparation. De même, les niveaux de pureté en β-lg et en α-lac 

obtenus dans chacune des phases grâce à ces paramètres ne sont pas présentés. 

 

Ces différentes études ont ainsi permis de déterminer le potentiel de l’ÉDMB dans le but de séparer 

sélectivement l’α-lac et la β-lg. Ces études ont montré que cette séparation est grandement influencée par la 

teneur en minéraux/force ionique, le pH ainsi que par la concentration en protéine de la solution traitée. Les taux 

de pureté et de récupération de l’α-lac et de la β-lg pourraient cependant être améliorés par une modification 

des paramètres de l’ÉDMB et par l’ajout d’un traitement thermique. Les traitements thermiques ont en effet 

montré leur efficacité pour la séparation des protéines du lactosérum lorsque combinés à une acidification, donc 

il se pourrait bien que la combinaison d’un traitement thermique et d’une acidification par ÉDMB mène à des 

rendements supérieurs à ce qui a été obtenu jusqu’à maintenant. À ce jour, aucune étude n’a porté sur la 

séparation sélective des protéines du lactosérum par ÉDMB en combinaison avec un prétraitement thermique.   
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Chapitre 2 : But, hypothèse et objectifs 

Il existe, à l’heure actuelle, de nombreuses études ayant porté sur la séparation des protéines du lactosérum. 

Cependant, la majorité de celles-ci proposent des méthodes peu écologiques nécessitant l’utilisation de 

nombreux produits chimiques tels que des acides et des bases afin d’ajuster le pH au cours du procédé ou 

l’utilisation d’éluant dans le cas de la chromatographie. Ces produits chimiques ne pouvant pas être réutilisés, 

il est nécessaire pour l’industriel de faire l’acquisition de volume important ce qui ne représente pas une 

alternative économique ni écologique. Pour contrer cette problématique, des études ont été effectuées sur la 

faisabilité de séparer les protéines du lactosérum par un procédé dit écoefficient : l’électrodialyse avec 

membrane bipolaire. Il a ainsi été montré qu’il était possible d’acidifier le lactosérum grâce à ce procédé et qu’en 

modulant la conductivité électrique, il était possible de favoriser la précipitation de la β-lg. Cependant, des tests 

préliminaires ont montré que l’utilisation d’un isolat de protéines natives ne permettait pas de reproduire les 

rendements obtenus à partir d’un isolat de protéines dénaturé comme dans le cas de cette étude. L’optimisation 

du procédé de manière à obtenir un procédé efficace pour tout type d’isolat de protéine du lactosérum semblait 

donc nécessaire. L’ajout du facteur de la température semblait ainsi tout indiqué puisque la principale différence 

entre les deux isolats testés provenait des traitements thermiques appliqués lors du procédé de fabrication de 

la matière première. 

   

L’hypothèse de recherche est donc la suivante :   

 

L’utilisation d’un procédé combinant un traitement thermique optimal et une acidification subséquente par 

électrodialyse avec membrane bipolaire permet une séparation plus sélective de l’α-lactalbumine et de la β-

lactoglobuline, à partir d’une solution à 10 % de protéines de lactosérum, en comparaison avec une acidification 

chimique.  

 

Afin de répondre à cette hypothèse de recherche, deux objectifs ont été posés :  

1. Déterminer le comportement de précipitation des différents constituants d’un isolat de protéines de 

lactosérum préchauffé à différentes températures et acidifié par ÉDMB ou par acidification chimique.  

2. Évaluer l’effet de traitements thermiques sur la séparation de l’α-lac et de la β-lg lorsque la solution 

d’isolat de protéines du lactosérum est acidifiée par ÉDMB ou par acidification chimique (ajout de HCl). 
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Chapitre 3: Impact of preheating temperature on 
the separation of whey proteins when combined 
with chemical or bipolar membrane 
electrochemical acidification    

3.1 Résumé 

La séparation de l’α-lactalbumine et de la β-lactoglobuline permet d’améliorer leurs propriétés nutritionnelles et 

fonctionnelles respectives. L’application d’un traitement thermique en plus de la modification du pH et de la force 

ionique peut permettre d’atteindre cette séparation. L’électrodialyse avec membrane bipolaire (ÉDMB) est un 

procédé qui permet une acidification et une déminéralisation simultanée sans ajout de produit chimique. Cette 

recherche présente l’impact sur la séparation des protéines du lactosérum de différentes températures de 

préchauffage (20, 50, 55 et 60°C) combinées à une acidification chimique ou par ÉDMB. Une fraction enrichie 

en β-lactoglobuline pure à 81.8 % représentant un taux de récupération de 35.8 % a été obtenue dans le 

précipité provenant de la combinaison de l’acidification par ÉDMB et d’un préchauffage à 60°C. En comparaison, 

l’acidification chimique combinée au même traitement thermique produit une fraction de β-lactoglobuline pure à 

70.9 % avec un taux de récupération de seulement 11.6 %. 

3.2 Abstract 

Separation of α-lactalbumin and β-lactoglobulin improves their respective nutritional and functional properties. 

One strategy to improve their fractionation is to modify their pH and ionic strength to induce the selective 

aggregation and precipitation of one of the proteins of interest. Electrodialysis with bipolar membrane (EDBM) 

is a green process that simultaneously provides acidification and demineralization of a solution without adding 

any chemical compounds. This research presents the impact on whey proteins separation of different preheating 

temperatures (20, 50, 55 and 60°C) combined with EDBM or chemical acidification of 10% whey protein isolate 

solutions. A β-lactoglobulin fraction at 81.8% purity was obtained in the precipitate after EDBM acidification and 

preheated at 60°C, representing a recovery yield of 35.8%. In comparison, chemical acidification combined with 

a 60°C preheating treatment provides a β-lactoglobulin fraction pure at 70.9% with a 11.6% recovery yield. 
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3.3 Introduction 

Cheese whey is an important source of proteins with interesting nutritional and functional properties [1, 9, 33]. 

The two major whey proteins, β-lactoglobulin (β-lg) and α-lactalbumin (α-lac), represent respectively 50 and 20% 

of the total whey protein content [8]. β-lg is widely used in the food industry due to its emulsifying, gelling and 

foaming properties [7, 75]. α-lac is supplemented to infant formulae due to its crucial role in infant development 

related to its amino acid composition [8, 36]. However, β-lg is a main allergen in formula produced from bovine 

milk and needs to be eliminated.  

 

Consequently, different strategies were published to specifically fractionate β-lg and α-la. However, their 

separation is challenging due to their similar molecular weights and isoelectric points. Ion exchange 

chromatography is one of the principal methods used for whey protein fractionation [9-11]. It is in fact the most 

efficient method, but it also has a very high cost [9]. Thermal treatment and/or pH adjustment were also applied 

[12, 76, 77] as well as metaphosphorus complex precipitation [78]. Recently, a combination of acidification and 

high hydrostatic pressure was proposed by Marciniak et al. [47]. More specifically, pressurization of a model 

mixture of the two main proteins at 600 MPa for 5 min allows reaching an α-lac purification rate of 86 % with a 

recovery yield of 77 %. Thermal treatment can also be used to separate α-lac and β-lg due to their different 

denaturation temperature of 65 and 75°C respectively [12, 76, 77]. Despite this fact, α-lac is more thermally 

stable than β-lg due to the presence of the calcium ion in its core [12]. Adding thermal treatment to acidification 

can lead to aggregation and precipitation of one of the major proteins [12]. Other separation methods have been 

developed using membrane processes like ultrafiltration alone [13] or combined with electrodialysis [19] This 

last method proposes the demineralization of a whey protein concentrate by conventional electrodialysis 

combined with a chemical acidification until a final pH of 4.65. This method leaded to the production of a fraction 

that contains 17 % of initial whey proteins. These methods allow protein separation based on molecular weight 

and/or isoelectric point in a less expensive way than chromatography [9], but the presence of fouling on the 

membrane reduces the process efficiency [20, 79]. However, all those methods allowing the separation of β-lg 

and α-la require the use of chemical compounds in order to make the acidification step and/or to elute the 

compounds for the chromatography. To the best of our knowledge, there is no process that allows selective 

separation of the two major whey proteins without adding a chemical compound in the solution of interest during 

the acidification step.   

 

EDBM is an eco-efficient process [24] that does not require the use of chemical compounds, except for the 

cleaning step, because acidification is obtained by bipolar membrane which, under an electric field, dissociates 

water molecules into protons and OH- ions [22]. Due to the stacking of ion-exchange membranes in the EDBM 
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cell configuration, EDBM enables simultaneous acidification and demineralization of the solution [23]. This 

method has already been used for the separation of casein from milk in a less harmful way to the environment 

than processes requiring the use of chemicals [20, 24, 79]. In 2004, Bazinet, Ippersiel & Mahdavi have studied 

the possibility to fractionate whey proteins by EDBM acidification [23]. Their studies have shown that by using a 

10 % whey protein solution from a whey protein isolate powder, it was possible to reach a 53.4 % recovery yield 

of β-lg with a purity rate of 97.3 % in the precipitate. In addition, studies focusing on fractionation of whey protein 

using electrodialysis showed the impact of protein concentration, pH and electrical conductivity of the solution 

on the precipitation and separation of whey proteins [19, 23, 25] but the selective separation of α-lac and β-lg in 

pure fractions was not yet obtained. However, the denaturation rate combined with EDBM treatment has never 

been studied. Indeed, preliminary tests have shown a major difference in terms of final fraction purity when two 

whey proteins isolate (WPI) with different denaturation rates were acidified with the same EDBM system and 

parameters.  

 

Therefore, the aim of the present study is to optimize the separation of the two major whey proteins when the 

acidification step is performed by chemicals, as it is usually obtained in other studies, or by EDBM by adding a 

preheating step at different temperatures.  

3.4 Experimental section 

3.4.1 Material  

Whey proteins isolate (WPI) powder (Prolacta®95; batch 672163 04:16:25 008788) was kindly provided by 

Lactalis (Retiers, France). According to the manufacturer, the total protein, fat, lactose and mineral content were 

95, 0.4, 3.0 and 3.0%, respectively.    

3.4.2 EDBM cell configuration 

An electroacidification cell (MP type, 100 cm2 effective surface area) manufactured by ElectroCell Systems AB 

Co. (Täby, Sweden) was used with three Neosepta CMX-FG cationic membranes (CEM, Astom, Tokyo, Japan), 

one Neosepta AMX-FG anionic membrane (AEM, Astom, Tokyo, Japan) and one Neosepta BP-1 bipolar 

membrane (BM, Astom Tokyo, Japan) (Fig. 4). This configuration was formed of four closed loops, where whey 

protein solution, recovery solutions (NaCl 2g/L) and electrode rinsing solution (NaCl 20g/L) were circulated with 

centrifugal pumps (CL3503, Baldor Electric Company, Arkansas, USA) and their flow rates controlled at 400 

mL/min by flowmeters (F-550, Blue-White Industries Ltd., CA, USA). The ion-exchange membrane allows the 

migration of anions or cations, while the bipolar membrane allows the production of H+ and OH- into the whey 

protein solution and the NaCl 2g/L recovery compartment, respectively. The volume of the WPI solution (550 
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mL) was the same as both compartments of NaCl 2 g/L during all the acidification. This configuration allowed 

the simultaneous acidification and demineralization of the WPI solution and was chosen to minimize minerals 

and protein fouling of the membranes based on recent work of Mikhaylin et al. [24].  

 

Figure 4 : EDBM cell configuration for the electrochemical acidification of whey protein 
solution 

3.4.3 Experimental protocol 

The WPI powder was rehydrated overnight at 4°C in MilliQ water to produce a 10% protein solution. This solution 

was then heated at 20, 50, 55 or 60°C for 20 min under agitation and then centrifuged at 10 000 g for 20 min at 

20°C to remove insoluble particles. The choice of temperature was based on preliminary tests (results not 

shown) performed on EDBM system showing that temperatures above 65°C produce an instantaneous 

membrane fouling in the whey solution compartment that limit the process efficiency.   

 

After centrifugation, 550 mL of the supernatant was acidified either by chemical acidification, or by 

electrochemical acidification using EDBM, to a pH of 4.8 which has also been determined by preliminary tests 

(results not shown) showing that, in the conditions used for electrochemical acidification in this study and without 

salt adding, it was not possible to decrease the pH under 4.8 as explained by Bazinet et al. (2004) [25].  For 

chemical acidification, 2.0 N HCl solution was added directly to the protein solution under a constant agitation. 

Conductivity and pH of the WPI solution were recorded throughout the acidification step for both methods. For 
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electrochemical acidification, the duration, the cell resistance and intensity were also recorded every 5 minutes. 

The voltage during EDBM was maintained constant at 20 V. New membranes were used for each run.   

 

At the end of each acidification, a volume of 450 mL of the acidified WPI solution was centrifuged 20 min at 10 

000 g, at 20 °C. The precipitate was recovered and freeze-dried (Model Freezone 4.5, Labconco, Kansas City, 

MI) (See additional material, Fig. 8). Isolate powders were weighted, grinded and stored at 4 °C before the 

determination of proximate composition as well as protein profiles. All analyses were performed on the final 

freeze-dried precipitate of each condition in comparison with the unheated and unacidified WPI (control). Every 

combination of acidification and temperature was performed in triplicate.  

3.4.4 Electrochemical acidification parameters 

3.4.4.1 System resistance 

The EDBM system resistance (R, in Ω) was calculated, using Ohm’s Law, from the voltage (U, in V) and the 

current intensity (I, in A) read directly from the indicators on the power supply provided by B&K Precision (Model 

9110, Yorba Linda, CA, USA). 

𝑅 =                     (1) 

3.4.4.2 Membrane electrical conductivity  

Each membrane used for EDBM acidification was characterized before and after each experiment. To do so, 

the membranes were soaked for 30 min in a 0.5 M NaCl solution before measurement of their thickness and 

conductance (G) allowing the calculation of the electrical conductivity. A 10-mm-diameter flat contact point 

electronic digital micrometer, from Marathon watch company LTD (Richmond Hill, ON, Canada) was used to 

measure the membrane thickness. Six measurements at different locations on the effective surface of the 

membrane were taken to determine the average thickness (in cm) [80]. 

 

Conductance was obtained by a YSI conductivity instrument model 3100 (Yellow Springs, OH, United States) 

equipped with a specially designed cell as described by Cifuentes-Araya [80]. For this analysis, six 

measurements were taken on different locations on the effective surface of the membrane in the reference 

solution (Gm + S) and six others were taken with only the reference solution (Gs), 0.5 M NaCl solution. 

Conductance of the reference solution combined with the conductance of the membrane in the reference solution 

allows determination of the electrical resistance of the membrane (Rm) according to Eq. (3).  
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𝑅 = = − =  𝑅 − 𝑅         (2) 

Once the thickness (L) and the electrical resistance of the membrane (in Ω) determined, the electrical 

conductivity (k) was calculated according to Eq. (4). A is the electrode area (1 cm2). 

𝑘 =            (3) 

3.4.5 Whey protein solution parameters 

3.4.5.1 Conductivity 

Conductivity of protein solutions was measured during both acidification methods. To do so, an YSI conductivity 

instrument model 3100 (Yellow Springs, OH, United States) equipped with an automatic temperature 

compensation (ATC) immersion probe (Model 3252, cell constant K = 1/cm) was used. For electrochemical 

acidification, the demineralization rate (DR, in %) of the whey proteins solution was determined according to Eq. 

(5).  

𝐷𝑅 = 1 − × 100          (4) 

kt is the solution conductivity at time t and k0 is the solution conductivity at time = 0 [81]. 

3.4.5.2 pH evolution during acidification 

The pH of WPI solutions during chemical and electrochemical acidification was measured by a pH meter 

equipped with a special electrode for complex solutions from ThermoFisher ScientificTM Orion (Model AquaProTM 

pH Combination Electrodes). 

3.4.6 Precipitate analyses  

3.4.6.1 Proximate composition of whey protein precipitate 

Proximate composition analyses were performed on the freeze-dried precipitates and on the control, which is 

the unheated and unacidified WPI. Fat content was determined according to the AOAC Official Methods of 

analysis no 974.09,989.05 [82]. Lactose concentration was determined through high-performance liquid 

chromatography (HPLC) as described by [83]. Samples were  prepared following the ISO 22662:2007, IDF 

198:2007 (ISO/IDF, 2007) method [84]. Moisture and ash content were determined according to the methods 

927.05 and 930.30, respectively [85]. Calcium, potassium, magnesium, sodium and phosphorous concentrations 
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were obtained by ICP-OES (model Agilent 5110 SVDV, Agilent Technologies, Mulgrave, VIC, Australia) using 

the following wavelengths: 393.366; 396.847; 422.673 (Ca), 766.491 (K), 279.553; 280.270; 285.213 (Mg), 

588.995; 589.592 (Na), 177.434; 178.222; 213.618; 214.914 (P). Total nitrogen was determined by the Dumas 

combustion method using a Rapid Micro N Cube (Elementar, Francfort-sur-le-Main, Germany) and was 

converted into a protein concentration by applying a 6.38 conversion factor [19].   

3.4.6.2 Protein yield 

3.4.6.2.1 Protein profiles 

Protein profiles of precipitates and control were determined by mono-dimensional SDS-PAGE. Firstly, solutions 

of 0.7 mg of protein/mL of each sample were prepared. A volume of 25 µL of these solutions was mixed with 25 

µL of the sample buffer (5 % 2-mercaptoethanol, 95 % Laemmli buffer). Samples were then boiled for 5 min 

before being cooled in an ice bath. Ten microliters of each solution (precipitates, control, as well as α-lactalbumin 

and β-lactoglobulin standard) and 5 µL of molecular weight control (Precision Plus ProteinTM All Blue Prestained 

Protein Standards, Bio-Rad) were loaded into Mini-Protean TGX Stain-Free gels from Bio-Rad containing 12 % 

polyacrylamide (Bio-Rad, Hercules, California, USA).  Reducing electrophoresis was stopped when samples 

were at 1 cm from the bottom of the gel. Migration occurred in a running buffer (10 % Tris-glycine SDS Buffer, 

90 % deionized water). After migration, gels were stained with Coomassie Brillant Blue solution (1 % Coomassie 

Brillant Blue, 10% ethanol, 10% acetic acid and 79 % deionized water) for 60 min and then destained with four 

30-min treatments in a fading solution (10 % methanol, 10 % acetic acid and 80 % deionized water). Pictures of 

the gel were obtained by using Gel DocTM XR from Bio-Rad. Quantification of the α-lac and β-lg bands obtained 

on the gel was performed with Image LabTM 6.0.1 software by Bio-Rad. This quantification allowed determination 

of their purity in the precipitate fraction. 

3.4.6.2.2 Protein recovery yield 

From the purity rate (Px) of the precipitate obtained combined with the total protein content (T), it was possible 

to determine the recovery yield (Rx) of the α-lac and the β-lg using Eq. (5-6). 

𝑅 =
(  × )

  ×  
       or        𝑅 =

(  × )

  × 
      (5-6) 

Where Xp is the quantity of freeze-dried precipitate (g) obtained, Pc x is the purity rates of the control and Xtp is 

the 45 g of protein that can be recovered knowing that the final precipitate comes from a 450 mL sample that 

got a protein content of 10%. 
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3.4.7 Statistical analyses 

All samples were prepared and analyzed in triplicate. Data obtained were reported as mean value ± standard 

deviation. One way and two-way ANOVA tests were performed to determine significant differences and 

interactions between the two main factors that are preheating temperature and acidification method. Data that 

presented a failed normality test were transformed using 1
√𝑥

  or ln 𝑥. Statistical differences between the 

conditions were analyzed by Tukey test with a p-value of <0.05. The statistical analyses of membranes and WPI 

solution conductivity before and after EDBM treatment were performed using t-tests. SigmaPlot software 

(version 12, Systat Software, San Jose, CA) was used for all statistical analyses. 

3.5 Results  

3.5.1 Electrochemical acidification parameters 

3.5.1.1 Duration and system resistance 

The duration to carry out EDBM was the same whatever the preheating temperature used (P = 0.098): all 

temperature averaged, the EDBM duration to decrease the pH from 6.6 to 4.8 was 117.9 ± 17.5 min. The EDBM 

was stopped when the pH of whey protein solution was stabilized at pH 4.8.  At this pH value, the system 

resistance was too important to continue the process. 

  

In addition, during EDBM, the evolution of the system resistance was also the same whatever the preheating 

temperature (P = 0.065): the resistance increasing exponentially from 18.3 ± 0.6 Ω to a maximum resistance of 

132 ± 25 Ω (P<0.001). 

3.5.1.2 Membrane electrical conductivity 

Table 3 shows the conductivity values of membranes stacked in the EDBM system at different positions before 

and after acidification. No significant difference was observed in the variation of membrane conductivity between 

the different temperature tested (P>0.05) (results not shown). However, there were significant differences 

between the variation of the conductivity depending on the position of the membrane (P<0.001). Variation of 

conductivity of AEM was the lowest with an increase of 4.2% while CEM 2 had the highest variation in 

conductivity before and after acidification with a decrease of 35%. The BM, CEM2 and CEM3 conductivity values 

after EDBM treatment were significantly lower than their initial one (MBP: P=0.007; CEM2: P<0.001; CEM3: 

P=0.009). The AEM conductivity after EDBM treatment was, in opposite, significantly higher than its initial 

conductivity (P=0.011).  
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Tableau 3 : Membrane conductivity before and after EDBM treatment whatever the 
temperature used 

Membrane 
Conductivity (mS/cm) 

Variation (%) 
Before After 

CEM 1* 8.6 ± 0.3 a** 8.1 ± 0.5 a - 5.9 ± 6.0 B 

BM 5.1 ± 0 .1 b 4.8 ± 0.1 a - 5.3 ± 3.1 B 

CEM 2 8.5 ± 0.3 b  5.6 ± 0.1 a - 34.5 ± 2.6 C 

AEM 5.0 ± 0.1 a 5.2 ± 0.1 b + 4.2 ± 2.4 A  

CEM 3 8.6 ± 0.2 b 7.9 ± 0.4 a - 8.6 ± 5.6 B 

* Membrane placed in the same order as stacked in the system configuration 
** Data with different letters (a, b or A, B) are significantly different 
Small letter: difference between conductivities before and after for a same membrane  
Capital letter: difference between membranes 

3.5.2 Whey protein solution parameters: Conductivity and pH evolution 

Fig. 5 shows the evolution of the WPI solution conductivity during both acidification methods. WPI solutions at 

10 % protein had an averaged conductivity of 965 ± 13 µS/cm (P>0.05). There was a significant difference in 

the conductivity of WPI solution after acidification between EDBM and chemical acidification (P<0.001). EDBM 

acidification led to a significant decrease in conductivity which dropped to 104 ± 11 µS/cm (P<0.001): 

corresponding to an 89% demineralization. On the opposite, the chemical acidification increased the conductivity 

significantly to 3089 ± 37 µS/cm (P<0.001): corresponding to a 220% mineralization. 
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Figure 5 : Evolution of WPI solution conductivity according to the acidification method 
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3.5.3 Precipitate fraction weights and compositions  

3.5.3.1 Precipitate weights 

Fig. 6 shows the weight of freeze-dried precipitates generated after both acidification methods. Both temperature 

and acidification methods had an impact on the weight of precipitate fractions (P<0.001). For the chemical 

acidification, 60°C is the only pre-heating temperature that allows a significant increase in weight of the 

precipitate obtained from the four other temperatures. However, the weight obtained with the chemical 

acidification at 60°C was the same as the lowest weight obtained by EDBM acidification without preheating 

treatment (P=1.000). For EDBM acidification, the weight of the final precipitate increased as a function of the 

preheating temperature. The 60 °C preheating temperature combined with EDBM acidification provided the 

highest weight of all conditions with a 15.3 ± 1.9 g. With that combination of treatment, the weight of the 

precipitate was 3 times higher than the EDBM acidification at 20 °C and 7 times higher than the combination of 

chemical acidification and a 20°C preheating treatment.  
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Figure 6 : Weight of freeze-dried precipitate fractions generated at pH 4.8 after both 
acidification methods 

3.5.3.2 Proximate composition 

Table 4 shows the proximate composition of the freeze-dried precipitates and the control. Fat content was similar 

whatever the acidification method (P=0.118) and preheating temperature (P=0.245). Lactose content in 

precipitates obtained with EDBM and chemical acidification methods (all temperature averaged) was significantly 
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lower than the control (0.19 and 0.25 vs. 0.77 g/100 g, respectively) (P<0.001).  Lactose content in precipitates 

obtained with EDBM acidification was slightly lower than samples obtained with chemical acidification: there was 

in fact a statistically significant interaction between the preheating temperature and the method of acidification 

used (P=0.002).  

 

Ash content in all the precipitates was lower compared to the control (P<0.001). Moreover, ash content of 

precipitate was different depending on the acidification method (P<0.001). All the samples obtained by EDBM 

acidification (all temperature averaged) had lower ash content than the samples obtained by chemical 

acidification (0.42 vs. 1.00 g/100 g, respectively). There was no significant difference (p>0.05) between each 

preheating temperature within EDBM or chemical acidification. Furthermore, the ash content tended to decrease 

with an increase of the preheating temperature (Table 4) for both acidification methods. An effect of the 

temperature (P<0.001) and of the acidification method was observed on the ash content (P<0.001) but no 

interaction between both factors was observed (P=0.578).  

 

The calcium, potassium, magnesium, sodium and phosphorus concentrations in the precipitated fractions in 

comparison with the control were also presented in Table 4. Except for sodium content, all ion species in the 

precipitates were different from the control whatever the acidification method or the preheating temperature. 

Calcium, potassium and magnesium contents were lower in the treated sample than in the control while 

phosphorus content was higher in the treated sample. On the other hand, sodium content was not influenced by 

the acidification method (P= 0.218) neither the temperature treatment (P= 0.117). There was also no interaction 

between both factors for the sodium content (P=0.124). For calcium, potassium, magnesium and phosphorus, 

ion contents were lower for the EDBM acidification than for the chemical acidification whatever the temperature. 

For the chemical acidification, calcium, potassium and magnesium contents increased with an increase in 

temperature up to 60°C. On the opposite, phosphorus content decreased with an increase in temperature (0.460 

to 0.333 g/100 g). Ion concentrations for the samples acidified with EDBM were not influenced by the increase 

in the preheating temperature. Calcium was the major ion present in the control and represented one third of the 

total mineral content (0.660 g/100 g). Its concentration dropped by more than half for the chemically acidified 

samples (0.275 g/100 g, all temperature averaged) and was thirteen times lower for the EDBM acidified samples 

(0.049 g/100 g, all temperature averaged). The calcium content was indeed influenced by the interaction of the 

type of acidification and the preheating temperature treatment (P<0.001).    

 

The total protein content was only influenced by the method of acidification (P=0.010). Indeed, chemical 

acidification led to precipitates with slightly higher total protein content (all temperature averaged: 97.3 g/100 g 

for EDBM vs. 98.2 g/100 g for chemical acidification). The only value that was significantly different from the 
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initial protein content was the one obtained for chemical acidification combined with a preheating temperature 

of 60°C (P=0.015). However, this value was not significantly different from the other treated samples (P>0.05).  
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Tableau 4 : Composition of final precipitates on dry basis in comparison with the control (g/100 g dry powder) 

 *Data in the same line with different letters (a, b or A, B) are significantly different 
Small letter: difference between all the data on the line  
Capital letter: difference between temperature within EDBM or CA for the same line.  
**Unheated and unacidified WPI  

 

 

  

 
EDBM Chemical acidification Control** 

20 °C 50 °C 55 °C 60 °C 20 °C 50 °C 55 °C 60 °C 
 

Proteins 97.56 
± 1.00 ab, A 

96.89 
± 0.52 ab, A 

97.19 
± 0.36 ab, A 

97.59 
± 1.32 ab, A 

98.04 
± 0.78 ab, A 

98.26 
± 0.64 ab, A 

97.85 
± 0.21 ab, A 

98.69 
± 0.65 b, A 

96.31 
± 0.11 a 

Ashes 0.45 
± 0.02 a, B* 

0.43 
± 0.02 a, B 

0.43 
± 0.01 a, B 

0.37 
± 0.03 a, A 

1.03 
± 0.04 b, B 

1.02 
± 0.02 b, B 

0.99 
± 0.04 b, AB 

0.94 
± 0.01 b, A 

1.83 
± 0.06 c 

Ca 0.041 
± 0.010 a, A 

0.056 
± 0.013 a, A 

0.058 
± 0.009 a, A 

0.039 
± 0.003 a, A 

0.258 
± 0.020 b, A 

0.267 
± 0.005 bc, A 

0.270 
± 0.006 bc, A 

0.304 
± 0.005 c, B 

0.660 
± 0.034 d 

K 0.018 
± 0.013 a, A 

0.019 
± 0.011 a, A 

0.020 
± 0.012 a, A 

0.011 
± 0.010 a, A 

0.107 
± 0.005 b, A 

0.127 
± 0.013 bc, AB 

0.141 
± 0.007 bc, B 

0.150 
± 0.014 c, B 

0.276 
± 0.023 d 

Mg 0.009 
± 0.010 a, A 

0.005 
± 0.002 a, A 

0.012 
± 0.006 a, A 

0.002 
± 0.000 a, A 

0.031 
± 0.008 b, A 

0.038 
± 0.001 b, AB 

0.039 
± 0.001 b, AB 

0.043 
± 0.001 b, B 

0.098 
± 0.004 c 

Na 0.108 
± 0.121 ab, A 

0.035 
± 0.012 a, A 

0.164 
± 0.063 ab. A 

0.021 
± 0.014 a, A 

0.124 
± 0.066 ab, A 

0.095 
± 0.011 a, A 

0.105 
± 0.032 ab, A 

0.119 
± 0.009 ab, A 

0.259 
± 0.043 b 

P 0.152 
± 0.085 abc, A 

0.129 
± 0.043 ab, A 

0.211 
± 0.023 bc, A 

0.066 
± 0.014 a, A 

0.460 
± 0.020 f, C 

0.453 
± 0.009 f, C 

0.421 
± 0.002 ef, B 

0.333 
± 0.011 de, A 

0.245 
± 0.009 cd 

Lipids 0.19 
± 0.01 a, A 

0.16 
± 0.03 a, A 

0.19 
± 0.02 a, A 

0.18 
± 0.01 a, A 

0.16 
± 0.02 a, A 

0.18 
± 0.02 a, A 

0.18 
± 0.02 a, A 

0.14 
± 0.01 a, A 

0.16 
± 0.01 a 

Lactose 0.16 
± 0.01 a, A 

0.20 
± 0.02 ab, B 

0.20 
± 0.01 ab, B 

0.20 
± 0.01 ab, B 

0.21 
± 0.01 b, A 

0.24 
± 0.02 b, A 

0.24 
± 0.02 b, A 

0.30 
± 0.01 c, B 

0.77 
± 0.01 d 

Total 98.35 
± 1.04 ab 

97.68 
± 0.59 a 

98.01 
± 0.41 ab 

98.34 
± 1.37 ab 

99.44 
± 0.84 ab 

99.71 
± 0.70 ab 

99.26 
± 0.29 ab 

100.07 
± 0.69 b 

99.07 
± 0.18 ab 
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3.5.3.3 Protein yield 

Fig. 7 presents protein profiles of precipitates generated at pH 4.8. According to the gels, all the precipitates 

were mainly composed of β-lg but still had α-lac in a non-negligible way. They were also composed of casein, 

immunoglobulin, lactoferrin and serum albumin to a lesser extent as it can be seen by the upper bands on the 

gels. β-lg and α-lac bands intensity were higher for the samples acidified with EDBM than chemically acidified 

especially for those heated at 20 and 50°C. Those samples had in fact higher bands intensity for casein and 

less for β-lg and α-lac than the other samples. α-lac bands for samples chemically acidified and heated at 55 

and 60°C had higher intensity than those at the same temperature and acidified by EDBM. Analysis of the α-lac 

and β-lg band provided the composition value of each of the major whey protein. 

 

Figure 7 : Denatured and reduced PAGE of precipitated fractions recovered after 
acidification at pH 4.8 
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3.5.3.3.1 Protein profile 

Table 5 shows purity, grams of proteins and recovery yield of α-lac, β-lg and total proteins in the precipitate 

fractions. The β-lg purity of the precipitates obtained with the EDBM acidification were all higher than the control 

whatever the preheating temperatures (P<0.001). A β-lg purity close to 82 % was obtained in comparison with 

its initial value of 74.23 ± 0.24% in WPI. The comparison of the control with chemically acidified samples showed 

no difference with the samples that were preheated at 20, 50 or 55°C (P>0.05). On the other hand, the 

combination of chemical acidification with preheating at 60°C provided a significantly lower β-lg purity than the 

control (70.94 vs. 74.23 %; P<0.001). There was also a statistically significant interaction between the preheating 

temperature and the acidification method (P<0.001). The β-lg purity obtained with EDBM acidification in the 

precipitates was significantly higher than those obtained with chemical acidification (P<0.001). Furthermore, the 

use of a preheating step (50, 55 or 60°C) combined with EDBM acidification increased significantly the purity of 

the precipitate in comparison with 20°C (P=0.002) but there was no significant difference between those three 

temperatures. For the chemical acidification, β-lg purity decreased with an increase in the preheating 

temperature (74.12 ± 0.80 to 70.94 ± 0.55 %).  

 

The purity of α-lac in samples acidified with EDBM was lower compared to the control (P<0.001 for all of them) 

but chemical acidification combined with heating temperature of 20 to 55°C did not show any difference with the 

control. Only the 60°C preheating temperature for the chemical acidification allowed a significant increase of the 

α-lac purity (P=0.001). The α-lac purity in the precipitate of EDBM acidification was also different from the 

chemical acidification (P<0.001 for all of them). In addition, for the EDBM acidification, α-lac purity in the 

precipitate decreased from 21.68 ± 0.68 % to 17.75 ± 1.60 % between 20 °C and 50 °C and then stabilized for 

temperatures of 50, 55 and 60°C. No difference was detected between the three preheating temperatures in 

terms of α-lac purity (50-55: P=0.999, 50-60: P=1.094, 55-60: P=0.847). For the chemical acidification, α-lac 

purity increased from 25.88 ± 0.80 % at 20°C to 29.06 ± 0.55 % with an increase in the preheating temperature 

at 60°C (P=0.003).  

3.5.3.3.2 Ratio β-lg/α-lac 

Table 5 shows the β-lg/α-lac ratios obtained in the final precipitate fractions. There was a statistically significant 

interaction between the preheating temperature and the acidification method (P<0.001) of the β-lg/α-lac ratio in 

the precipitate fraction. For the EDBM acidification, ratios were higher than for the control (20°C: P=0.003; 50, 

55 and 60°C: P<0.001) while the chemical acidification led to similar ratios as the control whatever the preheating 

temperature (20°C: P=1.000; 50°C: P=1.000, 55°C: P=0.702; 60°C: P=0.160). For the EDBM acidification, the 

samples preheated at 50, 55 or 60°C have ratios 1.6 times higher than the control and no significant difference 
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between the ratios of those three temperatures(P<0.001). Even if there was no significant difference between 

the ratio of chemically acidified samples, a tendency can be observed: the increase in preheating temperature 

provided a lower ratio (2.87 vs. 2.44). In the supernatant, the β-lg/α-lac ratio for the EDBM acidification was 

lower than the control when the preheating temperature was 50°C (2.88 vs. 2.68 for control and 50°C 

respectively) and decreased as the temperature increased (2.41 for 60°C).  

3.5.3.3.3 Protein recovery yield 

Table 5 shows the recovery yield of β-lg, α-lac and total protein content in the freeze-dried precipitate fractions. 

The recovery yield of the total protein and the β-lg followed similar tendencies. For the same temperature, 

recovery yields were all higher for the EDBM acidification than for chemical acidification (20°C: P=0.003; 50°C: 

P<0.001; 55°C: P<0.001; 60°C: P<0.001). Whatever the preheating temperature used; the total protein and the 

β-lg recovery yields were respectively 2.5 and 2.9 times higher with the EDBM than the chemical acidification. It 

can also be noted that the highest total protein recovery yield obtained with chemical acidification (with a 60°C 

preheating treatment) was statistically the same as the lowest one obtained with EDBM acidification combined 

with the 20 or the 50°C treatment (P=0.997 and P=0.497, respectively). The same pattern was observed for the 

β-lg recovery yield: the highest β-lg recovery yield obtained with chemical acidification (at 60°C) was statistically 

the same as the lowest one obtained with EDBM acidification (at 20°C; P=0.035). For both acidification methods, 

the total protein and β-lg recovery yields increased with an increase in temperature. The recovery yield was in 

fact three times higher for the 60°C treatment compared to the 20°C, and that for EDBM and chemical 

acidification. The maximum total protein and β-lg recovery yield of 32.56 ± 3.96% and 35.78 ± 4.39% 

respectively were obtained for the EDBM acidification combined with a 60°C preheating treatment.  

 

The α-lac recovery yields were also higher for the EDBM acidification than the chemical acidification for the 

same temperature (20°C: P=0.012; 50°C: P=0.022; 55°C: P=0.027; 60°C: P<0.001) but the differences were 

less important than for the β-lg recovery yield. The α-lac recovery yields with EDBM acidification were the same 

from 20°C to 55°C and increased at 60°C. The same phenomenon happened for the chemical acidifications. 

For the EDBM samples, α-lac recovery yields were lower than the β-lg one for temperatures 50, 55 and 60°C 

(20°C: P=0.897; 50°C: P=0.005; 55°C: P<0.001; 60°C: P<0.001) and for the chemical acidification, the α-lac 

recovery yields were non-statistically different than the β-lg one whatever the temperature (P>0.05). Those 

results were in accordance with the ratios for EDBM acidification showing of β-lg precipitation while chemical 

acidification promoted α-lac precipitation.  
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Tableau 5 : Protein purity, grams of protein and recovery yield in the precipitate fractions recovered after acidification at pH 4.8 

  EDBM Chemical acidification 
Control 

20°C 50°C 55°C 60°C 20°C 50°C 55°C 60°C 

Pu
rit

y 
(%

) β-lg  
78.32  

± 0.68 c, A* 
82.25  

± 1.60 d, B 
82.28  

± 0.26 d, B 
81.75  

± 0.33 d, B 
74.12  

± 0.80 a, BC 
74.13  

± 0.63 a, C 
72.29  

± 0.79 ab, AB 
70.94  

± 0.55 b, A 
74.23  

± 0.24 a 

α-lac  
21.68  

± 0.68 b, B 
17.75  

± 1.60 a, A 
17.72  

± 0.26 a, A 
18.43  

± 0.33 a, A 
25.88  

± 0.80 c, AB 
25.87  

± 0.63 c, A 
27.71  

± 0.79 cd, BC 
29.06  

± 0.55 d, C 
25.77  

± 0.24 c 

G
ra

m
s 

of
 p

ro
te

in
 (g

) β-lg  
3.95  

± 0.21 bc, A 
5.52  

± 0.42 cd, AB 
6.38  

± 0.56 d, B 
11.95  

± 1.46 e, C 
1.48  

± 0.05 a, A 
1.90  

± 0.01 a, AB 
2.24  

± 0.01 a, B 
3.87  

± 0.49 b, C 
33.40  

± 0.11 f 

α-lac  
1.09  

± 0.02 bcd, A 
1.20  

± 0.21 cde, A 
1.37  

± 0.13 de, A 
2.70  

± 0.32 f, B 
0.52  

± 0.02 a, A 
0.66  

± 0.03 ab, AB 
0.85  

±0.03 abc, B 
1.59  

± 0.24 e, C 
11.59  

± 0.11 g 

Ratio 
β/α 

3.62  
± 0.14 b, A 

4.66  
± 0.49 c, B 

4.64  
± 0.08 c, B 

4.43  
± 0.10 c, B 

2.87  
± 0.12 a, A 

2.87  
± 0.10 a, A 

2.62  
± 0.10 a, B 

2.44  
± 0.06 a, B 

2.88  
± 0.04 a 

Total 
protein 

5.05  
± 0.23 bc, A 

6.72  
± 0.61 cd, AB 

7.75  
± 0.68 d, B 

14.65  
± 1.78 e, C 

1.99  
± 0.05 a, A 

2.57  
± 0.04 a, AB 

3.10  
± 0.04 ab, B 

5.47  
± 0.73 c, C 

45.00  
± 0,00 f 

R
ec

ov
er

y 
yi

el
d 

(%
) 

β-lg  
11.83  

± 0.64c, A 
16.53  

± 1.24 cd, AB 
19.09  

± 1.67 d, B 
35.78  

± 4.39 e, C 
4.42  

± 0.14 a, A 
5.70  

± 0.03 a, AB 
6.70  

± 0.04 ab, B 
11.60  

± 1.46 bc, C 
- 

α-lac  
9.42  

± 0.19 bcd, A 
10.33  

± 1.80 cde, A 
11.85  

± 1.12 de, A 
23.27  

± 2.76 f, B 
4.44  

± 0.15 a, A 
5.73  

± 0.22 ab, AB 
7.40  

± 0.30 abc, B 
13.72  

± 2.08 e, C 
- 

Total 
protein  

11.21  
± 0.52 bc, A 

14.93  
± 1.35 cd, AB 

17.22  
± 1.52 d, B 

32.56  
± 3.96 e, C 

4.42  
± 0.12 a, A 

5.71  
± 0.08 a, AB 

6.88  
± 0.09 ab, B 

12.15  
± 1.62 c, C 

- 

*Data in the same line with different letters (a, b or A, B) are significantly different 
Small letter: difference between all the data of β-lg, α-lac, ratio or total protein for the same line 
Capital letter: difference between temperature within EDBM or CA for the same line.  
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3.6 Discussion 

The aim of the present study was to optimize the separation of α-lac and β-lg in a whey protein solution when 

the acidification step was performed by chemicals or by EDBM by adding a preheating step at different 

temperatures. The condition using EDBM acidification combined with a preheating temperature of 60°C led to 

the recovery of a β-lg enriched precipitate fraction with a purity of 81.75 ± 0.33% and a recovery yield of 35.78 

± 4.38%. Chemical acidification did not lead to one protein enriched fraction, neither in the precipitate nor in the 

supernatant.  

3.6.1 Electrochemical acidification parameters  

3.6.1.1 Duration and system resistance 

It has been shown that EDBM duration was protein dependent due to the number of H+ to be electrogenerated 

which is proportional to the protein concentration [23]. In our case, the protein concentration of all initial solutions 

was 10% which can explain why no significant difference was observed in terms of duration between each 

treatment. The increase in EDBM system resistance can be explained by the demineralization of the WPI 

solution due to the migration of one cation for every proton generated by the bipolar membrane in a way to 

maintain electroneutrality. The stabilization of pH value at 4.8 was due to the fact that the major part of the 

cations were migrated through the CEM2 at the end of the EDBM and consequently, the generation of one H+ 

provokes the migration of another H+ into the recuperation compartment to compensate for the lack of mobile 

cations. Thereby, acidification cannot occur, and the pH stays the same. This phenomenon was previously 

explained by Bazinet et al. (2000) [86].  

3.6.1.2 Membrane electrical conductivity 

Since there was no difference between membranes at the same position whatever the preheating temperature 

used, this means that the variations of conductivity observed were not influenced by the increase in preheating 

temperature. The variations observed between each position of membranes can be explained by the difference 

in ion composition in the solutions that migrated through these membranes. The CEM2 and the BM were the 

two membranes that separated the whey protein compartment while the other membranes separated NaCl 

solutions. The decrease in conductivity observed for the CEMs has already been described by Dufton et al. 

(2019) [87]. It is due to the transfer of counterions that have lower electrophoretic mobility than the Na+ 

counterions initially present in the membrane. Indeed,  calcium and magnesium are two of those counterions 

that have lower electrophoretic mobility than sodium (Ca2+: 1.07x109 cm2/V▪s, Mg2+: 0.91x109 cm2/V▪s, Na+: 

4.39x109 cm2/V▪s) [88] and were also present in the WPI solution [88]. The CEM2 was the membrane that allows 
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the transfer of cations from the WPI solution into the recovery solution compartment. Therefore, more Ca2+ and 

Mg2+ migrated through this membrane than any other membrane of the system, explaining the highest 

membrane conductivity reduction observed. The slight decrease in conductivity of BM was explained by the 

presence of ions from the WPI solution that may have passed through it in lower proportion than in the CEM2 

instead of protons. Such a decrease in membrane conductivity would also have contributed to the decrease in 

the global system observed previously.  

3.6.2 Whey protein solution parameters: Conductivity and pH evolution 

As expected, the WPI solutions had the same conductivity values since all the protein solutions were prepared 

in the same way. The decrease in conductivity of WPI solutions during EDBM treatments was consistent with 

data reported in the literature [23] and was due to the migration of positively charged species, such as Ca2+, Na+, 

K+, Mg2+, through the cation-exchange membrane (CEM2) of the WPI solution compartment. Such a decrease 

in conductivity confirmed the increase in global cell resistance observed previously due to the demineralization 

of the WPI solution. On the opposite, the chemical acidification increased the conductivity more than three times 

higher than the initial conductivity whatever the preheating temperature used. This increase was due to the 

addition of HCl which increases the H+ and Cl- ions content in the solution. Conductivity of a solution being 

determined by the ion mobility and concentration [61], it was then expected to observe such conductivity increase 

in the WPI solution. Also, since the volume of HCl required for acidification was the same for each preheating 

temperature (10.7 mL), it was expected to obtain similar final conductivities for all the chemically acidified 

samples.  

3.6.3 Precipitates fraction weights and compositions 

3.6.3.1 Precipitate weights 

The difference observed between the precipitate weights of chemical and EDBM acidification can be explained 

by the different conductivities in the solutions depending on the acidification method. Higher conductivity 

generally means higher mineral content that helps to keep WPI content in solution [89]. The use of preheating 

temperature also led to higher precipitate weights and this can be due to the denaturation of the protein that led 

to their aggregation and precipitation [5]. To confirm these differences in precipitate weights, their compositions 

were analyzed.   

3.6.3.2 Proximate composition 

The decrease in ash content between the control and the treated samples was explained by the fact that the 

control is the initial WPI powder while the other samples came from the precipitated fractions only. Hence, since 
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ashes represent the total mineral content and that minerals are mostly soluble; minerals tend to stay in the 

supernatant while only a part precipitated with the proteins [90, 91]. The difference between both acidification 

method was due to the demineralization phenomenon during EDBM acidification leading to a significant 

decrease in mineral content. This result confirmed the decrease in conductivity reported previously during EDBM 

acidification. On the other hand, chemical acidification involved addition of protons and Cl- ions without 

demineralization. Same results have been observed by Bazinet et al. (2004) [23]. 

 

As mentioned previously for ash contents, the difference observed between the calcium, potassium, magnesium 

and sodium contents of the control and the treated samples was because the treated samples were precipitate 

fractions. The decrease in calcium, potassium, magnesium and sodium content for the precipitates obtained with 

the EDBM acidification method was in accordance with the literature. Indeed, potassium is a cation known to be 

the predominant cation to migrate across the CEM during EDBM acidification followed by sodium, magnesium 

and calcium [86]. Even if sodium is supposed to be the second predominant cation to migrate across the CEM, 

its concentration decrease was lower than the one for the calcium. This difference from the literature can be 

explained by the different initial concentration of those two cations. Initial calcium content was in fact 2.5 times 

higher than the sodium content and, since the migration of a compound is directly correlated to its concentration 

as it has been demonstrated by Aider et al. (2006) [92], calcium has migrated to a larger proportion than sodium. 

 

For the sodium content in chemically acidified samples, the difference between control and treated samples 

were not statistically significant except for the 50°C when all the samples (EDBM and chemical acidification) 

were compared to the control. In fact, if only the chemically acidified samples were compared to the control, they 

were all significantly different from the control and contain less than half of the sodium content (P<0.05 for each 

of the temperature).  The increase in the ion contents with the increase in temperature observed for the 

chemically acidified samples was explained by the unfolding of α-lac and β-lg in reaction to the preheating 

treatment leading to negative charges on the proteins more accessible to cations [5]. Thereby, more cations, 

and mainly divalent since more possibility of electrostatic interactions, could have precipitated with the proteins. 

On the other hand, phosphorus is a negatively charged ion that did not pass through the cationic membrane 

during the EDBM acidification. That explains why the phosphorus content was the highest in terms of 

concentration after EDBM while, initially, calcium was the major ion in the control.  Concerning phosphorus, its 

content was higher in the chemically acidified sample than in the control since phosphorus precipitated more. 

Since treated sample composition is in g/100 g of lyophilized precipitate while control is in g/100 g of initial WPI, 

this represents a decrease of 8% of the initial phosphorus content for the 20°C treatment combined with chemical 

acidification. Phosphorus is an anion that can promote protein aggregation when combining with NaCl by binding 

with oppositely charged amino groups of whey proteins leading to the repulsion between peptide chains and 
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increase exposition of negatively charge of the proteins [93]. Since there was higher sodium content in 

chemically acidified sample than those with EDBM acidification, it was expected to obtain higher phosphorus 

content in the precipitate fraction obtained from chemical acidification method.  

 

Lactose is a soluble component and it is generally found into the supernatant of centrifuged samples [94]. In the 

actual case, precipitates were not washed which means that it was possible that part of the lactose present in 

the supernatant remained in the precipitate despite a 10 000 g centrifugation. Also, β-lg has the potential to react 

with lactose by lactosylation and that phenomenon is influenced by temperature [95]. This explain why the 

lactose content tend to increase with the increase of the temperature for both acidifications.   

 

Since the initial product was a whey protein isolate, it was expected to have low lipid content. WPI have low 

levels of lipids mostly due to the preparation method that removes most of them [96]. Residual lipids present in 

WPI solution did not interact with protein when there was an acidification or a preheating step up to 60°C. 

 

Proteins represented the major part of all precipitates and since the proteins used came from a WPI powder with 

96.31 ± 0.11% proteins, this result was expected. The interesting fact here is the exact protein composition that 

can be different depending on the conditions used. 

3.6.3.3 Protein yield 

3.6.3.3.1 Effect of pH 

According to Amundson et al. (1982)[19] there are three major factors that influence the recovery yield in 

fractionation process, the ash content, the protein concentration and the pH of the solution. The minimum pH 

obtained in our study was 4.8 for every condition. This pH was higher than the recommended pH of 4.65 that 

has been proved to allow a maximum formation of β-lg octamers [97-99] and to allow higher recovery yield [19, 

23]. In Amundson et al. (1982) study on the fractionation of enriched fractions of β-lg and α-lac from whey protein 

concentrate solution, the protein recovery yield was in fact increased by 2.1 times between pH of 5.2 and 4.65 

[19]. Bazinet et al. (2004) evaluated the total peak area profile with reverse-phase HPLC of β-lg and α-lac in the 

supernatant with the same total protein concentration like us (10% protein) when acidified with EDBM at different 

pH from 6.8 to 4.6 [23]. There was a difference of 9.2 units of percentage between the β-lg total peak area from 

pHs 4.8 to 4.6 which means that a large part of β-lg precipitated between those two pHs. Area profile of α-lac, 

in another way, only showed a decrease of 0.9 units of percentage which means that α-lac does not precipitate 

as much as β-lg between those two pHs. With this information, it is possible to determine that the minimum pH 

of 4.8 reached in our study influenced the purity and the recovery yield obtained with our conditions. It will be 
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expected to obtain higher β-lg purity and recovery yield in the precipitated fraction of the WPI solution acidified 

to pH 4.65 instead of 4.8 with EDBM acidification method.  

 

However, the effect of pH is directly dependent on other factors like the mineral content, the temperature and it 

is the combination of the pH with those factors that can lead to a selective separation of the major whey proteins.  

3.6.3.3.2 Effect of mineral content 

Protein profile obtained in the precipitated fraction was influenced by the mineral content of the solution. As 

presented previously, mineral content depended on the acidification method. EDBM acidification allowed an 

important demineralization of the WPI solution while chemical acidification led to an increase in conductivity by 

HCl addition.   

 

The differences in protein purity obtained between the control and the acidified samples confirmed that by 

changing pH and conductivity conditions, it was possible to promote precipitation of one of the major whey 

proteins. A preheating temperature of 60°C with EDBM acidification allowed the highest precipitation of the β-

lg, but the highest precipitation of α-lac was also obtained. It was also in these conditions that the recovery yield 

of the total protein was the highest and that was consistent with the results of Amundson et al. (1982)[19]. In 

their study, they showed that the demineralization of an acidified whey solution allowed to increase by 4.5 times 

the recovery yield of proteins in the precipitate fraction. This increase was explained by a decrease in the mineral 

content of the solution, leading to an aggregation of the proteins by electrostatic interactions [19]. Since EDBM 

acidification induced an important demineralization and reduction of the mineral content by more than 4 times in 

comparison with the control, there might have been the same kinds of aggregation in the WPI solution. Although 

the demineralization step that occurred with the EDBM acidification method seems to be the major factor in the 

selective precipitation of β-lg, it is in fact the presence of calcium that is known to promote the selective 

precipitation of one of the major whey proteins [14, 19, 23]. Indeed, the demineralization step leads to a general 

precipitation of proteins but also to a decrease in calcium concentration. Thereby, with a low conductivity, a low 

calcium content, a pH lower than 5 combined with a non-denaturing preheating treatment; β-lg tend to precipitate. 

This result was consistent with the results previously obtained by Bazinet et al. [23]. In this study, the used of 

EDBM acidification with a 10 % WPI leads to the production of an enriched fraction containing 97.3% of β-lg with 

a 53.4% recovery yield. This study was performed on a WPI obtained from thermal treated milk named BiPro 

(Davisco Foods International Inc., MI). In our case, Prolacta is a WPI that comes from a non-denaturing process 

that allows proteins to stay in their native form with less than 4% denaturation. This major difference coupled 

with the final pH value explained why the β-lg purity was different between both studies. Proteins in BiPro may 
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be more denatured from the beginning and this denaturation may lead to a better aggregation and precipitation 

of the β-lg due to its unfolding.  

 

On another point of view, the promotion of β-lg precipitation may seem contradictory to observations performed 

by other studies. In fact, a decrease in calcium content generally promotes α-lac precipitation instead of β-lg [5, 

14, 38]. α-lac is a protein that is influenced by the calcium content since there is one mole of calcium by mole of 

α-lac in its centre. The presence of a calcium ion in the protein promote its stability in its globular tertiary structure. 

When α-lac loses its calcium ion, it results in the unfolding of the protein and its hydrophobic character. β-lg, on 

the other hand, tends to be less influenced by calcium content according to those studies. For instance, Lucena 

et al. (2006) showed the influence of calcium concentration on a whey protein concentrate solution [14]. It 

appears that α-lac goes under its apo form when pH is closed to the isoelectric point (pH 4.2-4.5), calcium 

concentration is low, and temperature is between 40 and 60°C. It also appears that β-lg is more denatured when 

a high calcium concentration is combined with extreme pH and temperature condition. Those observations are 

contradictory with those observed in our study, but it should be noted that one important factor differs between 

those studies, the total mineral content. Indeed, in studies demonstrating the precipitation of α-lac in low calcium 

concentration, the global mineral content was still high. In Lucena et al. (2006), the mineral content was at least 

29 times higher than the one with EDBM acidification in our study, which means only calcium concentration 

changes [14]. In our study, the mineral content decreased with a decrease in calcium content and that difference 

may explain why proteins did not react the same way. With a high global mineral content, the ionic strength stays 

high and keep proteins soluble by salting in phenomena. The majority of the studies on the influence of calcium 

on protein precipitation behaviour were performed by adding CaCl2 for instance in whey protein solution [5, 14, 

38]. « Salting in » and « salting out » phenomenon did not occur under the same condition when total mineral 

content is decreased.  

 

Protein concentration also plays an important role in the recovery yield when the impact of mineral concentration 

is considered [19, 23]. The concentration of protein in the solution used in our study was higher than the one 

used in Amundson et al. (1982) [19] study and that can lead to an increase of the aggregation as shown by 

Bazinet et al. (2004) [23]. This last study showed that the maximal recovery yield was obtained for a protein 

solution containing 10% whey proteins in comparison with 5 or 20%. In their study, they also compared their 

process with a chemical acidification that consisted of an addition of 1.0 N HCl. With ÉDMB, they succeeded in 

recovering 54% of the total protein while only 14.4% of the total protein was precipitated with chemical 

acidification. Those results were consistent with the results obtained in our study. The demineralization step 

occurring with the EDBM acidification leads to a higher total protein recovery yield, but this factor combined with 

the selective precipitation of β-lg previously presented leads to a higher β-lg recovery yield. Indeed, when a low 
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mineral content is combined with a low protein content, no effect is observed. However, when a low mineral 

content is combined with a high protein content, like in our case with a 10% protein, the impact of the mineral 

content is important. Decreasing the mineral content means less mineral around the protein to create the 

hydration layer and leads to the exposure of protein charged zones. Their aggregation and precipitation may 

occur. Indeed, at a pH between 6.6 and 5.1, α-lac and β-lg are negatively charged but when the pH is closed to 

their isoelectric point, the protein charge is neutral and there is no more electrostatic repulsion between proteins, 

leading consequently to their aggregation. The lack of minerals will then promote precipitation of the aggregates 

[33].  

3.6.3.3.3 Effect of temperature 

The choice of adding a preheating treatment to the process initially came from the different denaturation rate 

between the WPI used in our study from the one used in Bazinet et al. (2004) [23] that allowed high β-lg recovery 

yield and purity as previously discussed. This difference in initial denatured proteins content can lead to different 

precipitation comportment since denaturation of whey protein leads to the formation of complex through thiol-

disulfur interchange reactions [5, 23]. By applying temperature close to the denaturation temperature of α-lac 

and β-lg, it was expected to obtain similar yields as the one of Bazinet et al. (2004) [23].  As presented with the 

protein purity, recovery yield and β/α ratio, it was shown that the preheating treatments tested influenced the 

composition and the weight of the precipitated fractions. Literature mostly presents the impact of a heating 

treatment on an acidified solution. However, protein can lead to different comportment since it can return or not 

to their initial state according to the thermal treatment used. Thermal denaturation of proteins occurs in two 

steps. The first step consists of a non-covalent alteration of protein while the second step is the irreversible 

aggregation that may lead to precipitation. For this second step, if the thermal energy is too high, covalent bonds 

can be broken and then result in a thermal degradation [5]. Temperatures used in the present study were lower 

than the denaturation temperature of both protein (65°C for α-lac and 75°C for β-lg [36]), so it is possible  that 

only the first step of denaturation occurred. In fact, using non-permanent denaturing temperature under 65°C 

allows keeping α-lac under its metal form (with calcium ions) which means that α-lac is not denatured under 

these conditions. Indeed, heating WPI solution at its physiological condition with temperature up to 60°C did not 

allow α-lac to lose its calcium ion and thereby to be denatured as demonstrated by Croguennec, Jeantet & Brulé 

(2008) [36] as it would have been if the heating treatment was carried out on the acidified solution. On the other 

hand, β-lg has a higher denaturation temperature but is less stable when subjected to heating treatment [33]. 

 

The comparison of chemical acidification and the control showed that at 60°C preheating treatment promotes 

the precipitation of α-lac. This result was consistent with the results previously obtained by Pearce et al. (1983) 

[12] that reported the precipitation of α-lac from different whey protein solutions, under heat treatment from 55 
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to 70°C when solutions were acidified with HCl. The conditions produced by a chemical acidification without 

demineralization and combined with a gentle heat treatment, around its denaturation temperature of 65°C, 

promote α-lac precipitation at the expense of β-lg. However, since in our study the proteins were not from a 

model solution, only trends can be observed during chemical acidification with a slight increase in α-lac purity in 

the precipitate when a preheating treatment was carried out. It was also expected to obtain no selective 

precipitation of α-lac or β-lg with chemical acidification without preheating treatment (20°C) since none of the 

proteins were in conditions promoting their precipitation. However, it was expected to obtain higher β-lg purity 

rates in the EDBM acidified samples than in chemically acidified samples. The use of preheating treatment of 

50, 55 and 60°C increased the β-lg purity for the EDBM acidification, due to the mechanism of β-lg thermal 

denaturation. Naturally, at 20°C the β-lg stays in its native dimer form but when heated between 40 and 55°C, 

β-lg dimer turns into two monomers. When heated at 60°C, the monomers tend to turn into the R-state which is 

obtained by intramolecular transition that affects the α-helix and masks the free thiol group that is normally 

hidden in the core of the protein. This makes the reactive cysteine more accessible and can result into 

polymerization of the β-lg [15, 33]. This phenomenon, combined with a low conductivity, can lead to the 

precipitation of β-lg aggregates promoted by the lack of salt.  

 

The combination of pH, mineral content and temperature appears to play an important role in the selective 

separation of β-lg and α-lac from WPI solution. In fact, the condition of EDBM acidification method combined 

with a preheating treatment of 60°C allowed the highest recovery yield with the highest β-lg purity. But as 

presented, a pH of 4.65 instead of 4.8 could have allowed higher yield. The maximal temperature of 60°C for 

the preheating treatment also seems to be a major limitation for this process since it did not allow denaturation 

of the whey protein. The use of higher temperatures could also have allowed different results.  

 

To confirm the hypothesis, some tests were carried out with the same EDBM system in the same conditions but 

with a heating treatment at 60 and 80°C for 20 minutes after acidification. For those tests, precipitate weight, 

total protein content and protein profile determination with SDS-Page electrophoresis gel were carried out. The 

first observation was that heating after acidification promote precipitation of total protein since it allows recovering 

56.2 ± 2.2% and 85.1 ± 2.0% of total proteins for the 60 and 80°C heating treatment respectively. However, β-

lg purity in the precipitate fraction was lower than the one obtained by heating treatment before acidification. The 

fraction tested at 60°C has a β-lg purity of 64.6 ± 2.1% and the one at 80°C a β-lg purity of 67.4 ± 0.3%. This 

means that in those conditions, there was the promotion of α-lac precipitation that corresponded to literature. 

With the use of EDBM acidification, higher purities were obtained when heating treatment was performed before 

acidification, but recovery yields were higher when performed after acidification. 
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3.7 Conclusion 

These results show that the use of pre-heating temperature of 60°C applied on a 10% undenatured whey protein 

solution combined with acidification and demineralization with EDBM provides a β-lg enriched fraction with a 

purity of 81.75 ± 0.33% and a recovery yield of 35.78 ± 4.38%. Chemical acidification did not allow to obtain 

such an enriched fraction either in the precipitate than in the supernatant. Also, the use of a 60°C preheating 

temperature allows an increase in the recovery yield of the process by allowing a larger precipitation of the 

proteins. Meanwhile the ash, lactose, lipid and total protein contents were the same whatever the temperature 

used. Samples produced in all these conditions had the same amount of proteins, but the protein profile (purity) 

and the precipitate weight (recovery yield) differed depending on the conditions used. Meanwhile, membrane 

conductivity, duration, solution conductivity and pH were not affected by the preheating temperature during the 

EDBM treatment. This means that preheating temperature up to 60°C allows better separation without causing 

fouling problems. 

 

Further works will be aimed at increasing purity and recovery yields of both fractions. To do so, salt will be added 

to the 10% whey protein solution in a way to continue the acidification process with the EDBM system to a pH 

of 4.65 as demonstrated by Bazinet et al. [25]. The determination of an optimal denaturation rate of the protein 

will allow determining ideal WPI to obtain selective separation of the main whey proteins. With the aim of 

separating β-lg and α-lac with high purity and recovery yield, it is recommended to continue studies with heating 

treatment before acidification or to change the WPI used for WPI that is not composed of native protein as for 

the WPI solution. In fact, if the WPI undergoes heating stages during its production, this separation process can 

lead to higher purity and recovery yields without having to add a preheating step. 

3.8 Acknowledgments 

The Natural Sciences and Engineering Research Council of Canada (NSERC) financial support is 

acknowledged. This work was supported by the NSERC Industrial Research Chair on ElectroMembrane 

processes aiming the ecoefficiency improvement of biofood production lines (Grant IRCPJ 492889-15 to Laurent 

Bazinet) and the NSERC Discovery Grant Program (Grant SD RGPIN-2018-04128 to Laurent Bazinet). The 

authors thank Jacinthe Thibodeau, Véronique Perreault, Diane Gagnon and Sophie Fortier, research 

professionals at Laval University, for their kind help in the operation of laboratory equipment. Also, the authors 

thank Alain Brousseau (Laval University), Véronique Richard (Laval University and INAF) for their respective 

involvement in ICP and HPLC analyses.  

 



 

49 

 

3.9 Additional material 

 

Figure 8 : Main stages of the experimental protocol 
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Conclusion et perspectives 

La séparation des protéines majoritaires du lactosérum peut être obtenue par une combinaison de changement 

de paramètres tels que le pH, la force ionique et la dénaturation des protéines. Plusieurs études ont ainsi porté 

sur le développement de procédé permettant la séparation des protéines du lactosérum. Ces méthodes 

nécessitant l’utilisation de produit chimique ne sont cependant pas très écologiques. L’utilisation de 

l’électrodialyse avec membrane bipolaire présentait l’avantage de permettre l’acidification et la déminéralisation 

en simultané sans nécessiter l’ajout de produit chimique directement dans la solution d’intérêt comme c’est le 

cas des autres méthodes développées. L’ajout d’un traitement thermique semblait aussi tout indiqué puisque 

des tests préliminaires ont montré que l’utilisation d’un IPL dénaturé permettait d’obtenir des rendements de 

séparation supérieurs à ceux obtenus par utilisation d’un IPL natif. Ainsi, le but de cette étude était d’évaluer 

l’impact d’un prétraitement thermique combiné à une acidification par électrodialyse avec membrane bipolaire 

ou par ajout de HCl, qui est la méthode généralement utilisée dans les autres études, de manière à obtenir une 

séparation sélective de la β-lg et de l’α-lac à partir d’un IPL natif.  

 

Le premier objectif de cette étude était de déterminer le comportement de précipitation des différents 

constituants de l’isolat de protéines de lactosérum préchauffé à différentes températures et acidifié par ÉDMB 

ou par acidification chimique. La détermination de la teneur en protéine, lactose, lipide, cendre et minéraux des 

précipités produits par la combinaison d’un prétraitement thermique de 20, 50 55 ou 60 °C et d’une acidification 

soit par ÉDMB ou chimique a permis de voir que peu importe le traitement appliqué, les culots produits étaient 

majoritairement composés de protéines. La principale différence se situait au niveau du taux de cendre entre 

les échantillons produit par ÉDMB et ceux acidifiés chimiquement. Ces derniers présentaient une teneur en 

cendre bien supérieure à ceux ayant été acidifiés par ÉDMB puisque ceux-ci avaient aussi été déminéralisés 

pendant l’acidification. Au niveau des minéraux, les mêmes tendances sont observées pour la teneur en calcium, 

potassium, magnésium et sodium. La température pour sa part n’a pas influencé la composition globale des 

culots produits.    

 

Le deuxième objectif de cette étude était d’évaluer l’effet de traitements thermique sur la séparation de l’α-lac 

et de la β-lg lorsque la solution d’IPL est acidifiée et déminéralisée par ÉDMB ou par acidification chimique. Pour 

ce faire, la teneur exacte en α-lac et en β-lg a été déterminée par SDS-Page ce qui a aussi permis de calculer 

le taux de récupération de chaque protéine dans les culots produits. Il a ainsi été possible de déterminer que 

les conditions utilisées dans cette étude avec une acidification par ÉDMB favorisaient la précipitation de la β-lg 

au détriment de l’α-lac qui elle tendait plutôt à précipiter dans les conditions de l’acidification chimique. La 

condition ayant permis d’obtenir les meilleurs rendements au niveau de la séparation des protéines du 
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lactosérum est la combinaison d’un prétraitement thermique à 60 °C combiné à l’acidification par ÉDMB. Une 

fraction enrichie en β-lg à 81.75 ± 0.33 % représentant un taux de récupération de 35.78 ± 4.38 % a ainsi été 

obtenue. En guise de comparaison, le même prétraitement thermique combiné à l’acidification chimique 

permettait d’obtenir une fraction de β-lg pure à 70.9 ± 0.6 % avec un taux de récupération de 11.6 ± 1.5 %. Il 

est donc clair que l’ajout d’un prétraitement thermique combiné à une acidification par ÉDMB permet d’améliorer 

les rendements de séparation des protéines du lactosérum, cependant, la séparation sélective de l’α-lac n’a pas 

été obtenue et les taux de pureté et de récupération pourraient être améliorés.  

 

Ainsi, grâce à la réalisation de ces deux objectifs, il est possible de valider l’hypothèse de recherche. En effet, 

l’utilisation de l’ÉDMB combiné à un prétraitement thermique de 60 °C a permis d’obtenir des rendements de 

séparation supérieurs à l’acidification chimique. De même, bien que la séparation sélective des deux protéines 

n’ait pas été atteinte, il est possible d’affirmer que la séparation est plus sélective dans les conditions de 

l’acidification par ÉDMB.  

 

Cette étude a permis d’avancer les connaissances sur l’utilisation d’un système d’ÉDMB dans le but d’obtenir 

une séparation sélective des protéines du lactosérum. Elle a permis de voir que la dénaturation des protéines 

est un facteur important à considérer lorsqu’il est question de séparer l’α-lac et la β-lg au même titre que le pH, 

la conductivité électrique et la concentration en protéine. Ainsi, l’utilisation d’un isolat de protéine natif peut tout 

de même permettre une certaine séparation si une étape de prétraitement thermique est ajoutée, mais des 

rendements supérieurs sont obtenus lorsque l’isolat contient initialement des protéines dénaturées.  

 

Perspectives : 

 

En guise de perspectives, de plus amples études pourront faire suite à ce projet de recherche de manière à 

augmenter les taux de pureté et de récupération de la β-lg et de l’α-lac lorsque l’ÉDMB est utilisé dans le but de 

séparation des protéines. Pour ce faire, différents ajustements des paramètres pourraient être faits. 

 

Tout d’abord, il serait possible de procéder à un ajout de sel dans le compartiment de la solution d’isolat de 

protéine du lactosérum au cours de l’acidification par ÉDMB ce qui permettrait d’atteindre le pH optimal de 4.65 

comme démontré par Bazinet et al [25]. Le fait d’atteindre ce pH permettrait de favoriser l’agrégation de la β-lg 

et potentiellement d’obtenir des taux de pureté et de récupération supérieurs à ceux obtenus. 

 

De plus, il serait intéressant de déterminer le taux de dénaturation optimal des protéines qui permet d’obtenir 

les meilleurs rendements protéiques lorsqu’il est question de la séparation des protéines du lactosérum par 
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ÉDMB. De cette manière, il serait possible de déterminer le type d’isolat de protéine du lactosérum idéal à utiliser 

ce qui permettrait potentiellement d’éviter l’étape de prétraitement thermique.   

 

Pour terminer, la séparation sélective des protéines de lactosérum présente un avantage important pour 

l’industrie ainsi que pour le consommateur. En effet, l’α-lac pure peut être utilisé dans les laits maternisés afin 

que ceux-ci répondent mieux aux besoins des nourrissons. L’α-lac est en effet la protéine majoritaire du lait 

humain et joue un rôle clé dans le développement des nourrissons. La β-lg, quant à elle, présente un intérêt 

plus particulier au niveau des formulations alimentaires et pharmaceutiques grâce à ses propriétés 

fonctionnelles qui sont améliorées par rapport à ses propriétés lorsqu’elle est combinée à l’α-lac. De cette 

manière, la séparation des 2 protéines majoritaires du lactosérum pourrait être obtenue de manière plus 

écologique que les procédés actuellement utilisés et permettrait d’en faire bénéficier tant les industries que les 

consommateurs qui achèteraient un produit qui répond mieux à leur besoin.  
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