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L environnement est devenu un théme capital, car I'ensemble des

constituants naturels de la vie de I'étre humain est aujourd’hui gravement
menacé a cause des rejets dans la nature d’effluents fortement chargés et cela
se traduit par un grand probléme de pollution.

Des recherches dans ce domaine ne cessent de se poursuivre pour trouver
des meéthodes efficaces permettant de réduire dans de larges proportions les
effets néfastes des rejets polluants en les valorisant en produits & valeur ajoutée.

Un des problémes le plus traité est la valorisation du sang des rejets
d’abattoirs. Les quantités rejetées chaque année en Algérie ne sont pas connues
faute de statistiques crédibles mais au vue du nombre d'animaux abattus chaque
jour, ces quantités doivent étre trés importantes.

La récupération du sang s'impose du fait de la richesse du sang en protéines
(environ 150 g de protéines par litre du sang) et de son grand pouvoir polluant
car le sang posséde une demande biologique en oxygéne (D.B.O) de l'ordre de
167000 mg/l, c’est a dire un équivalent de pollution de deux a trois personnes
par jour.

La production et la concentration des acides aminés par voies industrielles
sont en plein essor dans les pays développés au vu de leurs importances aussi
bien dans le domaine pharmaceutique que dans celui de I'agroalimentaire.

L'Algérie importe des quantités trés importantes d'acides aminés essentiels
pour l'enrichissement des ratios alimentaires du bétail. De méme, l'industrie
pharmaceutique est une grande consommatrice d'acides aminés.

De nouvelles voies ont été explorées ces derniéres années par le biais de
I'utilisation de techniques membranaires telle I'électrodialyse en vue de la
production d'acides aminés. Cette technique suscite un grand intérét du fait de
sa simplicité pour la construction des installations a capacité énergétique et
mécanique faibles ainsi qu’un grand rendement d’extraction.

Les enjeux sont a la fois économique et écologique car ces procedeés
permettent d'envisager une tres forte réduction de la charge organique des rejets
d'abattoirs.




Introduction

Il apparait ainsi que la maitrise de la production des acides aminés par des
technologies nouvelles sera d'un atout majeur pour notre pays.

Dans cette optigue, nous avons opté pour les techniques
électromembranaires pour I'extraction et la concentration des acides aminés.
Nous avons effectué des opérations de séparation-concentration a partir de deux
produits :

N

+ un produit biologique: hydrolysat du sang ovin comparé a d'autres
rejets tels I'hydrolysat obtenu a partir des rejets de poulet et des
cheveux humains.

+ un produit industriel de la synthése organique (Phénylalanine).

Des essais a I'échelle laboratoire et pilote ont été effectués pour prouver la
faisabilité ‘de ce procédé. Différents types de membranes d'électrodialyses ont
été utilisés et citons particuliérement les nouvelles membranes bipolaires. Nous
avons effectué une optimisation des différents parametres opératoires lors de
I'utilisation des techniques électromembranaires & savoir 'électrodialyse a deux
compartiments (P1), I'électrodialyse & quatre compartiments (P4), 'électrodialyse
équipée avec des membranes bipolaires.

De méme, il a été fait appel a une technique a membrane plus récente, a
savoir : la nanofiltration pour évaluer les performances de cette derniere en vue
de séparer et de concentrer les acides amines.

Ces procédés nouveaux ont pu étre ainsi développés et ont permis
I'obtention de résultats plus performants par rapport aux techniques classiques.
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I. 1- DEFINITION

La membrane est I'une des clés de plusieurs techniques de séparation, c’est
le matériau au travers duquel a lieu le transport sélectif (Aptel, 1986). Rigides ou
déformables, les membranes sont constituées de matériaux organiques ou
inorganiques, naturels ou artificiels avec ou sans pores (Audinos ef al., 1986).

Les membranes artificielles sont obtenues soit par modification de
substances naturelles plus ou moins proches du produit final, soit par synthése a
partir de composés connus. Certaines peuvent étre caractérisées par la présence
de sites chargés ou de groupements fixés et sont appelés membranes
échangeuses d'ions (MEI). L'intérét grandissant porté a des membranes
artificielles tend a modéliser les membranes biologiques. Il existe une infinie
variété de membranes et ceci est en accord avec la dispersion des domaines
d'utilisation de ces matériaux (Brun. 1989).

Les procédés a membrane ont été utilisés comme techniques séparatives et
cela dans différents domaines tels le traitement de I'air, les biotechnologies, le
geénie de l'environnement et d'autres industries (Storck er al, 1993). Nous
présentons sur la figure n°1, a titre d’exemple, I'application des techniques
membranaires en tant que techniques séparatives dans I'agroalimentaire et la
pharmacie.

_TECHNIQUES SEPARATIVES

Pharmacie Agroalimentaire

| Purifier et/ou
Concentrer

Clarifier Fabriquer

Séparer

Boisson tuants _Fromage

3

Protéines I

Figure n°1: Application des techniques membranaires en tant que techniques
séparatives dans I'agroalimentaire et la pharmacie.




1.2- HISTORIQUE

Les diverses performances des membranes actuelles sont le résultat d'un

passé chargé qui témoigne des hautes considérations, que de tout temps, les
scientifiques leurs ont vouées. Alors que les propriétés des membranes naturelles
sont utilisees depuis 'antiquité par 'homme, comme le mentionne Lucréce (95-55
Avant. J.C) dans le «De Natura Rerum» lorsqu'il cite a plusieurs reprises que
l'eau s'épure et s’adoucit par filtration au travers du sol, les phénoménes qui en
découlent ne sont analysés qu’a partir du XVII®™ siécle par P. La Hire (1640-
1718). L'histoire des membranes s’honore de I'empreinte laissée par des grands
noms d’hommes de science qui se succédent, notamment: Graham (1805-1869),
A. Fick (1829-1929), F. Raoult (1830-1901), J. Vant-Hoff, L. Pasteur, W. Nernst,
F. Donnan (1870-1958), etc.

Le véritable démarrage des procédés a membranes est lié a la fabrication
des membranes synthétiques en acétate de cellulose par Zsigmondy et Sartorius
dans les années 1920-1930 (A. Storck er al, 1993). Le point de départ du
développement rapide des recherches et des applications peut étre daté du milieu
des années 1960 et lié a l'apparition de nouveaux matériaux composites et
polymériques favorisant I'innovation de nouvelles membranes (Storck er ul.. 1993).

L3- L'ELECTRODIALYSE

L'electrodialyse est un procédeé relativement ancien. Le premier brevet sur ce
procede date de 1940 ou Meyer a préparé une MEC par immersion d’un film de
cellulose dans un bain de colorant acide et une MEA en traitant avec de liodure
de méthyle une peau artificielle de saucisse elle-méme commercialement
préparee a partir de peau animale. (Wayne, 1994). Cependant, son développement
date seulement d'une quinzaine d'années, date a laquelle sont apparues des
membranes de bonne qualité.

L'électrodialyse est une technique electromembranaire séparative qui permet
d'extraire des espéces ionisées minérales ou organiques contenues dans une
solution (Lacey, 1972; Wilson, 1960 ; Mears, 1983). Elie met en ceuvre les
membranes échangeuses d’ions (M.E.[) et le champ électrique. Elle fut
primitivement développée pour le dessalement des eaux saumatres et la
récupération du sel de mer. La découverte des membranes échangeuses d'ions et
surtout l'élaboration de membranes ioniques homogénes, conductrices, peu
perméables au solvant et fortement sélectives, a complétement renouvelé le
procede et a permis d’en élargir le domaine d’application (Mears, 1983). Elle a été
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étendue a la déminéralisation de milieux tres divers dans les domaines de
Iindustrie chimique, du traitement des eaux et de Fagroalimentaire.

Plus récemment, elle vient de trouver ses premieres applications dans les
biotechnologies :

w Déminéralisation de fluides contenant des biomolécules

+ Extraction de molécules chargées obtenues par synthése enzymatique
ou par biosynthése. Dans ce dernier cas, le procéde d’électrodialyse est
couplé avec le fermenteur.

1.3.1- Principe de I’électrodialyse

L'électrodialyse est une technique qui a longuement mari. Les progres
technologiques ont porté sur deux points essentiels: les membranes et le procédé.

Si I'on fait circuler une solution saline dans les compartiments anioniques et
cationiques, le mouvement des ions, sous leffet d'un champ électrique
perpendiculaire aux membranes, provoque la concentration de ceux-ci dans les
compartiments adjacents.

L'électrodialyse (Fig.2) fait appel au champ électrique et a deux types de
membranes échangeuses d’ions a savoir:

¥ des membranes anioniques (perméable aux anions)
* des membranes cationiques (perméables aux cations)

Des membranes alternativement anioniques et cationiques délimitent des
compartiments de dilution «D» et de concentration «C». Sous I'effet d'un champ
electrique, les cations migrent vers la cathode et sortent des compartiments «D»
en traversant une membrane cationique mais ne peuvent quitter les
compartiments «C» car ils sont bloqués par une membrane anionique (M.E.A).

Simuitanément, les anions migrent vers I'anode et sortent des compartiments
«D» en ftraversant une membrane anionique mais ne peuvent quitter les
compartiments «C» du fait de la présence d’une membrane cationique.

En conséquence, les compartiments «Dy s'appauvrissent en sel, on les
nomme compartiment de dessalement ou diluat et les compartiments «C»
s'enrichissent en sel, appelés ainsi compartiment saumure ou concentrat.

Aux deux extrémités de I'appareil se trouvent les électrodes qui permettent de
faire passer le courant électrique.
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Seuls les compartiments en contact avec les électrodes sont contaminés par
les produits d'électrolyse résultant du passage du courant. C'est la raison pour
laquelie ces compartiments sont alimentés par un circuit de ringage indépendant.

e

xS G

o e it

* -

Diluat

~Concentrat ©

e Circuit anodique (E)

Figure n°2 : Principe de I'Electrodialyse

Il faut remarquer que les termes de «déminéralisation» et de «concentration»
ne s’appliquent qu'aux solutions ionisées, la concentration des autres substances
que peut contenir le liquide n’étant pas modifiée par le procédé.

[.3.2- Les membranes d’électrodialyse

La meilleure terminologie scientifique les désigne sous le nom de membranes
a exclusion ionique. Plus fréquemment, on utilise le terme de membranes
permselectives ou membranes échangeuses d’ions "MEI".

Les membranes utilisées en électrodialyse sont des membranes échangeuses
d’ions qui se présentent sous la forme de feuilles dont I'épaisseur est comprise
entre 0,1 et 0,8 mm.
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Ce sont des films polyméres portant des groupes fonctionnels ioniques. Le
polymere de base est généralement hydrophobe, mais Ia présence de
groupements ioniquas entraine la pénétration d’eau dans la membrane (Raucg.
1992).

Une cohésion de Iéchangeur est obtenue en reliant les chaines
macromoleculaires par des pontages chimiques: c’'est la réticulation.

Quand ces membranes sont immergées dans une solution d'électrolyte et
sont soumises a un champ électrique, elles laissent passer préferentiellement les
anions ou les cations selon la charge des groupements ioniques fixés sur la
matrice polymérisée.

Dans les membranes échangeuses d’anions, MEA. e tissu polymérisé porte
des charges positives, formant ainsi un polycation insoluble. La dissociation d'un
électrolyte MX au sein de la membrane produira des cations M*, appelés co-ions,
et des anions X', appelés contre ions.

A Finverse, une membrane échangeuse de cations, MEC, comporte des sites
chargés négativement fixés sur sa matrice et qui forment ici un polyanion. La
dissociation d'un électrolyte MX au sein de la membrane produira des anions X,
appeles co-ions, et des cations M*, appelés contre ions (Fig. 3).

¢ Epaisseur membrane
D o— »

i - »

Figure n°3 : Fonctionnement d’'une membrane Cationique
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Suivant la nature des groupes fonctionnels fixés, On distingue :

v Des membranes perméables uniquement aux anions appelés
membranes échangeuses d'anions (MEA) et dont le groupement
fonctionnel est un groupement ammonium quaternaire (-NR3"), par
exemple, le  copolymére  styréne-divinylbenzéne  ammonium
quaternaire.

v Des membranes perméables aux seulement aux cations appelés
membranes échangeuses de cations (MEC) et dont le groupement
fonctionnel est en général un groupement acide sulfonique (-SO3), par
exemple, ie copolymere styréne-divinylbenzéne sulfoné,

Les principaux groupements ioniques fixés dans les ME| sont répertoriés dans
le tableau 1.

Tableau .1 : Principaux groupements fonctionnels fixés dans les ME]

Type de Groupement Caractere de la
Membrane pe membrane
Sulfonique (—-S032) Acide fort
Phosphorique -PO;"
MEC Fora 0 )
Carboxylique (-C0O0) Acide faible
Arsénique (-AsO3")
(-NR"3) Base forte
Alkyl ammonium [ (-NHR*,)
-NH:R"
MEA — R
Vinylpyridinium (—=CsH4NH) Base farble
Alkyl phosphonium | (-PR3")
Alkyl sulfonium (—-SR2")

Selon leur nature acide ou basique, les groupements fixés conférent a la
membrane un caractere acide ou basique, fort ou faible.
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Le greffage de sites échangeurs de cations ou d'anions ou encore des deux a
la fois, conduit a des MEI de différents types (Fig. 4) que I'on distingue de Ia facon
suivante :

v Membranes homopolaires, Membranes Echangeuses d’Anions (MEA)
et membranes Echangeuses de Cations (MEC)

¥ Membranes bipolaires : composés d'une couche échangeuse de

cations et d’'une échangeuse d’anions avec une interface neutre entre
les deux.

v Membranes mosdiques : matériaux hétérogénes comprenant des sites
positifs et négatifs disposés les uns a cété des autres et
perpendiculaires au plan de ia membrane.

» Membranes amphotéres : MEI comprenant a la fois des sites positifs
et des sites négatifs entremélés a I'échelie moléculaire.

Membranes échangeuses
'

‘Membranes” | Membranes | ™ Met ™" Membranes
_ Homopolaires | Bipolaires | sgigues...| Amphotéres

Figure n°4: Les différents types de Membranes Echangeuses d’lons.
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Du point de vue fabrication, on distingue deux types de membranes
(Bonnin. 1988 . Audinos, 1983):

Les Membranes Hétérogenes qui sont constituées par des résines
échangeuses d'ions enrobés d'un liant polymére (chlorure de
polyvinyle (PVC), polyéthylene, polystyréne, etc)) inerte (Guillet ¢r ul.,
1955). Les résines utilisées sont du type Acide fort et Base forte. Dans
la plupart des cas, ce sont des copolyméres styréne-divinylbenzéne
sur lesquels on a fixé des groupements fonctionnels (SOz .ou NR3").

Les Membranes Homogénes qui sont obtenues par greffage d'un
groupement fonctionnel sur un support inerte (chlorure de polyvinyle,
polyéthylene, téflon). Ce greffage peut étre soit chimique, soit
radiochimique (Kaufman. 1974).

Que les membranes soient homogénes ou hétérogénes, elles doivent pour
étre utilisées avec succes en électrodialyse, posséder les qualités principales
suivantes :

» lres grande sélectivité ionigue,
= faible résistance électrique
» bonne résistance mécanique.

1.3.3- Les membranes bipolaires

Sous l'effet d’'un champ électrique, une membrane bipolaire (MBP) permet de
dissocier des molécules d’eau, générant ainsi des protons et des ions hydroxyles.
La membrane bipolaire est constituée de deux couches de matériaux échangeurs
d'ions de polarite différente. Elle peut étre assimilée a l'assemblage de deux
membranes, 'une cationique et I'autre anionique (Fig. 5).

12
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Face perméable
aux anions

MFA

Jonction

Face perméable
aux cations
MEC

0
| | +
e B

MEC =
Anode

= )
Membrane bipolaire

,
MEA

Cathode
Figure n°5 : Vue éclatée et fonctionnement d’une membrane bipolaire.

L'électrodialyse utilisant les membranes bipolaires (MBP) est connue pour étre
un procéde économique pour le traitement d'eaux concentrées en sels de
Findustrie chimique (Mani ef al., 1988 ; Mani, 1991 ; Strathmann, 1993). Il est capable
de transformer directement un sel sous ses formes acides et basiques. Cette
technique, basée sur la possibilité de la membrane de produire des ions H* et OH"
est utilisée pour former des acides organiques tels que acétique (Mani, 1991),
propionique (Boyaval, 1993), lactique (Czytko, 1987) et salicylique (Alvarez, 1997),
produits initialement sous leur forme sel par fermentation ou synthése chimique
conventionnelle. Pendant cette étude, V'électrodialyse & membrane bipolaire a été
utilisée pour I'extraction et la concentration d'acides aminés non chargés
initialement. L'utilisation de la membrane bipolaire transforme les charges
électriques des acides aminés qui se retrouvent sous formes anioniques et, par
consequent, peuvent étre extraits & travers une membrane échangeuse d'anions

sous un champ électrique. Le but de ce travail est de proposer une alternative
dans I'ajustement du pH par addition d'acide ou de base.

13
-




Les technigues membranaires

1.3.4- Propriétés essentielles des MEI
Quelque soit le type de MEI considéré, elles doivent répondre aux propriétés

suivantes (Strathmann, 1981 ; Cohen, 1988):

» Capacité d'échange élevee

« Grande permsélectivité

» Faible résistance électrique

» Bonne résistance mécanique

~ Bonne stabilité chimique

» Bonne résistance aux températures

L'ensemble de ces propriétés est représenté sur le schéma suivant (Fig.6) :

Capacité d’échange
élevée

Nature .
du ) o
polymére Bonne Permsélectivité
Bonne Conductivité
Bonne Résistance i
Nombre : Mécanique ‘
de Sites | -
fixes |

Bonne Stabilité Chimique |

T AR Ay e

Bonne Résistance
Thermique

Figure n°6 : Propriétés des membranes échangeuses d’ions.

Ces propriétés sont liées a deux paramétres :

v La nature du polymére de base: Influe sur la résistance mécanique et
chimique de la membrane

v La nature et le nombre de sites fixes (capacité d’échange): déterminent
les propriétés physico-chimiques de la membrane (Goerge et al., 1967).

14 .




a- Capacité d'Echange

Elle représente le nombre de groupements fonctionnels que contient un
échangeur d'ions par unité de masse. En général elle est exprimée en
milliéquivalents par gramme de membrane séche sous forme Na* pour les MEC et
sous forme CI' pour les MEA. Elle est représentée par X.

b- Permsélectivité

La sélectivité d'une membrane est I'une des propriétés les plus importantes.
Elle est défigie a partir du nombre de transport du contre ion. Ce nombre de
transport peé%f?ztfe.déterminé par la différence de potentiel qui s'établit entre deux
compartiments séparés par la membrane et contenant le méme électrolyte & deux
concentrations différentes (A. Maurel).

La membrane idéale doit étre perméable aux contre ions, mais aussi
imperméable que possibles aux co-ions et a l'eau.

L'expression de la permsélectivité (P) est donnée par la relation suivante

_im—ts
iy ©D

Ou ty et ts sont respectivement les nombres de transport du contre ion dans ia
membrane et dans la solution.

Pour une membrane idéale : P = 1 (t,,= 1)

c- Résistance électrique :

La resistance électrique de la membrane doit étre la plus faible possible pour
ne pas entrainer une trop grande consommation d'energie électrique qui
constituerait un obstacle économique.

La membrane échangeuse d'ions doit assurer une bonne perméabilité des
contre ions, donc une mobilité ol conductivité électrique élevée des contre ions au
sein de la membrane sous l'effet d'une différence de potentiel électrique ou
électrochimique (Rosenberg e al., 1957 ; Masson ef al.. 1959 - : Anabreska er al., 1987 .
A. Maurel).

d- Résistance mécanique :

Les membranes échangeuses d'ions doivent résister aux différentes
contraintes subies au cours des manipulations, dues d’une part, a des différences
de pression et d’autre part, au montage et demontage du module d'électrodialyse.

—
hn
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e- Stabilité chimique :

Les membranes doivent fonctionner dans un domaine de pH allant de 0 & 14
en presence d'agents oxydants.

f- Résistance aux températures :

Les membranes doivent supporter des températures assez élevées (de I'ordre
de 50°C) nécessaires dans certaines applications.

g- Conductiviteé :

La Conductivité électrique dans les ME| est assurée par le déplacement des
ions mobiles. Le courant est transporté par les contre-ions et les co-ions libres
dans la membrane (Hefferich, 1962). En général, la conductivité électrique dépend
des parametres suivants (Fig.7) :

» La structure de la membrane (taux de réticulation, taux de greffage)

* La nature de I'électrolyte, la tailie des contre ions ainsi que leur valence.
En général, plus I'ion est petit et plus la conductivité de la membrane est
grande (Maurel ; George ef al., 1967)

* La concentration de la solution dans laquelle la membrane est
immergée: la conductivité membranaire augmente avec la concentration
de I'électrolyte (Maurel ; Masson ef al., 1959)

v Latempérature

Electrolyte } Concentration ; Température Structure

| |

Nnture de Structure de la E Capacité
- I'électrolyte _membrane I d'échange

[

Figure n°7 : Parametres influengant la conductivité électrique
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La Conductivité spécifique d'une membrane k est définie (comme tous les
materiaux conducteurs) par la relation suivante :

k=-9 (02)

Ou R est la résistance électrique spécifique de la membrane en Ohms. d est
'épaisseur en cm, s sa surface en sz, k s’exprime en Q'lem™

Afin de comparer les différentes membranes, on mesure la conductivité dans
des solutions de méme nature et de méme concentration. On détermine ia
conductivite specifiqgue de la membrane, k, qui permet de tenir compte de son
epaisseur.

Elle dépend de la mobilté des ions dans la membrane. Tout facteur
susceptible de modifier cette mobilité interviendra sur la conductivité de la
membrane, par exemple :

» La capacité d'échange
+ Le taux de réticulation.
+ La taille des contre ions ainsi que leur valence

+ La température de la solution d'équilibre

La membrane est un conducteur électrique. Le courant est transporté par les
contre ions et les co-ions libres dans la membrane. La conductivité A, d'une MEA
contenant un électrolyte AB totalement dissocié, s’exprime par la relation suivante
(Hefferich, 1962):

Am=F(Us-Ce- +Ua.Ca.) (03)
avec :
Ga- et UA+ sont les mobilités des deux ions

Cs- et Ca. sont les concentrations de 'espéce A et B dans la membrane.

h. Gonflement des membranes :

Les echangeurs d’ions sont des matériaux insolubles dont le réseau
macromoléculaire est lacunaire. Le solvant pénetre a lintérieur et provoque un
gonflement.

17




Le caractere hydrophile des sites échangeurs et des contre ions est
responsable de la pénétration de la majeure partie de 'eau dans la membrane
forsque celle-ci est en contact avec une solution aqueuse. Les chaines
polymeriques quant a elles, ont tendance a expulser 'eau. La réticulation chimique
entre les chaines polymeriques permet de réduire le taux de gonflement.

Le taux de gonflement, T,, s'obtient par pesée de la membrane humide et
sechée entre deux feuilles de buvard, en appliguant la relation suivante :

_P-Ps '
Tw =B 100 (04)

Ou P représente la masse de la membrane hydratée et P sa masse a sec.

Le flux de gonflement est favorisé principalement par (Hefferich, 1962:
Kaulman. 1974):

4

un faible taux de réticulation,

» une forte densité de sites échangeurs,

* une importante solvatation du contre ion,

» une faible concentration de la solution externe et

une faible valence du contre ion.

<

La réticulation est la formation de liaisons chimiques suivant les différentes directions de
lespace au cours d'une polymérisation. d'une polycondensation ou d 'une polyaddition et

qui conduit a la formation d 'un réseau solide.

i- Potentiel de DONNAN et Pouvoir d'exciusion d'une ME! :

Considérons un échangeur de cations sous forme M* placée au contact d’une
solution diluée d'un électrolyte fort: MA". La concentration en cations dans la
membrane est largement supérieure a celle de la solution, et inversement pour les
anions. Il en résulte une migration des cations de la membrane vers la solution et
des anions de la solution vers la membrane, afin de rétablir les concentrations. Il
se crée alors une accumulation de charges a linterface membrane-solution,
négative dans la membrane et positive dans la solution. Cette accumulation de
charge cree alors une différence de potentiel (ddp) électrique entre les deux
phases, appelee potentiel de Donnan. Ce champ électrique s'oppose a la diffusion
jonique, en maintenant les cations dans la membrane et les anions dans la
solution externe. L'existence de cette différence de potentiel limite alors la

18
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pénétration ou sorption de I'électrolyte dans la membrane. La concentration en co-
ions A"y sera alors largement inférieure a celle des contre ions M”, voire nulle. Par
suite, en raison de I'électroneutralite, I'électrolyte est partiellement excly de la
membrane.

Ce comportement spécifique des membranes échangeuses d’ions a éte
analysé pour la premiere fois par Donnan en 1911 (Donnan, 1911, traduite en 1995).

Les potentiels électrochimiques du cation M*, de charge z'=1, au sein de la
membrane um (M") et en solution bs (M") s’écrivent selon les expressions
suivantes :

“m(M+) = ].JmO(M*) + R.T.In [am(M*)]+Fd)m (05)

Hs(M") = u’(M") + R T.In [as(M*)]+F a, (08)

ol pm(M*) et u(M*) representent respectivement le potentiel chimique
standard de l'ion M au sein de la membrane et en solution/. Les activités du
cations dans la membrane et en solution sont notées respectivement an, (M") et a,
(M"). @, et @ sont les potentiels électriques dans la membrane et dans la
solution. R est la constante des gaz parfaits et T la température absolue.

A l'équilibre, I'égalité des potentiels electrochimiques permet de déterminer
l'expression du potentiel de, O, - @, , en assimilant les activités des ions a leurs
concentrations et en considérant les états standards identiques dans les deux
phases.

RT M7
DO -Ps = —— I n
F M"]m

(07)

De méme, I'égalité des potentiels électrochimiques de I'anion dans les deux
phases nous conduit & I'expression suivante -

RT [As
(Dm ‘CDS = —_ Ln (08)
F [Am
La combinaison de ces deux équations donne la relation :
Alm M)
—_ = (09)
Al M,

Le potentiel présente un effet sur la sorption de I'électrolyte: la concentration
en co-ion sera extrémement faible par rapport a celle des contre ions et par suite,
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pour des raisons de neutralité électrique, I'électrolyte sera partiellement exclu de
la phase membrane : c'est I'exclusion de Donnan.

1.3.5 Généralités sur le transfert de masse :

a- Equation générale sur le transfert de masse :

Lorsqu'une particule i se déplace dans un fluide, elle est soumise de la part de
ce fluide a une résistance F opposée au mouvement, proportionnelle a sa vitesse
V,, par l'intermédiaire d'un coefficient de friction f (loi de Stockes).

F=-f.V, (10)

Ou F est la résistance de la particule opposée au mouvement, f est le
coefficient de friction, V; est la vitesse de |a particule i.

Sous leffet de la force motrice, la vitesse de la molécule augmente
rapidement, par conséguent, la résistance F équilibre 1a force initiatrice de
transport et la vitesse de la molécule reste alors constante.

V,=U, . F (11)
U, etantla mobilité de la molecule i.

Il existe aussi une relation linéaire entre la force motrice et la vitesse, la
constante de propor’[ionnalité est la mobilité U; (Brun, 1989):

On peut ainsi déduire le flux molaire local J; :
Ji:C].VizUj.Ci.Fi (12)

Ou J; exprime le nombre de moles qui traverse 1 unité de surface / unite de
temps, C; est la concentration locale.

Si le milieu est un fluide en mouvement animé localement d’une certaine
vitesse V, il faut tenir compte du terme convectif au transport, le flux molaire locale
s’exprime alors par .

Li=U; C.F+V.( (13)
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b- Diffusion et auto-diffusion:

En l'absence de champ électrique, une membrane échangeuse d'ions
séparant deux solutions d'un méme électrolyte sera traversée par les ions (Fig.7).

On parle de diffusion ionique lorsque I'électrolyte est a des concentrations
différentes de part et d'autre de la membrane, le transfert ionique s'effectuant
alors du milieu concentré vers le milieu dilué afin d'établir un équilibre de
concentration.

Dans les mesures d’auto diffusion, on s'intéresse au flux de diffusion d'un

isotope radioactif qui se trouve initialement présent d'un seul coté de la
membrane, cette méthode est décrite par F. Helfferich

Le flux d'une espéce a travers une zone o0 existe un gradient de
concentration de cet ion est donné par ia premiere équation de Fick :

—_p,dC:
Ji=-D O (14)
Diest le coefficient de diffusion de lespéce i et %%est le gradient de
concentration.
Membrane | g

R 00 P e e o N -t o

Figure n°8 : Profils de concentration d’un ion marqué dans les
couches non agités et dans la membrane.
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¢. Le flux :

il est défini comme étant le nombre de moles d'une substance transportée par
unité de temps et de surface, il est donné par ia relation:

=2 (15)

AC exprime le nombre de moles de la substance transportée, At le temps
necessaire pour le transport et S la surface de la membrane.

1.3.6 - Les limites de I’Electrodialyse:

Lorsque une tension est appliquée & une celiule délectrodialyse dans le
compartiment de dilution, les cations migrent a travers la solution transportant
ainsi une partie de courant (I'autre partie étant transportée par les anions).

Simultanément, dans la membrane cationique, seuls les cations assurent la
quasi-totalité du courant. La disposition en série électrique de ces zones implique
gu’elies soient traversées par la méme quantité de courant. li en résulte que le flux
de cations a travers la membrane cationique et a peu prés le double du flux dans
la solution créant ainsi un déficit en cations qui doit étre compensé par un flux
complementaire amené au voisinage de linterface solution-membrane. Ce
raisonnement s’applique également aux anions, ainsi qu'aux compartiments de
concentration.

a- Polarisation primaire :

La polarisation de concentration décrite ci-dessus est dite totale lorsque la
concentration a [linterface solution-membrane devient nulie. L'intensité
correspondant a cet etat de polarisation est appelée intensité limite ou courant

limite (||jm).

K.Ft.Co
him = ———— (16)
ts = tm

ol K est le coefficient de transfert de matiére, F est la constante de Faraday,

C, est la concentration initiale, ts est le nombre de transport dans la solution et t,
est le nombre de transport dans la membrane
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La figure n°9 nous permet de déterminer la valeur de la densité du courant

limite ijim.

()

@

\%

Figure n°9 : Courbe intensité/Potentiel. lllustration du phénomeéne de polarisation

primaire.

On distingue trois régions (R. Audinos):

A 4

Une premiére région (I) linéaire qui correspond a la variation de la
densité de courant i en fonction de la tension appiiquée V. La pente de
cette droite représente la somme des résistances de I'électrolyte et des
membranes.

Une deuxiéme région (II) correspond & un palier qui représente la
polarisation totale de la cellule de I'électrodialyseur, le flux ionique
traversant la membrane atteint sa valeur maximale, et la densité de
courant reste constante quand la tension augmente.

Une troisiéme région (IlI) ou I'on constate une croissance au-dela du
palier, ce phénoméne correspond au transfert des ions OH™ et H* issus
de la dissociation de I'eau causée par 'augmentation de la tension. Le
fonctionnement de [Pélectrolyseur en cette troisieme région réduit
considérablement la durée de vie de la membrane (Blook ef al, 1966;
Tanaka et al, 1986; Rubinstein et al., 1979).

Il faut pour cela, travailler avec des densités de courant inférieures a celle de
la densité limite.
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h- Polarisation secondaire :

Les membranes se trouvent dénaturées par suite d'utilisation de produits
chimiques. La vitesse de cette dénaturation dépend des produits en présence et
de la densité du courant électrique qui les traversent (A. Maurel). Le phénoméne
est la conséquence de quatre causes differentes (Korngold er al.. 1970):

b.1 Empoisonnement :

H s’agit de réactions chimiques entre la membrane et les ions présents dans
la solution (par exemple : phenols, polyphénols, ions de fer, du manganése,
etc.) qui entrainent soit la neutralisation de sites actifs, soit la fixation
définitive de molécules ou de radicaux.

b.2 Formation de dépdts :

L'existence de zones appauvries en ions du soluté au voisinage des
membranes contenant le diluat peut provoquer une augmentation locale de
la concentration soit en ions OH ou en ions H".

Ces variations de pH conduisent alors a la formation de précipites et
notamment a des depdts d’hydroxydes sur les membranes.

b.3 Colmatage :

Parfois de grosses molécules, telles que les protéines, peuvent rester fixées,
par suite de l'existence de forces électrolytiques ou de phénoménes
d’'absorption, ce qui va engendrer la formation d’'une couche colmatante
augmentant la résistance électrique du systéme et diminuant les propriétés
d'échange des membranes.

b.4 Formation d'un biofilm :

Les solutions de I'électrodialyseur représentent dans certains cas, un milieu
de culture favorable au développement de certains micro-organismes qui,
par suite de leur fixation sur une face d'une membrane, constituent un écran
isolant au passage des ions et donc du courant électrique.
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1.3.7. Technologie de I’électrodialyse

a. Empilement des membranes d’électrodialyse

Les membranes anioniques et cationiques sont disposees alternativement

dans un systéme de type filtre-presse (Fig.10). Entre chaque membrane, un cadre
séparateur permet I'écoulement des fluides.

L’'ensemble constitué par une membrane anionigue, un cadre séparateur, une
membrane cationique et un cadre séparateur, délimite deux compartiments: Diluat
et Concentrat. Cette paire de compartiments représente le motif élémentaire.

Le systeme de serrage type filtre-presse équipé d'un grand nombre de cellules

est appelé «empilement». Aux extrémités du dispositif sont placées des électrodes
balayées par un électrolyte.

Electrode en graphite

AT R N R T T T

. n‘té’f-"' l'mm‘—.:ﬂ- H

Figure n°10: Vue éclatée du module de I'électrodialyseur type Aqualiser.
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Un Electrodialyseur est constitué par ta répétition d'un motif de plusieurs
compartiments de divers types. Ce motif est appelé «cellule».

Pratiquement, la quasi-totalité des installations industrielles met en oeuvre
F'architecture simple présentée par la figure 10 «empilement du type filtre-presse».

Des membranes alternativement anioniques et cationiques et deux circuits
hydrauliqgues alimentent respectivement en paralléle l'ensemble des
compartiments de méme type. Un troisieme circuit alimente les électrodes qui
produisent le courant traversant en série 'ensemble des compartiments.

b - Electrodes

Les electrodes sont des plaques meétalliques ou en graphite. Elles fournissent
le courant d'alimentation de Electrodialyseur, mais les réactions électrochimiques
dont elles sont le siege se produisant dans un circuit séparé (électrolyte)
n'interviennent pas dans le processus de séparation ou de transformation
chimique qui se déroulent dans 'électrodialyseur.

b.1 - Electrodes métalliques

Ce sont des électrodes a longue durée de vie, constituées en général d'un
métal de base (titane, niobium) recouvert de platine ou d’oxyde de ruthénium.

b.2 - Electrodes en Graphite

Ce sont des électrodes de moindre colt, mais d’'une durée de vie plus faible.
Elles doivent étre considerées comme consommables. Leurs emplois sont
indiqués lorsque la présence de produits tres corrosifs interdit 'emploi d'électrodes
métalliques.

c- Réactions aux électrodes :

Les réactions qui se produisent au niveau des électrodes sont :

c.1- Réactions anodiques:

Si une saumure est utilisée, les ions chlorures peuvent étre oxydés pour
produire de I'hypochlorite:
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Cr+20H - CIO + H)0 + 2¢

Le chlorure peut aussi se dégager:
CI' 5> “Ch+1¢

Si une solution d'acide sulfurique est utilisée, il se produit un dégagement
d'oxygéne selon la réaction:

H0O - %0, + 2H

c.2- Réactions cathodiques :

A la cathode, la réaction la plus importante est la formation d’hydrogéne avec
augmentation du pH

2H 0 + 2¢ - H, + 20H

Cette augmentation de pH peut entrainer la précipitation de divers hydroxydes
tels que Mg(OH), ou Fe(OH); si le milieu n'est pas assez acide ol si fon a une
mauvaise circulation de la solution de ringage. Les membranes doivent donc
supporter les variations de pH et avoir une bonne résistance en milieu oxydant.

1.3.8- Les différents procédés electromembranaires :

Le tableau n°2 récapitule les différents procédés a membranes échangeuses
d'ions en les répertoriant selon la nature de la force de transfert et les types de
membranes utilisées.

Dans le cadre de ces travaux de recherche, nous avons opéré avec un
electrodialyseur classique a deux compartiments (préalablement présenté) et avec
un électrodialyseur pilote & 4 compartiments que nous présentons ci-aprés le
principe.

27




Tableau n°2 : Principales applications des ME/.

Procédés

Electrodialyse
conventionnelle

Electrodialyse a
membranes
bipolaires

Electro-
Electrodialyse

Electrolyse

Dialyse acide

Dialyse basique

Cellule
élémentaire et
membranes

2 compartiments
MEA, MEC

4 compartiments
MEA , MEC

2 compartiments
MBP & MEA ou
MEC

3 compartiments
MBP, MEA, MEC

3 compartiments
MEA, MEC

MEA. MEC

MEA

MEC

Force de
transfert

Différence de
potentiel électrique

Différence de
potentiel électrique

Différence de
potentiel électrique

Différence de
potentiel électrique

Différence de
potentiel électrique

Différence de
potentiel électrique

Gradient de
concentration

Gradient de
concentration

Principales applications

Production de sel de table a
partir d'eau de mer
Dessalement d’eaux saumétres
Dénitration des eaux potables
Déminéralisation de lactosérum
Désacidification de jus de fruits

Double décomposition de sel

Purification d'acide ou de base
Etc

Régénération d’acide sulfurique
et de soude a partir de sulfate
de sodium

Traitement de bains de
décapage d'inox (bains fluo
nitriques)

Efc.

Récupération des acides et des
métaux par dépot

Production d'acides et de
bases a partir d’'un sel

( N32804)

Etc.

Séparation d'électrolytes :
Electrolyse de l'eau
Procédé chiore-soude
Etc.

Séparation acide-base pour
récupérer l'acide

Séparation acide-base pour
récupérer la base
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1.3.9- Pilote de laboratoire 2 4 compartiments (P4)

La figure n°11 présente une configuration de V'empilement d’'un
électrodialyseur a 4 compartiments ou l'on remarque deux circuits de dilution et
deux circuits de concentration. Cette configuration permet d'obtenir les électrolytes
C+A, et CoA dans les circuits de concentration 2 et 4 respectivement a partir des
électrolytes CiA1 et C,A; introduits dans les circuits de dilution 1 et 3
respectivement.

Chaque cellule de cet appareil de marque EURODIA est constituée de
quatre types de compartiments, C4, D1, Cz, D2. Les membranes qui délimitent ces
compartiments ont une surface utile de 200 cm®. L'ensemble constitué de cing
cellules élémentaires développe une surface totale de 1000 cm?.

Figure n°11: Empilement des membranes d’électrodialyse a 4 canaux.

29




N

[.3.10- Prétraitement dun électrodialyseur

a - Du point de vue des matieres en suspension :

Une pre filtration sur filtre a sable ol filtre a diatomées suffit en général. Il est
toutefois prudent de prévoir en sécurité une filtration surcartouches aux environs
de 50 microns.

b - Du point de vue des éléments entartrant (Ca, Mg:

it faut eviter en electredialvse comme dans tout autreprocédé de dessalement
de fonctionner dans les conditions de précipitation de canposés tels que CaCO;,
Mg{OH). ot CaS0.. Touteiois, si accicenisliement un estartrage se produit dans
un module délectrodialyse, il est possible d'effectuer un netoyage chimique
energetigue par suite de la bonne tenuve ces membranes dans une zone de pH
cemprise entre 1 et 13, Dans des cas exirémes, il estpossible de démonter un
moduie éiecirodialyse pour effectuer un netioyage mecanque.

1]
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1.4 - LA NANOFILTRATION:

La nanofiltration est un procédé de séparation membranaire récent (Erikson.
1988) qui couvre un domaine de séparation intermédiaire entre ['ultrafiltration et
Fosmose inverse. Le nom de nanofiltration fait référence a la taille des molécules
separees (de l'ordre du nanometre), ce qui correspond a une gamme de seuils de
coupure comprise entre 200 et 1000 Daltons.

1.4.1- Historique

La nanofiltration est apparue il y a moins de 15 ans sur le marché des
technologies membranaires, en raison de ses potentialités liees a sa double
sélectivité: celle basée sur la taille des membranes présentant des seuils de
coupure compris entre 200 et 1000 g.mol" et celle découlant de la réactivité
electrochimique des composants de la membrane.

Quelgues travaux consacrés a la séparation par nanofiltration de solutions
simples d'acides aminés et de di- et tri-peptides (Tsuru et al., 1994 ; Masawaki er al.,
1994), avaient en effet montré que ces membranes permettaient de séparer
sélectivement les acides aminés et les peptides chargés (transmission nulle) des
acides aminés et peptides non chargés (transmission totale), sur la base des
principes de la théorie de Donnan (Donnan, 1911).

On assiste actuellement a la commercialisation d’'une premiére génération de
membranes organigues spirales dérivées des membranes d’osmose inverse. Elles
iont lobjet d'installations industrielies visant a fractionner, déminéraliser et
concentrer en une étape les fluides traités. A ce jour, 150.000 m? sont installés en
industrie alimentaire, dont 20.000 m? en industrie laitiére (Van Der Horst, 1995) et
100.000 m? pour le traitement de 'eau.

Le marché de la nanofiltration augmentera encore fortement dans les
prochaines annees, mais ce développement dépend de la mise au point de
nouvelles membranes caractérisées par une meilleure tenue thermique et
chimique. Cette derniere génération de membranes pourrait étre utilisée dans des
secteurs comme le traitement des effluents (Treffy-Goatley er al., 1993), 'industrie
chimique ou la pétrochimie qui constituent des marchés potentiels importants.
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1.4.2- Principe et équations régissant la nanofiltration

La sélectivité des membranes de nanofiltration peut étre caractérisée par le
coefficient de retention (R), basé sur la dimension et charge de solutés
(Yaroshchuk er @/, 1994 : Guizard, 1988). Pour les produits organiques non chargés
de faibles poids moléeculaires, ils montrent un passage moléculaire caractéristique
typique trouve dans ultrafiltration. La rétention d'acides aminés neutres est
uniqguement dependante sur les effets de I'exclusion de la dimension de la
membrane, et peut étre exprimé par le rapport de Paine et Sherr (Paine ¢r al.,
1975):

R = Rg = (1-1(%-2)") exp.(—0.7146:7) (17)

ou: A =rslrp

Cette équation a éte etablie en supposant que la membrane est composée de
pores parfaitement cylindriques et paralieles avec un rayon r, pour que la vitesse
du solvant suit la loi de Poiseuille avec un profil parabolique. Les acides aminés
sont considéres comme des sphéres dures de rayon rs. Certains auteurs
préconisent cependant ['utilisation du rayon hydraté du soluté. Macoun er al. (1991),
Fane et al. (1992) et Alami-Younst ef al. (1995) montrerent en effet que la rétention
stérique des ions minéraux est essentiellement dependante du degré d’hydratation
des solutes.

Deux étapes peuvent étre impliqués pour expliquer le transfert de l'acide
aminé chargé: en premier, une distribution d'especes ioniques a [interface
sélective, d'apres leur charge, et la seconde est ie transfert par une combinaison
de diffusion/convection/mobilité électrophoretique a travers la membrane
(Martin-Orue ef ul., 1998 & Bowen ef al., 1996). Dans ce cas, la répulsion électrique
peut étre impliquée pour expliquer leur rétention. La partie de rétention relatif a la
charge (Rc) peut étre décrit d'aprés la théorie de Donnan (Martin-Orue er al., 1998 ;
Bowen et al., 1996 & Garem et al., 1997):

22

ct

Re=1— (18)

ou V et Zy représentent le coefficient stochiométrique et la charge du contre ion a
l'intérieur de la membrane, respectivement. M et Z sont la densité de charge de la
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membrane et |la charge de l'acide aming, respectivement. C, est la concentration
de I'acide aminé dans la solution.

Pour un acide aminé chargé (AA) confronté avec une membrane chargée, la
détermination du coefficient de rétention R doit prendre en considération la
dimension et la rétention du coefficient de la charge (Garem er al., 1997) et peut étre
exprime par I'éguation suivante:

R =R+ Rs- R Rs (19)

1.4.3- Membranes et Technologie de Ia nanofiltration

La nanofiltration, technique membranaire de pores compris entre 1,5 et 2,5nm
est devenus un procédé intéressant pour plusieurs applications (Van Der Horst et
al, 1995). Les membranes de nanofiltration (organiques et inorganiques) sont
constituées d’une structure asymétrique comportant trois niveaux :

w un support macroporeux, offrant une bonne résistance mécanique et des
flux de permeation eleves

« une couche intermédiaire mésoporeuse assurant la liaison entre le
support et la couche active

« une peau active microporeuse dont les deux caractéristiques principales
sont d'une part, une faible épaisseur, inférieure au micron et d’autre part,
des diamétres de pores de l'ordre du nanometre.

De plus, les membranes de nanofiltration ont une grande différence comparée
avec l'osmose inverse et les membranes de ['ultrafiltration. La plupart d’entre elles
ont une couche chargée sur la zone de séparation, depuis que cette couche est
faite en polyelectrolytes pour les membranes organiques et d'oxydes mineraux
amphotéres pour les membranes minérales (Tsuru ef al., 1994 ; Petersen e al., 1993 ;
Martin-Orue ef al., 1998 & Alami-Younsi ef al., 1994).
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I.5- LES ACIDES AMINES

1.5.1- Generalites

Les cellules vivantes produisent une grande variété de macromolécules et
principalement des protéines qui sont des polyméres fabriqués a partir d'unités
élémentaires de construction appelées «acides aminésy.

La valeur nutritionnelle des protéines alimentaires dépend de leur teneur en
acides amines dits essentiels (ex : Lys, Thr, Trp, Met, lle, Leu, Phe) parce que non
synthétisables par les étres vivants. En dehors des protéines de référence, lait et
ceuf, la plupart des autres sources de protéines alimentaires sont déficientes en
un ou plusieurs acides aminés essentiels et doivent donc étre supplémentées. Les
acides aminés sont aussi des exhausteurs de golt et des agents de sapidité
(Linden er al.. 1994) de plus en plus utilisés comme ingrédients dans les industries
agroalimentaires. Enfin, certains acides aminés (Cys, Arg, Trp) constituent les
principes actifs de médicaments prescrits dans de muitiples thérapies (Marshall,
1994).

Les acides aminés les plus importants sont ceux qui proviennent de
Fhydrolyse des proteines du régne animal et végétal. Leurs formules développées
portent le radical -NH; qut est situé sur le carbone voisin du groupement -COOH.
(Greenstein, 1961, Gray et al., 1985 & Lehninger , 1979)

Leur formule générale est donc:

R - CH - COOH
|
NH;

R pouvant étre un radical cyclique ou aliphatique.

1.5.2 - Quelques domaines d’applications des acides aminés

Les acides aminés occupent une place d’'une importance primordiale dans
bien des domaines de la biologie. Ils entrent dans la composition de nombreuses
substances biologiques telles que les protéines, les hormones peptidiques, les
neurotransmetteurs. Ce sont aussi les composants d'un grand nombre
d'antibiotiques d'origine microbienne:
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w L'arginine est souvent prescrit lors des traitements des désordres
hepatiques et de la stérilité masculine.

» La phénylalanine est utilisée en com.binaison avec 'acide aspartique pour
fabriquer I'aspartame qui est un édulcorant fréquemment employé de nos
jours.

v Le tryptophane peut servir d'inducteur de sommeil et d’antidépresseur.

Outre cette abondance de réles biologiques, les acides aminés non associés
sont d'importants constituants de nombreuses denrées alimentaires et de
boissons:

« L'alanine donne aux aliments une saveur fraiche et sucrée de crustacés oil
de fruits de mer.

» La quantité de lysine, d'arginine et d’histidine influence le gout de la biere.
Les acides aminés non associés dans le vin réagissent lentement avec les
sucres résiduaires pour former des composés qui affectent également le
gout, mais aussi la couleur, ce sont des éléments importants dans le
marissement des vins.

[.5.3 - Classification des acides aminés

Sur une centaine d’acides aminés isolés a partir des substances naturelles,
on ne retrouve qu'une vingtaine d'entre eux parmi les éléments constitutifs des
protéines courantes (Percheron ef al, 1991).

Les acides aminés possédent des structures diverses et peuvent étre
repartis en sept groupes suivant que R soit un radical aliphatique, aromatique ou
hétérocyclique (Tybor et al., 1975).

La classification, la structure et les abréviations utilisées sont résumées
dans le tableau 3.
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Tableau n°3: Classification des acides aminés.

Acides aminés L-AA pI  Structure chimique

PREMIER GROUPE: ACIDES AMINES ALIPHATIQUES
H (¥ O0hL

Glycine Gly 6.10 !
Nl
CH; - (1t~ (00N
Alanine Ala 6.15 : ;
\H.
X . (CHy),-CH, (11 €00
Les ac1-des amines Valine val  6.00 |
s:mples 3,
CH,-CH,-CH - (i1 COOH
Leucine Leu 6.00
Nl
CH,-CH,-CH (i - COOH
Isoleucine lle 605 }
CH,; “H.
HO-CH, — CH—-COOH
Serine Ser 5.70 I
Les acides aminés NH:
hydroxylés CH; -CH-- CH — COOH
Thréonine Thr  5.60 l |
OH NH,
CH,S+CH,),— CH — COOH
Méthionine Mét  5.70 |
Nii;
HS-CH, — CH— COOH
Cystéine Cys 5 |
Les acides aminés NH,
soufrés NH»

f
S-CH, — CH— COOH
Cystine Cys |
S-CH; — CH— COOH
NH:
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HOOC-CH,— ¢it-- COON
Acide Aspartique  Asp  2.98 :
“H-
HOOCHCH,), (11 -( OGH
-Acide Glutamique ~ Glu  3.22 ‘

Nils
, y 0
Les acides amines I

dicarboxyliques Asparagine Aspa H,N-C-CH, - (H. COOH
|
O
I
Glutamine Glut 5,60 H;N-C-CH,-CH, (il £OO¥
SH

) ) H,N-CH,-CH-(CH,), (i COOH
Les acides amines z z | (CH), 3

, ' Lysine Lys 9,75 |
possédant plusieurs OH N,
groupements HN = C-NH-(CHp); - - (H - COOQH
basiques Arginine Arg 10,75 | |

HN NHL
SECOND GROUPE: ACIDES AMINES AROMATIQUES

@-cuz-—(‘zF('()()n
5.70 1

N

HO——< >—CH2~——(‘.H—~-—(‘0()H
|

NH-

Phénylalanine Phe

Tyrosine Tyr

TROISIEME GROUPE: ACIDES AMINES HETEROCYCLIQUES

CH,—CH--—-COOH
Tryptophane  Try 5,90 W |

NH-
— CH,—CH—COCH
Histidine His 7.60 IJ . ;;1 |
% NH.

Proline Pro 7.19 Q\
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L.5.4 - Proprietes physico-chimiques des acides amines

a - Propriétés Acido-basiques :

D'un point de vue général, un acide aminé contient un groupe carboxylique
donneur de protons en milieu alcalin et un groupe amine accepteur de protons en
milieu acide.

"H3N — CH — COO’

R
Cette espece chimique dipolaire ne porte donc pas de charge électrique nette.
On l'appelle : Zwitterion.

En solution aqueuse, un acide a-aminé est le siége de deux équilibres acido-
basiques:

-H -H
“H3N - CH - COOH "H3N - CH - COO” H;N - CH - COO’
| +H" | +H" |
R R R
Forme cationique Zwitterion Forme anionique

Les acides aminés possedent a la fois des propriétés acides et basiques. Ce
sont des composés amphotéres.

Le pH pour lequel lonisation des deux fonctions d'un acide a-aminé est
€gale, est appelé point isoélectrique (pH;). Il correspond a I'existence du Zwitterion
et se calcule de la fagon suivante:

pHi:E_"i%& (20)

b - Propriéetés Spectrales

Les acides aminés présentent une absorption importante & une longueur
d'onde inférieure a 230 nm, mais les acides aminés aromatiques tels que le
tryptophane, la tyrosine, I'histidine et la phénylalanine absorbent les radiations
ultraviolettes entre 260 et 280 nm.
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c - Solubilité et Point de fusion

Les acides aminés sont solubles dans les solvants polaires comme I'eau ol
Falcool. lls sont insolubles dans les solvants apolaires comme le benzéne ou
I'hexane. Leur point de fusion est supérieur a 200°C.

d - Réactions chimiques des Acides Aminés

Outre les réactions classiques des groupements carboxyliques et amines, il
existe des réactions chimiques propres aux acides aminés que l'on retrouve dans
la plupart des méthodes d'identification et d’analyse de ces molécules organiques.

Une des réactions la plus caractéristique et la plus utilisée est la réaction a la
ninhydrine qui peut étre appliquée a la mesure quantitative des acides aminés. Le
produit final obtenu est coloré en violet et permet une mesure directe de Ia
concentration en acides aminés avec une grande sensibilité (usqu'a 1 pug).

OH F _H
+HN-CHCOOH == r\ >< + RCHO+ CO2

o :%:@

OH i OH
o)
Ninhydrine + AA Ninhydrine Réduite ( Hydridantine)
0 .- OH

ﬁ H I N |
><OH +NH:+OH>< [ ! =n< O +3HQ
T O 0 :
o 0 ©

I.5.5- Méthodes de séparation et de dosage des acides aminés

Il existe plusieurs méthodes d'identification et de dosage des acides aminés
telles que la chromatographie ou I'électrophorése, mais avant I'apparition de ces
dernieres, des méthodes classiques étaient employées comme la gravimétrie ou
la colorimetrie, mais elles furent abandonnées par ce qu'elles nécessitent des
prises d'essais importantes de protéines et étaient particuliérement longues.
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a- Electrophorése sur Papier

Elle est considérée comme la méthode la plus simple. Elle permet la
séparation des acides aminés suivant leurs charges électriques.

Une goutte d'un mélange d'acides aminés est séchée sur le papier. La bande
de papier est humidifiee avec un tampon a un pH donné et placée entre les
plagues de refroidissement. Les extremités des bandes sont immergées dans les
compartiments des électrodes.

L'application d’'un champ électrique par courant continu sépare les acides
aminés selon leurs charges éelectriques nettes au pH utilisé.

Les acides aminés qui sont des cations au pH utilisé migrent vers la Cathode

et les acides aminés anioniques vers I'’Anode. Une fois le papier séché, ce dernier
recoit une pulvérisation d'une solution de ninhydrine, puis chauffé, ce qui révele la
localisation des acides aminés qui sont alors identifiés par comparaison avec la
position de la migration d'acides amineés.

b-Techniques Chromatographiques

Toutes les techniques chromatographiques ont été utilisées pour I'analyse des
acides aminés dans les milieux biologiques et dans les hydrolysats de protéines
ou plus d'une vingtaine d'aminoacides contenus dans un hydrolysat de protéines
ont pu étre séparées et quantifiés (Imai, 1982 ; Boudah, 1991).

b.1- Chromatographie sur papier

Elle présente un intérét historique puisqu'elle est considérée comme une
technique moderne d’analyse biochimique. Elle est basée sur la difféerence de
solubilité des substances entre une phase stationnaire généralement aqueuse et
une phase organique se deplacant par capillarité au sein d'une feuille de papier.

b.2- Chromatographie sur couche mince

Plus rapide et plus sensible que la chromatographie sur papier, la
chromatographie sur couche mince atteint une précision de 3 % pour le dosage
quantitatif des acides aminés. Cependant, cette derniere est moins sensible que la
chromatographie sur résines échangeuses d'ions.
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b.3 - Chromatographie sur résines échangeuses d'ions
Cette methode est basée sur deux étapes (Helfferich. 1962 ; Major, 1977)

* La premiere est la séparation du melange d'acides aminés a travers une
résine échangeuse de cations. Les acides aminés élués dans la colonne
en fonction de leur acidité se retrouvent bien séparés dans I'effluent.

» La deuxiéme étape est la détection et la quantification de ces acides
amines.

L'effluent de ta colonne aprés addition de la ninhydrine passe dans un
colorimétre, les acides aminés seront identifiés par la position de leur pic
d’absorption. L'analyse compléte d’un hydrolysat de protéines peut étre réalisée
avec cet appareil en 24 heures avec une précision de 1% et 0,1pmole de chaque
acide amineé.

b.4 - Chromatographie en phase liquide & haute performance

Cette technique est basée sur la migration différentielle des divers solutés
contenus dans les échantillons a analyser. Chaque soluté est soumit a deux
forces: l'une de rétention exercée par la phase stationnaire et lautre
d’entrainement exercée par la phase mobile. Chaque soluté présente un temps de
rétention qui lui est spécifique selon son affinité avec la phase stationnaire.

Si @ un instant donné on injecte un soluté, un équilibre de partage s’établit
entre la phase mobile et la phase fixe défini par le facteur de capacité K.

¢ - Séparation des acides aminés par électrodialyse

Les acides aminés symbolisés par R-CHNH2-COOH peuvent exister en
solution sous trois formes selon le pH. Les proprietés ioniques qu'ils possédent
ont guidé les chercheurs a développer les techniques de purification & membranes
et en faire I'application dans la séparation des acides aminés.

Certains ont fait appel a la micro (Belhocine er i 1996) et a 'ultrafiltration
(Piot, 1988 ; Pouliot er al, 1990 & 1993 ; Nau er al, 1995), d'autres ont pensé a
Félectrodialyse (Ryazanov ef al, 1974 : Golubev er al, 1991, Martinez et al, 1992 &
Engel er al, 1994,). Cette derniére technique est présentée en détail dans le
paragraphe 11.1. i :

Elle présente l'avantage par rapport aux autres techniques d'exclure les
réactifs chimiques et aussi dans la simplicité de construction des installations dont
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la capacite énergétique et métallique est faible & comparer a son haut rendement
de séparation.

1.5.6 — Méthodes de production des acides aminés

La production des acides aminés s'effectue par des méthodes
microbiologiques, enzymatiques (Bernardi, 1948 : Goldnik er /., 1983 ; CPE, 1986),
chimique ou par extraction a partir d’hydrolysat de protéines d'origine animale ou
végétale (Toromanoff, 1986)

a- Méthodes par fermentation

La connaissance des circuits métaboliques, des effets de recontréle,
F'utilisation de souches sauvages, de souches sélectionnées et de mutants sont
autant d'atouts qui peuvent étre joués pour une préparation industrielle efficace
d’acides aminés (Toromanoff. 1986 & Malaney ef al., 1991).

La production de l'acide L-aspartique peut étre réalisée a partir d'une matiére
premiére chimique, le fumarate d’ammonium. La préparation de l'acide
L-glutamique par fermentation est réalisée a partir de glucose avec des souches
sauvages de corynebactérium glutamicum ou de brevibactérium flavium. La
technique industrielle utilise des mélasses de betterave ou de canne a sucre.

Ces méthodes bénéficieront des progrés de la génétique des micro-
organismes et de ceux du génie génétique (Naoto e al., 1992).

b- Méthodes enzymatiques -

La production des acides aminés peut étre réalisée par la mise en ceuvre de
certaines enzymes microbiennes immobilisées ou non sur le support. Ces
methodes enzymatiques se prétent a une production en continue, c'est ainsi qu’au
Japon, l'acide L-aspartique est produit en faisant passer la solution réactionnelle a
travers des colonnes garnies de cellules microbiennes immobilisés (Toromanoff,
1986 ; Naoto er al., 1992). La synthése enzymatique du tryptophane 2 partir d’indole
et de pyrovate est effectuée avec une tryptophanase.

Les pertes progressives d'activité des enzymes immobilisées sont les
principaux défauts de telles méthodes.
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¢- Méthodes chimiques

La production de Ia glycine, DL-alanine et DL-méthionine est realisée
generalement par synthese chimique. Les methodes de synthése peuvent
apparaitre dans certains cas plus économiques pour fa production des acides
aminés. En effet, Jes technologies et les appareillages sont adaptés a la
production de masse au moindre colt. Néanmoins, les methodes chimiques
restent tributaires de Ia disponibilité de matieres premiéres ou d'intermédiaires 3
des prix compétitifs.

L.5.7- Extraction des acides aminés a partir d’hydrolysats de proteines

Cette méthode consiste a extraire des acides aminés par hydrolyse chimique
Ou enzymatique des protéines (Goldnik er al, 1983 : Trocchi et al., 1985) et
€galement par précipitation, particulierement lacide glutamique qui précipite a
pH=3,2 (Doya et ul., 1985) ou par chromatographie d’échange d’ions (Goldnik e al,
1983 5 Grego er al., 1984 : Hughes e al., 1987). Cette derniére est utilisée pour la
separation industrielle des acides aminés (Martinez, 1990). L'importance de ces
méthodes dépendent d’une part de la disponibilité de i matiére premiére a faible
colt, et d'autre part, de Ia simplicité des méthodes d’extractions et de purification.

a- Bref historique

Les propriétés ioniques des acides aminés ont guide ces derniéres années les
chercheurs a développer les techniques a membranes (Kimura er al,, 1984 : Tone er
al., 1984 ; Doya er al, 1985 ; Rumeau er al, 1988 : Martinez, 1990; Gavach, 1990) pour
Fextraction et la séparation des acides aminés.

En 1984, S. Tone et al. (1984) ont présenté les résultats d'une étude effectuée
sur la séparation des acides aminés & partir de la solution aqueuse de l'acétyle
DL-methionine, en utilisant une membrane formée de : Enzyme-PVC attache 3
uneé membrane échangeuse d'anions. lls ont observé que pour un pH de Ila
solution voisin du point isoélectrique de l'acide aming, le flux de ce dernier passe

acides aminés a pH différents, est possible sur une membrane d
chargée.
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En 1988, M. Rumeau ef al. (1988) ont utilisé I'électrodialyse pour I'extraction
de la glycine a partir d'une solution. lls ont pu vérifier le passage des acides
amines a travers les membranes échangeuses d'ions pour des pH différents de
leurs points isoélectriques.

Deux ans plus tard, D. Martinez (1990) a montré que le flux de diffusion d'un
acide aminé amphotére (alanine) a travers ies membranes echangeuses d'ions
sont negligeables devant ceux de I'électro-migration. L'auteur a étudié aussi
I'extraction de l'arginine (acide aminé basique) a partir d'un mélange d’acides
aminés provenant d'un hydrolysat de protéines issues de plume de poulet. Il a
conclu que I'électrodialyse est une technique bien adaptée a I'extraction et a la
separation des acides aminés. Néanmoins, les produits obtenus ne sont pas purs
du point de vue pharmaceutique. Cette méthode doit étre donc complétée par
d'autres procédés classiques.

En 1890, C. Gavach (1990) a conclu a partir d'une étude effectuée sur un
mélange d'acides aminés issu de [Ihydrolyse acide de protéines, que
I'electrodialyse est une technique bien adaptée au fractionnement des acides
aminés.

Les méthodes d'extractions sont développées brievement ci-dessous.

b- Extraction par hydrolyse acide

b.1- par I'Acide chlorhydrique

C’est I'agent d’hydrolyse des protéines et des peptides le plus couramment
employé. En général, on utilise de I'acide chlorhydrique entre 5.5 a 6 N en quantité
correspondante a environs 10 fois le poids de la protéine, une température
comprise entre 100 et 110 °C et un temps d'hydrolyse de 24 h en tubes scellés ou
a reflux (Lederer, 1960).

L'acide chlorhydrique a I'avantage sur I'acide sulfurique de ne provoquer que
de faibles destructions de certains acides aminés.

L'ampleur de ces différentes destructions dépend beaucoup de la pureté de
l'acide utilise, de ia composition de la protéine hydrolysée et des impuretés qui
I'accompagnent.

44

_




Purtic expérimentale

b.2- Par l'acide sulfurique

A 8 N, il est employé comme agent d’hydrolyse des protéines. Son avantage
est que P'on peut facilement s’en débarrasser par précipitation au moyen d'une
solution de baryte saturée a chaud.

¢ — Extraction par hydrolyse alcaline

La baryte (8 @ 14 %) et la soude 2 4 4 N a 100°C, sont utilisées en tant
qu'agents d'hydrolyse surtout quand il s'agit d’éviter la destruction du tryptophane
et des iodotyrosines.

Les alcalis conduisent & une destruction considérable des acides amines.
Cette destruction affecte surtout les hydroxyaminoacides et la cystine. Ces
remarques ont une certaine importance car les alcalis sont capables non
seulement de provoquer la disparition de certains acides aminés mais également
de conduire a des transformations d’un acide aminé en un autre.

Un autre inconvénient de I'hydrolyse alcaline est quelle provoque Ia
racémisation des acides aminés et des peptides. Les résultats obtenus a l'aide
d’une hydrolyse alcaline doivent donc é&tre interprétés avec une certaine prudence.

d — Extraction par hydrolyse enzymatique

L’'hydrolyse enzymatique est rarement totale. De plus, les enzymes sont des
réactifs plus ou moins spécifiques d’'un certain type de liaisons peptidiques
(Fercheron et al,, 1991). Parmi les enzymes actuellement connus, six ont été utilisés
de facon intensive. Ce sont dans Pordre de leurs importance: la trypsine, Ila
chymotrypsine, la pepsine, la carboxypeptidase, la papaine et la subtilysine.

Du point de vue pratique, trois facteurs conditionnent essentieliement la
vitesse et par conséquent le degré d'une hydrolyse enzymatique: ce sont le pH, Ia
température et la proportion enzyme-substrat. Pour la température, elle est
généralement utilisée a 37°C, et pour la proportion enzyme-substrat elle est
comprise ente 0,5 et 5 %. Les pH approximatifs d’activité sont pour la trypsine
entre 7 et 8, la chymotrypsine compris entre 75 et 8, la pepsine 1,8 a 2, la
carboxypeptidase: 7,5, la papaine entre 7 et 7,5 et la subtilysine 7,5.

Comme source d'acides aminés, notre choix s'est porté sur Yhydrolysat acide
du sang d'abattoir. Nous nous sommes engagés donc dans la voie de la
valorisation du sang d’abattoir par le bais du couplage de I'hydrolyse acide avec
les procédés membranaires en vue de la production d'acides aminés. Nous
présentons ci-apres quelques notions générales sur le sang d'abattoir.
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I.6—- LE SANG D’ABATTOIR

Parmi les sous-produits d'abattage: le sang est sans doute I'un de ceux
présentant la plus haute valeur potentielle: il contient en effet environ 150 g de
protéines par litre, c'est-a-dire qu'il y a autant de protéines dans un litre de sang
que dans un kilo de viande maigre. Or ce sang est trés mal valorisé puisque, une
infime quantité est récupérée. Cette non récupération et cette mauvaise
valorisation s'expliquent par les particularités du produit et de sa production:

w le sang s'altére rapidement, ce qui rend difficiles et onéreux son stockage
et sa conservation;

w la production est relativement faible: le sang représente 6 % du poids de
I'animal vivant, mais 2 a 3 % seulement peuvent étre récupérés facilement:
par conséquent les tonnages produits dans les petits abattoirs ne sont pas
suffisants pour permettre une transformation poussée;

Le sang est composé d'un liquide biologique : le plasma, dans lequel baignent
des éléments figurés qui sont essentiellement les hématites (globules rouges), les
leucocytes (globules blancs) et les plaquettes sanguines (Bourgeois ef al., 1982).

Le sang est un liquide trés riche en eau (80 a 82 %) et en protéines (16 a
18 %). Apres action d'un anticoagulant, la centrifugation permet de recueillir d'une
part le plasma (60 a 65 % du total), d'autre part les éléments figurés qui
constituent le cruor (35 a 40 % du total). Apres coagulation a I'air, on recueille un

caillot et le sérum (Quebriac et al 1985) (Flg 12)
T Y M L A I T S I VNS IR T y DT

+ /#ticoagulant

Pas de cqagulation

Sérum Caillot
(défihring)

3 Hémpgiobine

Hématies Fibrine - “ : Glbbiné

Figure n°12 : Schéma de fractionnement du sang
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II.1- CONCENTRATION ET SEPARATION DES ACIDES AMINES
D’HYDROLYSATS ACIDES DE SANG D’ABATTOIR PAR
ELECTRODIALYSE ‘

Comme nous I'avons mentionné préalablement, nous avons opéré avec trois
types d'électrodialyseur que nous présentons ci-dessous. En ce qui concerne les
techniques d'analyses des acides aminés, elles sont identiques indépendamment
du procéde utilisé et seront présentez ci-apres.

IL.1.1- Electrodialyseur équipé de membranes monopolaires

Nous avons opéré avec trois types d'électrodialyseurs: un électrodialyseur de
laboratoire, un électrodialyseur a 2 compartiments et enfin un a 4 compartiments.

a-Electrodialyseur micropilote de laboratoire:

Il a été réalisé par le laboratoire des matériaux et procédés membranaires
(LMPM) du Dr. Claude Gavach du CNRS de Montpellier (France). Il est composé
de trois compartiments :

* un compartiment diluat ol circule la solution & traiter, délimité par une
membrane anionique (AMV) et une membrane cationique (CMV),

¥ un compartiment concentrat (Ca et Cg) ot circule la solution de
concentration de part et d'autre du compartiment central,

¥ un compartiment électrode ol circule I'électrolyte de ringage des
électrodes.

Le module d'électrodialyse est fabriqué en polytetrachlorofluoroethylene
(PTCFE), couramment appelé Kel'FTM (Fig. 13).

Dans tous les compartiments, la circulation des solutions sont en circuit
fermés utilisant des pompes Asti.

Un courant constant a été appliqué a l'aide d'un générateur de courant P.
Fontaine FTN 6070.
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Figure n°13 : Electrodialyseur micropilote de Iaboratoire

Afin d'éviter les fuites de I'électrolyte a travers I'espace entre les membranes
et le cadre en PTCFE, des joints en viton ont été utilisés. L'espace entre les
membranes est de 12 mm dans tous les compartiments. Chaque électrode est
recouverte en titane platiné avec une surface de travail de 50 cm? correspondant a
la région des membranes (Fig. 14).

Porte électrode Compartiment

Figure n°14 : Plan des éléments du module d’électrodialyse de laboratoire.
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b- Electrodialyseur a deux compartiments «P1»

Cet électrodialyseur est de type aqualiseur de la societe Corning. La vue
éclatée est représentée par la figure n°9 p.26. il est constitué d’'un empilement de
19 membranes anioniques « AMV » et 20 membranes cationiques « CMV », la
surface utile de chaque membrane est de de 69 cm® & chaque électrode de
'empilement se trouve une électrode en graphite.

¢- Electrodialyseur a quatre compartiments «P4»

Il est fabriqué par Eurodia modele EUR2D-5p9. Le principe de fonctionnement
de cet appareil est représente sur [a figure n°10, page 30. les membranes qui
délimitent ces compartiments ont une surface utile de 200 cm? L'ensemble
constitué de cing cellules a une surface utile de 1000 cm®. Les membranes
échangeuses d'ions utilisées sont du fabricant de membranes Neosepta—
Tokoyama Soda et suit 'empilement suivant :

+ membranes cationiques : 5 CR2 - 7 CMX Sb

+ membranes anioniques : 10 AMX Sb

Les acides aminés ont été fournis par la firme Sigma. Leur concentration a été
mesurée par HPLC qui utilise les Eaux AccQ.Tag® acide aminé Analyse Méthode.

I1.1.2- Electrodialyse équipée de membranes bipolaires

L'électrodialyse a membranes bipolaires (MBP) a été appliquée pour
I'extraction des acides aminés non chargés electriquement. En appliquant une
tension, les membranes bipolaires produisént des ions H' et OH™ a partir de 'eau
et vont migrer respectivement vers les cotés anodique et cathodique. L'usage de
ces membranes est une méthode originale transformant l'espéce neutre en
espece électriquement chargée qui est capable de traverser les membranes
d’électrodialyse homo polaires. Les essais d'électrodialyse ont été réalisés a I'aide
d'une cellule de laboratoire avec une surface de la membrane de 50 cm® Un
meélange contenant cing acides amines, a savoir: glycine, serine, alanine, valine et
phénylalanine a été réalisé. La concentration utilisee pour chaque acide aminé est
de 100 mmol/l.

Les opérations d'électrodialyse ont éte réalisées avec un mélange synthétique
contenant cing acides aminés (Gly, Ser, Ala, Val, Phe) lesquels sont dans une
forme du zwitterion a pH 5-6, aprés neutralisation des hydrolysats de protéine.
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L'efficacité du procédé a été testée sous plusieurs conditions expérimentales de
densité de courant et de pH dans les compartiments alimentation et récupération.

L'arrangement des cellules de ['électrodialyseur est représenté
schématiquement sur la figure n°15.

MBP AMY MBP

! ]
i i

P | P
| OHe—> H' S oy <+—— Na'|

i

]

[

¥
@ ©

U AA"
; O 2- . S 2-
: &0 FAA"— ax S50

|

Rl lel

D : Circuit Diluat ; C : Circuit Concentrat : E - Circuit Eiectrodes

Figure n°1S : Principe de [’électrodialyse a membrane bipolaire

Il est compose de quatre compartiments individuels: deux compartiments
centraux, a savoir I'alimentation «D» et récupération «C», compartiments séparés
par une membrane échangeuse d'anions, et deux compartiments latéraux «E»
utilisés pour le ringage des électrodes, séparés des compartiments centraux par
les membranes bipolaires.

Ces derniéres sont introduites dans I'électrodialyseur en faisant attention de
placer la face cationique vers la cathode et la face anionique vers l'anode. La
solution circulant dans le compartiment d'alimentation contient les acides aminés
neutres. Par réaction avec les ions OH’ produits par la membrane bipolaire, les
acides aminés sont transformés sous leurs formes basiques (AA), lesquels
migrent vers l'anode a travers la membrane échangeuse d'anions. Dans le
compartiment de récupération, les especes AA” sont neutralisées par les protons
fournis par la seconde membrane bipolaire qui donne des espéces neutres et
peuvent ainsi étre reconcentrés dans ce circuit. Donc, I'électrodialyse & membrane
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bipolaire parait étre une technique originale pour 'extraction d'acides amines
neutres sans le besoin d'additions de réactifs.

Le module d'électrodialyse utilisé est le micropilote de laboratoire KelFTM
décrit précédemment (Fig. 13).

IL.1.3 - Membranes et acides aminés utilisés

« Les membranes bipolaires utilisées dans ce travail sont des Neosepta,
fabriquées par Tokoyama Soda alors que la membrane échangeuse
d'anions est une Selemion-AMV, fabriqué par Asahi glass.

Tableau n°4 : Caractéristiques des membranes échangeuses d’ions utilisées.

Fabriquant

Asahi Glass Sélémion , 110-150

Asahi Glass Seléemion , 110-150

Tokoyama soda | Neosepta

Solvay Morgane

Solvay Morgane

R : Resistance surfacique Ce : Capacité d’'echange  e: epaisseur

« Tous les acides aminés utilisés utilisés proviennent de la firme "Sigma”
sauf la phénylalanine qui est commercialisée par la firme "Jansen chimia".

+ Le sulfate de sodium et le sulfate d'ammonium sont commercialisés par la
firme "Merck".

I1.1.4- Méthode

La variation de la concentration des différentes solutions circulant dans
l'électrodialyseur a été mesurée en prélevant des échantillons a intervalles de
temps réguliers. Un suivi du pH et de la conductivité a ete opéré pendant toute la
durée des expériences.
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La composition initiale des solutions dans chaque compartiment est comme suit:

» 250 ml de solution d'acides aminés sont introduits dans le compartiment
alimentation. La solution contient les cing acides aminés: glycine, serine,
alanine, valine et phénylalanine. La concentration de chaque acide
aminé est de 100 mmol/l, par consequent la concentration du melange
est égale a 500mmol/l.

« Avant les opérations d'électrodialyse, 'nous avons ajouté du NaOH pour
obtenir une solution alcaline. Trois valeurs de pH initiales ont été
etudiées: 8,5; 9,5; et 10,5.

« 200 ml d'une solution d'acide chlorhydrique sont introduits dans le
compartiment récupération. Trois valeurs du pH initiales ont été étudiées:
1,2et3.

v 100 ml a 500 mmol/l de suifate de sodium {Na,SO,) sont introduits dans
le compartiment de ringage des électrodes anodique et cathodique.

+ Le débit de circulation est de 180 I/h pour tous les compartiments.
« Trois densités de courants ont été étudiées: 50, 100 et 200 A/m?.

Toutes les opérations d'électrodialyse ont duré 6 h.

I1.1.5-Techniques d’analyses

» Le dosage du sodium est réalisé a l'aide du photométre a flamme "Hycel
Phf 106".

« La phénylalanine est analysée par colorimétrie a ['aide du
spectrophotomeétre de type "UVIKON 940" de Ila firme "Kontron
instruments”.

» Les ions ammonium sont dosés par colorimétrie a l'aide de la méthode de
Nesler. En présence d'un excés d'hydroxyde de sodium ou de potassium,
le mercuri-iodure de potassium K;Hgls donne avec lion NHs" une
coloration rouge orangé ou un precipité rouge-brun.

» lLes ions sulfates sont analysés par néphélométrie a l'aide du
spectrophotometre "DR/2000 Hach".

I1.1.6- Extraction des acides aminés

L'extraction des acides aminés a été effectuée a partir de solutions
d'hydrolysats obtenues par acidification de différents rejets (sang de bovin, rejet
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solide de poulet et cheveux humains). La composition de ces hydrolysats est de
1,7 mol/l pour les rejets de poulet (Hq), 0,8 mol/l pour le sang ovin (Hy), et 2,4 mol/|
pour les cheveux humains (Hs). La teneur en sel (NaCl) aprés neutralisation de
I'hydrolysét acide par la base (NaOH) est de 2,5 mol/l.

Les solutions d'hydrolysats ont subi ensuite une décoloration par le biais
d'un passage sur charbon actif. Elle est réalisée dans le but d'éliminer les residus
humiques de coloration brune contenues dans les hydrolysats de cruor. Cette
opération de décoloration de 90 % de substances colorantes est nécessaire pour
éviter le colmatage susceptible d’empoisonner les membranes d'¢lectrodialyse
(Van Duin, 1993). Les conditions expérimentales utilisées sont celles obtenues par
D. Martinez (1990).

Durant cette opération de décoloration, de faibles pertes en acides aminés de
l'ordre de 5 a 8 % ont été constatées. Exception faite, pour la phénylalanine ou
des pertes avoisinantes les 20 a 30 % ont été atteintes.

Une fois la décoloration réalisée, nous nous sommes intéressés a la
déminéralisation de la solution, pour se pencher sur I'extraction des acides amines
par groupe de famille (acide, basique et amphotere) et enfin, aborder la séparation
d'acide aminé d'une méme famille en prévilégiant la concentration d'un acide
aminé choisi.

I1.2- LA NANOFILTRATION

11.2.1- Matériel et méthodes

a- Appareillage expérimental
Le schéma du dispositif de 'unité de nanofiltration est présenté sur la figure n°15.

Ce dispositif est composé d'un circuit d'alimentation du module de
nanofiltration. Ce module est équipé avec une membrane céramique alumine y
avec un rayon moyen des poreé de 2.5 nm. La membrane alumine possede une
surface de filtration de 28 cm?. Elle a été fabriquée par le laboratoire LPMP-
Montpellier. Cette membrane a un point de charge nul de 'ordre de pH 8 a pH 9
(Guizard, 1998). La membrane est trempée dans le solvant pendant 18 heures
avant d'étre insérée dans le module de nanofiltration.
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Cellule de nanofiltration

Membrane de nanofiltration ]

Permeat

Pompe d'alimentation

N

Récipient pressurisé

.

A

AT T .

Bouteille d'azote pressurisée

A

Figure n°®16: Dispositif de l'unité de nanofiltration.

Les acides aminés ont été fournis par Sigma Co. (St Louis, USA). Leurs
caractéristiques sont données sur le tableau 1.

Les acides aminés ont été dosés par Chromatographie Liquide a Haute
pérformance, par le biais de la technique de Waters AccQ.Tag® (voir annexe).
l.es acides aminés ont été préparés dans des solutions salines de 0.1 M NaCl. La
variation de la concentration du permeat et du concentrat ont été déterminés a
des intervailes de temps réguliers.

. Le taux de rejet observé R, représente la proportion du soluté qui traverse la
membrane comparativement a ce qui a été retenue par cette derniere. Ce
parametre, caractéristique de la membrane, est défini comme il suit :
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Ro=1-Cy/C, (21)

{ 'azoture de sodium a une concentration de 0.012 % est ajouté comme agent
antibactérien.

b- Mode opératoire

Nous avons opéré en nanofiltration avec recyclage du perméat. Ce qui a
permis de travailler a concentration constante en acide aminé (C, = 102 M).

La cellule de nancofiltration opére en mode tangentiel par [l'alimentation du
circuit a l'aide d’une micropompe centrifuge de type U62B1. Les expériences de
nanofiitration ont été réalisées a 20 + 2 °C a des pressions transmembranaires de
l'ordre de [AP = (P4 + P2)/2] comprises entre 0,6 et 1,2 Mpa. Cette derniere a été
assurée par une bouteille d'azote comprimé.
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[11.1. CONCENTRATION ET SEPARATION DES ACIDES AMINES
PAR ELECTRODIALYSE EQUIPE DE MEMBRANES
MONOPOLAIRES.

De part la différence de mobilité des ions inorganiques Na* et CI" par rapport
aux acides aminés, les membranes échangeuses d'ions vont permettre le passage
de ces ions préférentiellement aux acides aminés. La déminéralisation des
hydrolysats acides s'imposent avant de commencer les opérations d’'extraction et

concentration.

I11.1.1 Déminéralisation des hydrolysats:

La déminéralisation a été effectuée sur le pilote P1 a deux compartiments
préalablement présentés. La Figure 17 donnant I'évolution des chlorures dans la
solution a déminéraliser, indique une nette augmentation du potentiel électrique
appliqué en fin de manipulation de déminéralisation.

3 120
i=30 mA.cm’; Pilote P20; Hydrolysat Hs

- 100

80

—a—[crjvmy | 60

—0— UV)

U (V)

1 40
0,5 20
0 0

0 20 40 60 80 100 120

temps (min.)

Figure n°17 : Evolution des chlorures et de la tension durant la déminéralisation
de I'hydrolysat Hs.
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Pour I'hydrolysat a faible concentration en acides aminés, une
déminéralisation avec intensité de courant décroissante a ete utilisée en vue
d'éviter une brusque augmentation de la tension qui risque de détériorer les
membranes échangeuses d'ions.

I est important de suivre I'évolution de Ia concentration des acides aminés
dans le compartiment diluat lors de |a déminéralisation des 3 types d'hydrolysats.
La figure 18 présente I'évolution de trois acides aminés du compartiment diluat en
fonction de la concentration en chiorure, a savoir : I'acide aspartique, 'arginine et
la sérine qui se trouvent respectivement sous la forme anionique, cationique et
neutre. Nous constatons que les acides aminés ont une concentration constante
lors de la déminéralisation des hydrolysats et ou par contre la concentration des
chlorures passe d'une concentration initiale Co=2,5 mol/l & une concentration finale
C=0,5 moli.

350 ! i=30 mA.cm™@ ; Pilote P1 Hydrolysat H; _,

300
_. 250 MA@
=
£ 200 - Asp
E —&— Ser
5‘ 150

100 _ o—== . " " .

0 0,5 1 1.5 2 2,5
[CI] (mol)

Figure 18 : Evoiution de l'arginine, serine et acide aspartique du compartiment
diluat en fonction de |a concentration en chlorure

Cette dernijere concentration sera retenue comme concentration limite de
déminéralisation car en dessous de cette concentration, les acides aminés
commencent a électromigrer a travers les membranes d'électrodialyse (Fig. 1 9).

59




Concentration et séparation des acides aminés par électrodialyse équipée de membranes monopolaires

En effet, a une concentration de chiorure inférieure a 0,5 mol/l, les pertes en
acides aminés sont estimées a plus de 25 % pour I'arginine pendant que pour
Pacide aspartique et la sérine les pertes restent en dessous de 10 %.

30
A o As
25 P
5 m Ser
i=30 mA.cm’
20 - ‘
< Pilote P1 s Arg
S vrobsors T~
©
[sH]
a
10

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
[CT] (mol.l)

Figure 19 : Evolution des pertes en arginine, serine et acide aspartique dans le
compartiment diluat en fonction de la concentration en chlorure durant
la déminéralisation.

Le tableau 5 donne un apercu sur les pertes subies par les trois types
d’hydrolysats lors de la déminéralisation avec une concentration finale en chiorure
de 0,2 mol/l.

Ces résultats ont été obtenus avec le pilote P1 avec les échantillons H. et Ha
et enfin avec le pilote P20 pour 'hydrolysat Hj. De ces résultats, nous constatons
que quelque soit la nature de Ihydrolysat les pertes en acides aminés basiques
sont les plus importantes.

Il est aussi constaté que les pertes d'acides aminés de I'échantillon H; sont les
plus fortes et cela malgré [lutilisation d'un courant décroissant lors de
Ielectrodialyse. La déminéralisation des échantillons a pu étre réalisé avec des
taux d'extraction de 90% et des rendements faradiques de 80%.
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Tableau n®5 : Pertes subit par les types d’hydrolysats lors de la déminéralisation
pour Cc;_=0,2 M.

Pertes en acides aminés et en chlorures (%)
Acides aminés

H, H, H;
Asp 3 21 3
Glu 33 23 4
Ser 7 17 5
Gly 14 20 5
His 24 64 4
Arg 23 40 11
Thr 4 22 6
Ala 14 23 4
Pro 9 21 3
Val 10 11 9
Ile 15 22 4
Leu 14 21 1
Phe 18 22 28
Lys 27 32 10
cr 95 90 90

Toutefois, I'extraction du chlorure de sodium durant la déminéralisation
s'accompagne d’un transport d’eau du compartiment diluat vers le compartiment
concentrat. Le volume d’eau transporté dans ce cas est de I'ordre de 20 a 30 %
du volume initial de I'hydrolysat. C'est ainsi que pour 'ensemble des trois
échantilions, la concentration finale est plus importante que la concentration
initiale et cela malgré les pertes de ces derniers durant I'expérience.
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111.1.2 Extraction des acides aminés par groupes de famille:

L'extraction des acides aminés par groupe de famille a nécessité 'utilisation
d'un électrodialyseur a quatre compartiments Eurodia 2D-5P8 préalablement
présenté. L'hydrolysat déminéralisé est introduit dans le compartiment D1 a un pH
de 5 a 6 ou les amphoteres sont neutres et les autres acides aminés (acides et
basiques) sont chargés. Ces derniers vont électromigrer, respectivement, vers les
compartiments Cq et C,.

A la fin de I'expérience, les mixtures d’acides aminés sont séparées en trois
familles d’acides aminés : F1 qui contient essentiellement des acides aminés sous
forme anionique, F> sous la forme cationique et enfin F3 les acides aminés sous la
forme neutre.

La figure 20 indique la décroissance du nombre de moles d’acides aminés
chargés durant l'opération d’électrodialyse. Notons que |a concentration de
I'histidine est trop faible pour étre représentée sur la figure.

250 Pilote P20; Hydrolysat H;
200 o Arg |
| ——Glu |
8150 [—o—Asp |
:
—100 ¢
B
ot
50
<4
0 . L . _ .
0 5 10 3 15 20
Qr x 107 (C)

Figure 20 : Evolution du nombre de mole de lysine, arginine, acide glutamique et
acide aspartique en fonction de la quantité de courent durant /a
déminéralisation.

Les courbes obtenues indiquent de faibles pentes au début de I'opération
d’électrodialyse et cela durant les 5 premiéres minutes. Ce résultat peut
s’expliquer par le fait de la présence des ions Na* et CI' , certes en faibles
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quantités, mais qui au vu de leurs plus importantes mobilités ioniques sont les
premiers a électromigrer. Une fois ces ions minéraux transportés, les acides
aminés chargés sont a leur tour électrotransportés permettant ainsi la séparation
de ces derniers en trois familles préalablement citées.

Kikuchi et al. (1995) ont étudié l'influence du pH sur I'électrotransport de I'acide
glutamique et de la lysine et ont pu démontrer que le flux des acides aminés est
maximum a des pH de l'ordre de 6. Au cours de l'opération de déminéralisation,
nous avons opéré a un pH constant allant de 5 a 6. Cela indique donc que nous
avons opéré dans des conditions de pH optimales qui correspondent aux points
isoélectriques (pl) des acides aminés neutres.

Le suivi de I'évolution du pH dans ces compartiments lors de cette opération a
permis de constater une faible augmentation du pH dans les compartiments D4 et
C+. Pour le compartiment C,, une nette décroissance du pH a été observée
atteignant des valeurs proches de pH=2. Cela est probablement du a la
dissociation de I'eau dans les membranes (Fig.21).

7
6 O — 90:—__.__4\_——0 —2
S —o—D1
T
o 3 ——C2
2
1
0
0 30 60 90 120
temps (min.)

Figure 21 : Evolution du pH dans les compartiments D4, C; et C, durant la
déminéralisation

Les ions hydroniums ainsi formés de par leur mobilité ionique trés élevée
comparativement aux acides aminés chargés positivement vont plus facilement
electromigrer a travers la membrane échangeuse de cations. Cela se traduit par
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une acidification du compartiment C, et une croissance du transport des acides
aminés cationiques.

L'opération d'extraction des acides aminés exprimé par le pourcentage de
chaque acide amineé des fractions F4 et F» a donné les résultats présentés sur le
tableau 6 et cela pour chaque type d’hydrolysat. La séparation des acides aminés
ayant une charge électrique a pu étre réalisée efficacement pour I'hydrolysat
obtenu a partir des rejets de poulet et des cheveux humains. Pour I'hydrolysat du
sang bovin, un taux moyen d'extraction des acides aminés sous forme cationique
de l'ordre de 50% a été obtenu.

Tableau n°6 : Pourcentage d’extraction des acides aminés dans les fractions F, et
F> pour chaque type d’hydrolysat

Rendement d’Extraction (%)

fwe w L e
Fi F2 Fi F2 F1 F2
Anionique
Asp 38 - 100 - 1_09__ _ -
Glu 88 - 98 - 92 -
Cationique
His - 100 - 15 - 80
Arg - 100 - 33 - 93
Lys 10 80 4 51 - 85
Zwitterion
Ser 11 5 14 6 4 8
Gly 13 9 14 4 5 12
Thr 10 2 2 2 2. 4
Ala 23 7 4 4 10 6
Pro 5 5 2 2 2 7
Val 4 6 2 2 1 4
ltew 6 4 2 2 . -
Phe S 4 _ 1 1 - -
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Toutefois, il a été constaté, avec I'hydrolysat Hp, que le nombre de mole
d'acides aminés cationiques disparu du compartiment Dy est plus important que
celui mesuré au compartiment C,. Cet écart peut s’expliquer par l'adsorption
d'acides aminés chargés positivement sur la membrane échangeuses de cations.

Ce phénoméne a été deja obtenu par d'autres équipes de recherche
(Sandeaux ef al., 1994 : Fares er al., 1994). Ce phénoméne d'adsorption induit un
colmatage de la membrane et une reduction considérable de la capacité
d'électrotransport par les membranes échangeuses d’'ions.

-~

[11.1.3- Séparation des acides aminés basiques:

Les acides aminés basiques F, récupérés lors de précedentes opérations
d'électrodialyse, ont été traités une nouvelle fois a laide d'un électrodialyseur
quatre compartiments (Eurodia 2D-5P9) en vue de la séparation des trois acides
aminés basiques présents dans cette fraction F2, a savoir 'histidine, 'arginine et
la lysine.

Les expériences dans ce cas ont été menees a différents pH avec des valeurs
allant de 10 a 12. A pH 10, la lysine et 'arginine étant sous forme de cation, sont
transportées vers le compartiment Cz. A pH 11.3, la lysine et I'histidine étant sous
formes d’anions, sont transférées vers le compartiment Cs.

Suivant la vateur du pH, nous avons pu orienter I'electro-transport de 'acide
aminé suivant sa charge. Les résultats obtenus présentés sur le tableau 7,
montrent qu'on arrive & obtenir une solution contenant pas moins de 95 %
d'arginine pour I'hydrolysat de rejet de poulet et 80% de lysine pour I'hydrolysat du
sang ovin (H2).

Ces résultats intéressants permettent d'entrevoir une possibilité de
concentration d'un acide aminé basique a partir d'un rejet de lindustrie
agroalimentaire.
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| Tableau n°7: Enrichissement de l'arginine, la lysine et I'histidine dans les hydrolysats
Hy et Hz pour différentes fractions obtenues par électrotrodialyse.

Enrichissement (%)

Aci-dt?s Hydrolysat H4 Hydrolysat H,
aminés
t (pH=F ny Foo Fe M (pHF=210) oo R
His 0.4 7 28 - 7 16 38 2
Arg 4 71 8 95 3 12- - 18
Lys 2 21 64 5 6 495 | 6 80

I11.1.4- Séparation des acides aminés neutres:

Enfin, la derniére étape de séparation des acides aminés neutres (fraction F3)
a été réalisée a l'aide du pilote P1 de Corning. La fraction F; constituée
essentieliement des acides aminés suivants : serine, glycine, thréonine, alanine,
proline, valine et leucine, est introduite dans le compartiment diluat. A des pH
basiques, I'ensemble des acides aminés neutres vont se transformer sous forme
anionique mis a part la proline qui de part son important pKa (NH3") sera sous la
forme anionique a des pH plus élevés.

A un pH de 8,6, il a été possible dés le début de I'opération pour la fraction F
(échantillons Hq et H3), de séparer la sérine et la glycine du mélange F; d’acides
amines. li s'en est suivi un enrichissement en ces deux acides d’une solution ainsi
obtenue (fraction F¢). Ce résultat peut s’expliquer par la valeur faible du pKa
(NH3") de la sérine et la faible masse moléculaire de la glycine (Lehninger et al.,
1975). Les autres acides aminés électromigrent ensuite vers le compartiment
concentrat laissant ainsi la proline seule dans le compartiment diluat.

Le tableau 8 indique que la fraction Fg contient 60% de sérine et de glycine
repreésentant la solution restante du diluat F;. On constate un enrichissement en
proline dont la concentration est passée de 14 a 78%.

66




Concentration et séparation des acides aminés par électrodialyse équipée de membranes monopolaires

Tableau n°8: Enrichissement de la serine, glycine et proline dans les hydrolysats
H; et Hs pour différentes fractions obtenues par électrotrodialyse.

Enrichissement (%)

:;iiizz Hydrolysat H, Hydrolysat Hs
Ha Fs Fe Fy Hs Fs Fe Fr
Ser 18 21 33 - 1925 46 -
Gy 14 AT 27 i 11 1421 -
Pro 13 6 - 55 14 18 -8

Lors de I'étude de la séparation et de la concentration des acides aminés de
différents hydrolysats de rejets, il est apparu que la technique d'électrodialyse
conventionnelle, c'est-a-dire, équipée de membrane bipolaire pouvait tres bien
atteindre I'objectif d’extraire les acides aminés et les concentrer avec un degré de
pureté intéressant.

Ii a été aussi possible de déminéraliser et de décolorer les différentes
solutions de mixtures d’'acides aminés avec des pertes acceptables. De méme, la
concentration et la séparation des acides aminés par famille ont été réalisées
permettant ainsi I'obtention des fractions contenant un a deux acides.

Enfin la séparation des acides aminés neutres a été réalisée mais ou l'ajout
d’acide et de base était nécessaire pour faire évoluer la charge électrique de
acide aminé suivant la séparation que I'on désirait réaliser. Pour pallier a cet
inconvénient, il a été envisagé de faire appel aux membranes bipolaires qui
pourront apporter une solution a ce probléeme. Cette nouvelle voie a été explorée
et cela s’est traduit par une nouvelle étude présentée ci-apres.
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HI.2- UTILISATION DES MEMBRANES BIPOLAIRES EN VUE DE
LA SEPARATION DES ACIDES AMINES NEUTRES

Plusieurs études (Sikdar, 1985 : Alonso. 1986 : Yoshikawa er al. 1987 ; Rumeau
et al., 1988 ; Tichy er al.. 1990 - Martinez e al., 1992 ; Kikuchi et al.. 1993) ont montré
que ['¢lectrodialyseur conventionnel pourrait aussi étre utilisé pour l'extraction des
acides aminés. Dans cette étude, nous décrivons une methode alternative pour
F'extraction des acides aminés par électrodialyse.

L'originalité de cette méthode consiste a transformer les acides amines
électriquement neutres sous leurs formes ioniques au moyen d'une membrane
bipolaire. Le but de ce travail est de proposer une alternative dans I'ajustement du
pH par addition d'acide ou de base

A cause de leur nature amphotéres, les acides aminés se comportent
comme des cations, des anions ou des zwitterions. La glycine, serine, alanine,
valine et la phénylalanine sont sous formes neutres (non chargées) a pH 5-6 (M.
Greenstein, 1961)]. A pH alcalin, les especes neutres anioniques sont en equilibres,
la proportion de chaque espéce dépend des valeurs de pKa de NH;" (Tab.9).

Tableau n°9. Caractéristiques principales des acides aminés utifisés.

, Masse pK oK
_ P . 1 2
Nom Formule chimique molaire (COOH) | (NH5") pI
@)
CH;
Gly ! 89,10 2,34 9,69 6,00
NH; — CH— COOH |
H |
Ser l 75,07 4 234 | 978 | 606
|

NH; — CH — COOH N

CeHs-CH; | |

Ala | 16520 | 2.16 9,18 f 567
NH; — CH — COOH
HO-CH>»
Val l 105,09 2,19 9,21 570
NH;— CH — COOH
CH3-CH- CHs
Phe | 11715 | 232 9,62 5,96

NH; — CH — COOH
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Au début des expériences, les ajustements de pH sont opérés dans les
compartiments alimentation et récupération pour obtenir des solutions
conductrices (chargées). Donc, la solution traitée par électrodialyse est un
mélange alcalin contenant les cinq acides aminés précédemment mentionnées. La
concentration de chaque acide aminé est de 100 mmol/l. D'aprés la valeur du pH
initiale, les différentes fractions de la quantité totale d'acides aminés sont sous

formes anioniques (Tab.10).

Tableau n°10 : Fractions (%) des acides aminés sous formes anioniques pour les
différents pH dans le compartiment alimentation.

Pourcentage des fractions d'acides aminés (%)

pH Alimentation 8.5 9.5 10.5
Gly 7.5 44 88
Ser 6 &5 o
Ala - 7.5 H 44 | 88
Val - 75 - 44 - ! 88 |
Y I 16 R . . 95 S

Un suivi du pH et de la concentration dans tous les compartiments est
effectué en fonction du temps. L'efficacité du procédé a été exprimée en
rendement d'extraction rendement faradique.

I11.2.1- Variation du pH dans les compartiments alimentation et
récupération

L e mélange d'acides aminés neutres a été introduit dans le compartiment
d'alimentation pendant qu'une solution acide circulait dans le compartiment
récupération. Trois pH alcalins: 8,5 ; 9,5 ; 10,5 et trois pH acides: 1, 2, 3, ont eté
étudiés.

La figure n°22 présente la varation du pH dans le compartiment
d'alimentation pour une densité de courant de 100 A/m?. Aucun changement du
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pH n'a été observé pour le pH initial de 8,5. Avec des pH initiaux de 9,5 et 10,5,
les courbes obtenues sont semblables a celles de la neutralisation.

13 4
12 A
@‘11—
= ‘ —o—pH=85
T 10 - —e—pH=9,5
—a—pH=10,5

8 1 T 1 T 1 i T
0 60 120 180 240 300 360
temps (min)

Figure n°22 : Evolution du pH dans le compartiment alimentation pour une
densité de courant de 100 A/m?

Au début de I'expérience, les ions hydroxyles (OH") fournis par la membrane
bipolaire sont neutralisés par les acides aminés qui, simultanément, vont migrer
dans le compartiment récupération, d'ot le pH augmente légérement. Lorsque la
quantité en ions OH™ devient plus importante que celle des acides aminés, le pH
augmente de facon significative. Pour une densité de courant donnée,
l'augmentation du pH observé est obtenue pour un temps plus court avec un pH
initial de 10.5 plutét qu'avec un pH de 9.5.

Pour les membranes bipolaires, la production des ions H* et OH™ dépend de
l'intensité de courant. Le pH change dans le compartiment d'alimentation peut étre
en rapport avec la densité du courant. A un pH initial de 8.5 (Fig.23), une légére
augmentation du pH est observée seulement avec la plus haute densité de
courant (200 A/m?).
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Figure n°23 : Evolution du pH d’alimentation en fonction du temps pour
différentes densités de courant et a pH initial de 8,5.

Pour un pH initial de 9.5 (Fig.24), le pH augmente trés légérement pour la
densité de courant de 50 A/m? pendant que les courbes de neutralisation sont

obtenues pour 100 et 200 A/m?.
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Figure n°24 : Evolution du pH d’alimentation en fonction du temps pour
différentes densités de courant et a pH initial de 9,5.
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A pH initial de 10.5 (Fig.25), la neutralisation de I'acide aminé est atteinte avec
les trois densités de courants utilisées. Ces résultats montrent que le temps pour
que le pH du diluat augmente de fagon significative, devient plus court et plus
important avec I'augmentation du pH initial et de la densité de courant.
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Figure n°25 : Evolution du pH d’alimentation en fonction du temps pour
differentes densités de courant et a pH initial de 10,5.

Durant toutes les expériences, le pH augmente avec le temps dans le
compartiment réception en dépit de la production de protons par {a membrane
bipolaire dans ce compartiment (Fig.26).

72




Utilisation des membranes bipolaires en vue de séparation des acides aminés neutres

4 -
3,5 -
]
T 3
Q
Q
S —— 50
L 25 Alm2
T —0— 100 A/m2
o
2 4 ——200 A/m2
1,5 T T T T T T
0 60 120 180 240 300 360
temps (min)

Figure n°26 : Evolution du pH de réception en fonction du temps pour

différentes densités de courant et & pH initial pour I'alimentation
de 9,5.

Ce résultat peut s'expliquer par le fait qu'il y a une fuite de protons a travers la
membrane échangeuse d'anions vu que la concentration en ions H' est
relativement élevée (102 M) au début de I'expérience. Un équilibre entre la
production des ions H" et OH™ et les réactions de neutralisation est alors atteint.
Les figures 25 et 26 montrent que des valeurs constantes du pH ont été atteintes
dans les deux compartiments pour les temps suivants: approximativement 300 et
100 min pour respectivement, 100 et 200 A/m?. Néanmoins, aucune influence
considérable du pH dans le compartiment réception n'a été observée sur le
rendement faradique, comme sur le pourcentage d'extraction des acides aminés.

Par conséquent, seule l'influence du pH dans l'alimentation sera discutée pius
tard.
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I11.2.2 Rendement d'extraction

L'étude du rendement d'extraction est exprimée par la relation suivante:

_nia(Récupération) (22)

Rex= n3.(Alimentation)

ou ni, et n},sont respectivement le hombre de moles d'acides aminés dans ie
compartiment réception au temps t et dans le compartiment alimentation a
temps 0.

Les rendements d'extractions, déterminés a partir des mesures de
concentration de chaque acide aminé, sont rassembiés dans le tableau 11. En
prenant en considération la densité de courant et le temps de I'expérience, 45% et
90% seulement des acides aminés pourraient étre extraits pour respectivement 50
et 100 A/m?. Pour 200 A/m?, Ia totalité des acides aminés pourrait étre extrait.

Tableau n°11. Rendement d'extraction (%) par électrodialyse pendant 6 h.

% des fractions d'acides aminés
pH
alimentation
I (A.m’z) 50 100 200 50 100 200 50 100 200

8.5 9.5 10.5

Gly 364 668 784 452 876 924 452 76 68.8
Ser” 288 584 728 368 832 872 408 772 58
Ala 204 39 6 34” | .23.6 716 592 236 .54 47.6
Val- 136 328 316 204 448 | 39.2 | 204 ;'30.4 307.78

Phe 26 452 292 364 642 556 364 428 4038

Les valeurs de rendement d’extraction sont exprimées comme une fonction du
nombre total de charges électriques qui ont migré a travers la membrane
d'échangeuse d'anions. La forme des courbes de la serine et glycine d'un cété, et
alanine, phénylalanine et valine de l'autre, est différente. Les Figures 27 et 28
illustrent les différentes courbes obtenues a pH 9.5 pour trois densités de courant.
Dans chaque cas, les meilleurs rendements d'extraction ont été obtenus pour une
densité de courant de 100 A/m2 Pour 50 A/m?, le taux de production d'ions OH"
n'est pas suffisant pour permettre la neutralisation totale des acides aminés. Par
contre, pour 200A/m? un excés d'ions OH" est produit.
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De plus, les figures 27 et 28 montrent que la serine et la glycine sont mieux
extraites que les autres acides aminés. Les rendements d'extraction obtenus pour
un courant de 10800 C et des pH initiaux de 9.5 et 2 dans les compartiments
alimentation et récupération sont les suivants (Fig.12):

Tableau n°12: Rendemént d’extraction obtenu pour un courant de 10800C
et pH initiaux de 9,5 et 2.

Acides aminés Rendement d’extraction (%)
Glycine 87,6
Serine | 83,2
Alanine 71,6
_ ‘;;“ne S T o 44,'8._ }
 Phényllanine | 642

La migration de ces acides aminés peut étre déterminée en rapport avec
leurs masses molaires et le pKa (NH3") (Tab. 13).

Tableau n°13 : Caractéristiques des acides aminés.

Ala Gly Phe Ser Val
CH;- H- CeHs~CH,- HO-CH,- (CH;),-CH-
CH(NH;)COOH CH(NH,)COOH CH(NH,)COOH CH(N H;)COOH CH(NH,)COOH

Masse Molaire 89.1 75.07 165.2 105.09 117.15
pK; (COOH) 2.34 | 2.34 2.16 2.19 2.32
pK2(NH;") 9.69 9.?8 | 9.18 9.21 9.62
pl 6.00 | 6.06 | 5.‘67 5.70 5.96

D'un cbté, la migration augmente si la quantité d'anions augmente. De f'autre
cote, la perméabilité de la membrane est plus grande pour des anions plus petits.
Le plus haut rendement d'extraction a été obtenu pour la glycine a cause de sa
masse moléculaire qui est la plus basse des cing.
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La quantité de serine extraite, malgré que sa masse moléculaire soit plus
grande, est plus importante que celie de l'alanine: ce résultat peut s’expliquer par
le fait que le pKa (NH3") de la sérine est plus faible. Pour les mémes raisons, la
guantité d'extraction de la phénylalanine est plus importante que celle de Ia valine.

111.2.3 Rendement faradique:

Le rendement faradique est un parameétre important dans les procédés
d'électrodialyse. |l est donné par la relation suivante:
1
Re 22X xF (23)
ixt
Ou zaa est la valence électrochimique de I'acide aminé, nly, est le nombre de

mole d'acide aminé dans le compartiment récupération au temps t, F est la
constante de Faraday et i est l'intensité de courant.

Si nly 4 estla quantité en moles des cing acides aminés dans le compartiment
récupération, Re représente le rendement faradique de la totalité des acides
aminés. Comme illustré dans les Figues 29 et 30, le meilleur Rg
approximativement 80 %, a été obtenu avec un pH d'alimentation de 9.5 et une
densité de courant de 100 A/m®. Cela confirme les résultats des rendements
d'extraction.

100 .

80 D\a—\
' bo———

60 - T

g O'\—o\<3
& S
40 - —o—pH=9,5 ) 5
o pH=85 lflOO Am
20 —~—pH=10,5|
0 60 120 180 240 300 360
t {min.)

Figure n°29 : Influence du pH sur I'évolution du rendement faradique en
fonction du temps.
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Figure n°30 : Influence de la densité de courant sur I'évolution du rendement
faradique en fonction du temps

Si le pH et la densité de courant sont trop bas, la quantité d'ions OH" produite
est trop faible pour transformer la totalité des acides aminés sous leurs formes
anioniques. Par conséquent, le courant électrique est porté par les ions hydroxyles
et diminue en partie le rendement faradique.

Si par contre, le pH et la densité de courant sont trop forts, la conductivité
électrique peut étre obtenue par le transport d'ions hydroxyles qui résulte de leur
grande mobilité. Le rendement faradique est ainsi réduit en dépit de la
neutralisation totale de I'acide aminé de cette fagon.

111.2.4. Fuite de l'acide aminé a travers la membrane bipolaire

U'efficacité du processus peut aussi étre réduite par les pertes d'acides
aminés.qui traversent les membranes bipolaires. Dans des travaux antérieurs (El-
Moussaoui et al, 1994 ; Gineste, 1996), les fuites du sodium et des chlorures a
travers les membranes bipolaires ont été étudiées. Une fuite de quelques pour
cent a éte obtenue en fonction de la concentration de NaOH et/ou de HCI. Les
pertes peuvent étre aussi importantes pour des petites molécules faiblement
ionisées tels que SO,, NH3 et HF (Mani, 1991).
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Les résultats obtenus lors de cette étude montrent qu'une fuite de l'acide
aminé se produit a travers la membrane bipolaire qui sépare le compartiment
d'alimentation du compartiment cathodique. La plus grande valeur (6 %) a été
obtenue avec le plus petit acide aminé ; a savoir la glycine (Fig.31).

La fuite maximale s'effectue a un pH de 8,5 parce que la plupart des acides
aminés sont sous forme neutre et peuvent ainsi diffuser a travers ila membrane
bipolaire.

7
6 o i=50A.m-2
= —o—i=100A.m-2
&5
© ~t— {=200A.m-2
g4
(o))
5 3 Hoim = 8.5
@ PHalim = O,
E’ 2
1
0 60 120 180 240 300 360
temps (min.)

Figure n°31: Evolution de la fuite de la glycine a travers la membrane bipolaire
pour différentes densités de courant.

Comme mentionné précédemment, lorsque le pH ou la densité de courant
augmente, les acides aminés sont transformés sous la forme basique qui migre a
travers la membrane échangeuse d'anions préférentiellement vers le
compartiment récupération. Sous les conditions optimales d'extraction, c'est a
dire: pH=9.5 et i=100 A/m?, la fuite est approximativement de 2 % pour la glycine,
0.6 % pour la serine et I'alanine et 0.04 % pour la valine et la phénylalanine.

Les résultats obtenus lors de cette étude réalisée a I'échelle iaboratoire sont
trés prometteurs. Le pH initiali dans le compartiment alimentation et ia densité de
courant sont des parametres treés importants sur le rendement de l'opération. S'ils
sont trop faibles, la quantité d'ions hydroxyles formée n'est pas suffisante pour
transformer toute la quantité d'acides aminés sous la forme anionique.
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Si par contre, ils sont trop forts, les ions OH sont présents en excés dans le
compartiment alimentation et une compeétition a lieu entre l'electro-transport des
ions OH" et AA". Et dans ce cas, I'extraction des acides aminés diminue et diminue
les performances du procédé.

Lors de cette étude, les conditions optimales de pH et de densité de courant
sont respectivement 9,5 et 100 A/m2.

L'usage de la membrane bipolaire améliore Je procédé d'électrodialyse parce
qu'ilt fournit une méthode pour transformer I'onisation de ces espéces seulement
avant et aprés leur extraction, sans le besoin d'ajouter des réactifs. Donc, les
acides aminés sont récupérés sous la forme neutre et pas sous la forme sel.

Enfin, une application de Vélectrodialyse classique a été realisée en vue de
concentrer un acide aminé produit par voie de synthese, & savoir la phénylalanine
et cela en vue de tester I'opportunité de I'utilisation de cette technique dans des
procédés industriels. Une étude a été réalisée en vue d’évaluer les performances
de ce procédé dans le dessalement et la concentration de solutions contenant ia
phenylalanine.
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I1.3- APPLICATION DE L’ELECTRODIALYSE AU DESSALEMEMENT
DE SOLUTION INDUSTRIEL DE PHENYLALANINE

Les acides aminés produit par synthése organique sont souvent dilués dans
des solutions salines. Le probléme de déminéralisation des solutions salines se
pose avec acuité pour les industriels.

Dans le cadre de nos travaux de recherche, nous nous sommes intéressés 3
la déminéralisation d'une soiution industrielle contenant de Ia phénylalanine et du
sulfate d'ammonium et de sodium.

La phénylalanine est un acide aminé possedant une fonction carboxylique,
une fonction amine et un radical aliphatique dont ies pK ont les valeurs suivantes:

pKi=2,16 pK> =9,18 pl =567

L'équilibre ionique de la phénylalanine selon qu'il est en milieu acide, basique
Ou neutre est le suivant:

CsHs-CH-CH,-COO" CsHs-CH-CH,-COO" < CsHs-CH-CH,-COOH

| l !
NH, NH;' NH;*

Porteuse d'une charge positive en miliey acide, la phénylalanine devient
électriquement neutre par Ia présence simultanée d'une charge négative et d'une
charge positive appelée communément zwitterion ou Amphion. En milieu basique,
la fonction amine perd son proton ainsi que la fonction carboxylique.

IT1.3.1- Concentration de I'acide aminé produit par synthése organique :

L'acide aminé produit par synthese organique est extrajt par le biais d'un
électrodialyseur a 5 compartiments équipés de membranes échangeuses d'ions
CDS-Morgane-solvay et ADP-Morgane-Solvay (préalabiement présentés).

Dans une premiére étape, la déminéralisation de Ia solution a été réalisée sur
des membranes non préconditionnées. Les résultats obtenus, présentés sur la
figure 32, indiquent une perte en acide aminé de 25 9 aprés 10 heures de
deminéralisation. Cette perte trop élevée en phénylalanine, rend inéfficace le
procédé d'électrodialyse dans ces conditions.
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Figure n°32 : Pourcentage de perte de la Phénylalanine et des ions Na*, SO et
NH," utilisant une membrane non conditionnée.

Dans une deuxiéme étape, nous avons pré conditionné les membranes
d'électrodialyse en les trempant dans la solution a traiter pendant 18 heures avant
l'opération de déminéralisation.

Les résultats obtenus aprés ce premier pré conditionnement, ont permis de
constater une nette ameiioration des performances du procédé d'électrodialyse
(Fig.33). En effet, les pertes en phénylalanine sont passées de 25% a 13 %.

Dans ce cas, la déminéralisation des ions NH4" et SO4~ est pratiquement
totale. Le rendement faradique de cette opération est de I'ordre de 96 %.
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Figure n°33 : Pourcentage de perte de la Phénylalanine et des ions Na’, SO et
NH, utilisant une membrane pré-conditionnée.

Dans une troisiéme étape, nous avons opéré a un pré conditionnement
original de la membrane qui consiste a la modification de la surface des
membranes échangeuses d'ions par adsorption de BSA (Co=10 g/l) durant deux
heures. Les résultats obtenus avec ces nouvelles membranes pré conditionnees
ont permis de limiter les pertes en acides aminés a 5 % pour une déminéralisation
pratiquement totale des sels contenues dans la solution (Fig.34). Un rendement
faradique de 98 % a été obtenu lors de cette derniere opération.
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Figure n°34: Pourcentage de perte en Phénylalanine et des ions Na*,
SO/ et NH,* aprés traitement a la BSA

Avec des conditionnements de membranes d'électrodialyse judicieusements
-choisies, I'électrodialyseur s'est avéré trés efficace pour la déminéralisation d'un
produit de la synthese organique de la phénylalanine dans un procédé industriel.
Dans ce cadre, un original pré conditionnement des membranes echangeuses
d'ions a l'aide de la BSA a été proposé et a ouvert un champ d'application de
I'€lectrodialyse dans ce domaine.

En conciusion des travaux de recherche réalisés 3 I'aide de procédeés
électromembranaires, nous pouvons affirmer avoir confirmé 'efficacité de ces
procedes lors de la concentration et séparation des acides aminés, une fois les
parametres opératoires optimisés. Le choix des membranes et du procédeé se
sont averés trés importants et déterminant lors de la prise de décision des
industriels. En effet, Les procédés électromembranaires ont pu résoudre les
problemes de séparation et de concentration de ces acides aminés provenant
aussi bien de produits biologiques issus des rejets d'industries agroalimentaires
que d'un produit industriel de synthése organique d'acide amine.

Enfin, plus récemment une nouvelle technique membranaire, a savoir ia
nanofiltration (Rauntenbach et al., 1990 ; Tsuru ef al.. 1994 ; Martin-Orue ef al., 1998 :
Guizard, 1998), a fait son apparition sur le marché. L’application de cette derniére
technique pour la concentration des acides aminés nous est apparue
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intéressante sachant que de plus hauts débits sont obtenus avec la nanofiltration
comparativement a I'électrodialyse. Notre interét s'est porté sur l'utilisation de
cette derniére technique afin de déterminer son potentiel d’application dans le
domaine de la concentration et séparation des acides amine.




Séparation des acides par nanofiltration

I11.4. RETENTION DES ACIDES AMINES AVEC UNE MEMBRANE
DE NANOFILTRATION D’ALUMINE y

La nanofiltration est un procédé membranaire permettant la concentration de
peptides des acides aminés (Martin-Orucer al., 1998 ; Garem et al, 1997). Lors de
cette étude, notre intérét s'est porté sur Iétude de Vinfluence de différents
parameétres tels le pH, la pression transmembranaire et la concentration en sel sur
le taux de rejet observé (R,) de quatre acides aminés pour une membrane
minérale. Le comportement de chacun des acides aminés étant seul ou dans le
mélange d'acides aminés a été analysé. Quatre acides amines ont eté utilisés lors
de cette étude: L-alanine, phénylalanine, L-glutamique et arginine. Les
caractéristiques de ces derniers sont présentées sur le tableau n°14 decrit
précédement dans la partie expérimentale.

Tableau 14: Caractéristiques des acides aminés utilisés

Point Masse Rayon
Acide aminé  Abréviation g o104 que  Moléculaire (nm)
L- Alanine Ala 6.00 89.1 0.238°
Phenylalanine Phe 5.69 165.2 0.293°
L-Glutamique Giu 3.22 147.1 0.28°
Arginine Arg 10.75 174.2 0.30°

a: En utilisant la refation rs = rp (Mu/Myco 100) > (C. Martin-Orue-1998)
b . ( R. Schnabel ef «/ -1988)

111.4.1- Influence des conditions expérimentales sur le régime permanent
de la nanofiltration

Linfluence des conditions expérimentales sur le regime permanent a étg
étudié en déterminant la variation du flux de perméat durant la nanofiltration.
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Les résultats présentés sur les figures 35 a 39 indiquent que le flux de
permeat de la nanofiltration pour des solutions contenant seulement un acide
aminé (avec une concentration initiale de 107 M) et une mixture d'acides aminés
(ayant chacun une concentration de 102 M dans le mélange) a atteint le régime
permanent a un temps expérimental de 60 minutes et cela indépendamment de la
valeur du pH allant de 4 & 8.

30 |
L-Arginine HCI
E
L
= Mcmbrane alumine v ; (L,=(J__ﬂOlM ; pH=6 |
20 AP = | MPa; T =20°C: ; {
Crcr = 0.IM 1 U = 0. 1mv/s \ ——pH=8 |
|
15
0 1 2 3 4 5 6

1 temps (h)

Figure n° 35: Evolution du flux de permeat de la L-arginine HCI par nanofiltration
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Figure n® 36: Evolution du flux de permeat de Ia L-phenylalanine par nanofiltration
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Figure n° 37: Evolution du flux de permeat de la L-alanine par nanofiltration
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Figure n° 38: Evolution du flux du permeat du L-Glutamique Na par nanofiltration
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Figure n® 39: Evolution du flux du permeat du melange par nanofiitration
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Une augmentation du pH des solutions contenant les acides aminés induit une
augmentation du flux de perméat de la membrane minérale et cela quelque soit Ia
solution utitisée. Le flux de permeat est |égérement influencé lorsque le pH varie
de 4 a 6 comparativement au pH 8. Ce résuitat peut s’expliquer par le fait qu'a pH
8, nous sommes pratiquement dans la zone du point de charge zéro pour la
membrane minérale. Ces résultats sont en accords avec ceux obtenus par
Guizard (1998) qui a démontré qu’un flux maximum d’une membrane minérale a
base de zircone est obtenu pour des valeurs de pH proches de la zone du point
de charge zéro.

Les résultats obtenus avec les solutions contenant un seul acide aminé sont
pratiquement similaires avec le mélange des acides aminés (Fig. 40 et 41). En
effet, dans les deux cas I'équilibre est atteint au bout de 60 minutes. Le flux de
perméat obtenu pour le mélange d’acides aminés est du méme ordre de grandeur
que le plus faible flux de permeat obtenu avec la solution contenant uniquement
Facide glutamique. Le transfert de solvant a travers la membrane peut étre
expliqué par le couplage des effets de la formation de la couche de polarisation et
des phénoménes électrocinétiques rencontrés sur la membrane.

| 80 1 Membrane alumine vy ; C,=0,01M ; AP=1
MPa: T=20°C; Cnyo=0.1M; U=0_1m/s | —— Ala |
| —o—Phe i !
60 - | —a— Glu i 1
| —~—Arg | |
;\§ |
~ 40 -
e !
20 -
| ;
-0 1
3 5 7 9

pH

Figure n°40 : Evolution du coefficient de rétention en fonction du temps pour
chaque acide aminé seul.
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Figure n°41 : Evolution du coefficient de rétention en fonction du temps pour le
melange d’acides aminés.

Les effets de ces derniers sur la résistance de la membrane au passage du
solvant a travers les pores sont dépendants de la modification de la longueur de
Debye avec la force ionique et le pH de la solution (Masawaki er al., 1994).

L'effet de la force ionique sur le flux de perméat de nanofiltration a été étudié
a l'aide de trois solutions de NaCl a un pH 6 ayant des concentrations allant de
10° a 10'M. La nanofiltration d’une mixture d'acides aminés a différentes
concentrations de NaCl (Fig.42) a confirmé que le régime d’équilibre est atteint au
bout de 60 minutes et cela indépendamment de la valeur de la force ionique. I a
éte aussi observé que la concentration de sel influe peu sur la valeur du flux de
perméat.
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Figure n°42 : Evolution du coefficient de retention sur le mélan_g-é"dl’éé}'de aminé

L'effet de la pression transmembranaire (AP) sur le flux de perméat lors de la
nanofiltration des acides aminés une autre fois que le régime permanent est
atteint au bout de 1 heure pour AP variant de 0.6 &4 1.2 MPa (Fig.43). La
croissance de la pression transmembranaire induit une augmentation du flux de
perméat indiquant que le gel ne s’est pas formé sous ces conditions opératoires.

Ces résultats sont en accords avec le modele des pores (Paine er al., 1975).
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Figure n°43 : Evolution du coefficient de retention en fonction de la pression
transmembranaire du mélange d’acide aminé
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I11.4.2 Taux de rejet observé lors de la nanofiltration des acides aminés

Les performances de la nanofiltration en vue de la concentration ou séparation
des acides aminés ont été évaluées par le biais de la détermination du taux de
rejet observé (R,). Ces taux déterminés expeérimentalement ont été comparés aux
taux de rejet calculés (R; ) obtenus par la relation de Paine et Sherr :

R=Rs = (1-A(x -2)%exp(-0.71461)2 .

Les taux de rejet calculés R, de chaque acide aminé utilisé sont présentés sur
le Tableau 15. Les valeurs obtenues indiquent que pour 'ensemble des acides
aminés le taux de rejet R, est inférieur a 5% Ces faibles valeurs de R, indiquent"
que le phénomeéne de rétention par effet stérique aura peu d’influence sur le taux
de rejet observé R,.

Tableau 15 : Le taux de rejet calculé Ry de chaque acide aminé

Acide aminé Rs (%)
L- Alanine 3.3
L-Phenyialanine 4.8
L-Glutamic 4.4
B L-Arginine 5.0

La variation du taux de rejet observé pour différents pH et acides aminés a été
determinée durant la nanofiltration. Les résultats obtenus, permettent de constater
que la valeur stable du taux de rejet R, est atteinte au bout de 60 minutes. Ce
temps correspond au temps nécessaire pour I'obtention du régime permanent de
la nanofiltration.

Nous pouvons aussi constater que les valeurs de R, pour I'ensemble des
acides aminés sont différentes des valeurs calculées par le biais de Ia relation de
Paine et Sherr basée sur |'effet stérique. Il en ressort ainsi que ce phenomene a lui
seul n'est pas représentatif du transport a travers la membrane minérale de
nanofiltration. Ce qui nous raménent a considérer que les effets de charge
électriques, phénomeéne basé sur la répulsion des charges électriques et cela en
conformité avec la théorie de Donnan : R, = 1-(varZCo/M)yZ2,
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Les taux de rejet observé déterminés aprés quatre heures de manipulation
pour chacuns des acides aminés utilisés sont présentés en fonction du pH sur la
figure n°40. Ces résultats indiquent que l'augmentation du pH induit une
décroissance du taux de rejet observé et cela quelque soit I'acide aminé utilisé.
Toutefois, il est apparu que indépendamment de la valeur du pH, le taux de rejet
observé de la phénylalanine est plus important que celui de 'alanine. Ce résultat
peut s'expliquer par la présence du groupement phényle au niveau de la molécule
de phénylalanine permettant ainsi d'avoir un volume plus important pour cette
molécule que celle alanine. Les valeurs des taux de rejets calculés Rs basés sur
la gene stérique (Tab.15) ont montré que le taux de la phénylalanine (Rs = 5 %)
est legérement supérieur a celui de I'alanine (3%).

Sachant que la région du point de charge zéro de I'alumine y est de l'ordre de
pH 8, une croissance du pH 4 au pH proche de la région du point de charge zéro
de Falumine y induit une réduction de la densité de la charge électrique positive
de la membrane et sur les pores de la membrane de nanofiltration.

Il a été aussi constaté que bien que l'acide glutamique et l'arginine ont la
méme taille en termes de diamétre (Tab.14), les taux de rejet observé ont été trés
différents pour ces deux acides aminés. En effet, le taux de rejet observé de
I'arginine est pratiquement le double par rapport a celui de I'acide glutamique. Ce
résultat peut s'expliquer par le phénomeéne de répulsion dii aux charges
electriques conformément a la théorie de Donnan. Cela peut s'expliquer, d'une
part, par le fait que l'arginine, en tenant compte de son point isoélectrique
(Tab. 14), est totalement sous forme de cation. D’autre part la croissance du pH
diminue la densité de charge positive de la membrane de nanofiltration jusqu’a la
neutralisation de cette derniére dans la région du point de charge zéro. Le
phénomene de répuision électrostatique est mois important au fur et mesure que
F'on se rapproche de région du point de charge zéro

A un pH de l'ordre de 8, correspondant a la region du point de charge zéro
(Guizard, 1998), l'effet de la répulsion électrostatique peut étre considéré comme
negligeable. Le taux de reJet observe des acides aminés dans ce cas peut étre
considéré comme résultant de l'effet stérique, c'est a dire R =R;. Les résultats
obtenus pour les solutions contenant un seul acide aminé indiquent que les taux
de rejet observé déterminé expérimentalement sont supérieurs aux valeurs des
taux de rejet R;. Ces résultats peuvent étre du au fait que la présence d’acides
aminés pourrait donner a la membrane leur propre signe (Masawaki es al., 1994).
Des résultats similaires ont été déja obtenus par Alami et al. (1994) avec une

membrane de nanofiltration en alumine .
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Le taux de rejet observé des acides aminés sous forme basique et acide est
d’'une maniére géneérale gouvernee par le phénoméne de répulsion par les
charges électriques avec la surface de la membrane. Toutefois une différence a
éte observée entre les taux de rejet obtenus pour les acides aminé seul_dans la
solution et ceux déterminer dans la mixture des acides aminés. Cela peut
s'expliquer par la présence des nombreux acides aminés dans la mixture qui
reduisent la répulsion membrane / co-ion. Cette réduction peut provoquer un
accroissement de la force ionique locale ou par annulant la charge de Ia
membrane (C. Martin-Orue et al., 1998 ; C. Guizard, 1998). Signalons toutefois pour
les acides aminés neutres tels I'alanine et phénylalanine ia croissance de leur
taux de rejet dans la mixture par rapport & ceux obtenus dans la solution avec un
seul acide aminé, et cela indépendamment de la valeur du pH. Cela peut
s'expliquer par le fait que le transport de ces acides aminés est dépendant de la
retention des co-ions et par la présence des contre ions dans la mixture. Il faut
toutefois noter que dans la région du point de charge zéro, 'ensemble des acides
amines contenus dans la mixture ont pratiquement le méme taux de rejet.

L'influence de la pression transmembranaire sur le taux de rejet observé dans
la mixture des acides aminés est présentée sur la figure 43. Nous remarquons
que les acides aminés neutres ont un taux de rejet indépendant de la pression
transmembranaire allant de 0.6 a 1.2 MPa. En effet, une faible décroissance du
taux de rejet n'excédant pas 3% a été mesurée avec 'augmentation de la
pression transmembranaire. Pour l'acide glutamique chargé négativement a un
pH = 6, une augmentation de AP se traduit par une réduction du taux de rejet de
la membrane de 7%.

Une augmentation de AP de 0.6 a 0.8 MPa durant la nanofiltration de
I'arginine (charge positivement) dans la mixture se traduit par une croissance du
taux de rejet. Cette amélioration des performances de la membrane peut étre
expliqué par la pénétration et/ou I'adsorption des acides aminés chargés

- positivement & l'intérieur des pores fins sous une importante pression ce qui induit
une augmentation de l'influence de I'effet de répulsion par charges.

A des pressions AP supérieure a 0.8 MPa, le taux de rejet observé tend vers
un palier a 70 %.

L'influence de la force ionique de la solution sur le taux de rejet observé de Ia
membrane minérale est représentée sur la. La variation de la force ionique est
assurée par différentes concentrations de NaCl allant de 0 a 0,1 M. Les résultats
obtenus pour les deux acides aminés neutres (alanine et phénylalanine) indiquent
que I'effet de la concentration du sel est négligeable.
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Toutefois, pour les acides aminés chargés (acides et basiques) une
augmentation de la concentration en sel induit une décroissance du taux de rejet
observe de la membrane de nanofiltration. L'adsorption de contre ions présents
dans la solution peut résulter par la neutralisation de la surface de la membrane et
de plusieurs sites ioniques de la membrane d'alumine (Guizard, 1998 ; Bardot et al.,
1995).

En conclusion de cette partie, il est apparu que la nanofiltration avec une
membrane chargée et aux conditions optimales peut étre utilisée pour la
séparation des acides aminés ayant une masse moléculaire du méme ordre. De
méme, l'effet de la géne stérique est peu importante compare aux techniques
d'ultrafiltration et microfiltration. La nanofiltration des acides aminés dépend
fortement de la composition de la solution et des conditions hydrodynamiques.

Pour comprendre les mécanismes de la nanofiltration des acides aminés il a
ete nécessaire de tenir compte de leffet des charges électriques et de la
presence des co-ions et des contre ions.
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Conclusion

L'objectif principal de cette recherche, a savoir la maitrise d’'une technologie
simple a mettre en ceuvre en vue de produire des acides aminés concentrés a
partir de rejets agroalimentaires a été atteint. En effet, les travaux de recherche
réalisés ont permis de mettre en évidence [Iefficacité des procédés
électromembranaires lors de la concentration et la séparation des acides
aminés, une fois les paramétres opératoires optimisés. Le choix des
membranes et du procédé sont trés importants et peuvent s'avérer déterminant

lors de la prise de décision des industriels.

Pour aussi bien un produit biologique issu des rejets d'industries
agroalimentaires que d'un produit industriel de synthése organique d’acide
aminé, les procédés électromembranaires ont pu résoudre aussi bien les
problemes de séparation de ces acides aminés que ceux de la concentration de
ces derniers. Des essais a I'échelle pilote ont pu étre réalisés et des résultats

trés encourageants ont pu étre obtenus.

De plus, avec des conditionnements de membrane d'électrodialyse
judicieusement choisi, I'électrodialyse s'est avérée trés efficace pour la
déminéralisation d'un produit de la synthése organique de la Phénylalanine dans
un procédeé industriel. Dans ce cadre, un pré conditionnement original des
membranes échangeuse d'ions a l'aide de la BSA a été proposé et a ouvert un
champ d'application de I'électrodialyse dans ce domaine a I'échelle industrielle.

Enfin, la nanofiltration avec une membrane chargée peut étre utilisée pour
separer les acides aminés ayant des poids moléculaires similaires dans des
conditions opératoires bien choisies. La nanofiltration des acides aminés est
fortement influencé par I'environnement et par les parameétres

hydrodynamiques. Cette nouvelle technique est en plein essor et des
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Conclusion

recherches dans le domaine s'avérent encore nécessaire en vue d'

exploiter
cette technique.

Des essais a I'échelle industrielle s'averent nécessaire en vue de quantifier

de maniére plus précise l'opportunité et ies performances economiques des
procédés membranaires utilisés.
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Les opérations Successives a mener en vue de réaliser une électrodialyse
Sur un produit donné sont comme il suit :

¥ Vider I'eau de I'ensemble des circuits hydrauliques.

* Remplir respectivement les bacs produit, saumure et électrolyte 3 I'aide
de solutions adéquates

* Mettre en fonctionnement I'ensemble des trois pompes

¥ Régler les débits duy Concentrat et diluat en affichant la valeyr désirée
sur le débitmetre

* Mettre le générateur en marche

¥ Récupérer les solutions produit et saumure

* Effectuer des lavages successifs des compartiments produits et saumure
a I'eau distillée (voir annexe)

v Laisser toujours l’appareillage rempli d'eau pour éviter |a détérioration
des membranes par séchage.
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Annexe

VI1.2.3 - Analyse des Acides Aminés :

a - par la Ninhydrine :

La détermination des concentrations des acides aminés a eté effectuée a
laide de la ninhydrine comme révélateur suivie d'une lecture au
spectrophotometre (MILTON-RQOY Spectronic). Toutefois, il est important de
signaler que cette technique est quantitative et non qualitative.

Le mode opératoire est le sujvant

» Dissoudre 0,4d de ninhydrine dans 2 ml d’ether monoethylique de
I'ethyléne glycol.

v Dissoudre 50 ml d’hydridantine dans 2 m! d’ether monoeéthylique de
I'éthyiene giycol.

¥ Meélanger les deux solutions avec 50 mi de tampon pH=5,5 (4M).
* Mettre dans un tube 3 essai.

o 0,5 ml de solution & analyser

o 1 mlde solution tampon pH=55 (1M)

o 2 mide la solution de ninhydrine
» Chauffer dans un bain marie pendant 15 min.

v Laisser refroidir a I'obscurité pendant 30 minutes.

v Faire la lecture au spectrophotometre a A=570 nm.

b- par Chromatographie en Phase Liquide a Haute Performance :

Cette technique permet lidentification et |a quantification des acides aminés.
La méthode AccQ-Tag developpée par la firme Waters a ete utilisée pour
identifier les acides aminés a laide d'un appareillage Waters (détecteur
fluorescence ou Ultraviolet) en se basant sur la méthode de dérivatisation,

L'intérét de la technique AccQ-Tag est que les dérivés formeés peuvent étre
detectés par fluorescence a 395 nm ou par Ultraviolet & 254 nm. Cette technique
de detection est treés spécifique et trés sensible allant jusqu'a 25 pMoles pour
chaque acide aminé (Fig. 45).
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Figure n°44 : Vue d’ensemnble de I'électrodialyseur de laboratoire

V1.2- TECHNIQUE D’ANALYSE :

VI1.2.1 — Dosage des chlorures:

Les ions chlorures ont été dosés par la méthode électrochimique selon la
méthode amperométrique a électrode d’argent (C. Audigic er al., T.2, 1983) utiliant
un titrateur automatique TACUSSEL, type TACL2.

VI1.2.2 — Dosage du Sodium:

Les ions sodium ont éte dosés par spectroscopie d’émission. Le principe
consiste @ porter a haute température une substance par nébulisation a
lintérieur d'un mélange d'acétyléne et d'air. En arrivant a la flamme, les
substances ainsi chaufféees emmettent des radiations qui dépendent de leur
nature. Les transistions électroniques, consécutives a I'xcitation des atomes
sodium emmettent a la longueur d'onde de 589 nm (C. Audigie ef al., T.1, 1983).

L'appareil utilisé est un spectrophotometre d’absorption atomique, le AA
20 de varian.



DosnAaAGgE DESs ACIDES AMINES

TECHNIQU E A

€CCQTag

f»
IDENTIF ICATION D E L'ANRA LYSE
Standardi

Volume injecté (ul): 2.5

Détecteur: 486

- Glycine | |

i | : j 5 ; i !
5 Histidine | ; } ; i ?

5 : Threonine
: : EAldniné
g : : Proline
e cyatine
e Trrosine |
i :

Valing
: Meﬁhioéine?
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Introduire dans chaque tube a essai 10 pl d’étalon interne
Ajouter dans chaque tube :

o 25 plde produit de dérivation (Acg-Tag)

o 50 pl de tampon phosphaté (Acg-Tag)
Chauffer a 50°C pendant exactement 10 minutes.

Injecter dans la HPLC.
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