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Généralement, la récupération et la séparation des acides aminés s’éffectue par
précipitation ou par chromatographie d’échange d’ions. Pour le méme objectif, en utilisant le
caractére ionique des acides aminés, nous avons procédé avec la téchnique d’éléctrodialyse.
Dans un premier temps, nous avons éliminé le sel contenu dans I'hydrolysit de cruor. Des
éssais de séparation par famille et de fractionnement des acides aminés basiques et amphotéres

sont ensuite réalisés a différentes valeurs du pH sur I’éléctrodyaliseur a quatre compartiments.

Abstract:

The recovery and the separation of aminoacids are in generaly realised by precipitation
and ion exchange chromatography. The aim of this work is to test electrodialysis using the
electrolytic of these elements. In the first experiment the sodium chloride are removed from
the solution of the mixtures of aminoacids. In the second time, we have shown that we can

obtain several fraction of aminoacids by means of succession of electrodialysis operation.
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L'augmentation rapide des colts de cérfaines matieres premiéres, dues a la

Introduction:

diminution des réserves naturelles mondiales fortement exploitées, incite les industriels
a deévelopper de nouvelles techniques peu couteuses et peu polluantes qui

permettraient de récupérer des produits valorisables initialement rejetés dans ia nature.

Du fait de la simplicité de construction des installations a capacité énergétique
et métallique faibles, I'application des procédés membranaires comme I'électrodialyse

pour répondre a ces besoins devient de plus en plus importante.

La technique d’électrodialyse développée primitivement pour le dessalement des
eaux saumatres et la récupération du sel de mer a été étendue uitérieurement au
secteur de la biotechnologie: déminéralisation de fluides contenant des biomolécules et
extraction de molécules chargées. Dans ce dernier cas le procédé d’électrodialyse
ouvre de trés intéressantes perspectives de couplage avec la fermentation pour realiser
Fextraction de molécules organiques ionisées telles que les acides amineés ou les sels
d’'acides organiques. Toutefois, cette opération nécessite 'emploi de membranes de
plus en plus variées et performantes, en effet, les molécules biologiques ont un
encombrement stérique plus important et sont chimiquement plus complexes que les
simples ions minéraux.

La production des acides aminés, matériaux de base de la quasi totalité des
protéines et des enzymes chez les organismes vivants, répond essentiellement a des
besoins alimentaires, thérapeutiques, et surtout a la nutrition équilibrée visant a
I'élevage rationnel des animaux. Le développement du marché des acides aminés
permet de mesurer l'enjeu économique que représente toute augmentation de leur
productivité. En 1984, la capacité mondiale de production de I'arginine etait 500 tonnes
a un prix moyen 26 $ / Kg. A la méme époque, la proline produite a raison de 100t /an
se vendait & 97$/Kg. ‘

La récupération des acides aminés s'effectue généralement par précipitation ou

par chromatographie d'échange d'ions. L'objectif de notre travail est d'étudier la



]

possibilité de récupération des acides aminés contenus dans le cruor, en mettant au
point I'électrodialyse comme procédé de séparation et d’extraction. Le choix du sang
comme matiére premiére a eté retenu pour deux raisons:

Du fait de sa richesse en protéines (15%) et de sa disponibilité.

K]

De son pouvoir polluant.

En Algérie, les quantités du sang rejetées chaque année ne sont pas connues
faute d'une étude sérieuse. Mais au vue de nombre d’animaux abattus chaque jour, ces
quantités doivent étre intéressantes. De plus ces rejets ne sont pas valorisés, le

gaspillage de protéine de bonne valeur biologique est donc important dans notre pays.

Nous avons consacré le premier chapitre de cette thése au rappel théorique sur
les acides aminés. La connaissance des propriétés Physico-chimiques de ces produits
est nécessaire pour notre étude.

Au cours du deuxiéme chapitre, nous avons présenté plusieurs notions
élémentaires sur Pélectrodialyse, les membranes échangeuses d’ions et le transfert de
masse.

La premiére étape de la partie expérimentale consiste & hydrolyser les protéines
du cruor pour libérer les acides aminés engagés dans les liaisons peptidiques. Une
étude pféliminaire sur le transport d’eau a travers les membranes d'électrodialyse nous
a permis de déduire que la déminéralisation des hydrolysats est nécessaire avant
d’entamer I'extraction des acides aminés. Pour cela I'élimination des sels minéraux était

I'objet de la deuxiéme étape de cette partie.

Dans une troisiéme étape, une étude du .- comportement des acides
aminés(Glutamique, Glycine, Lysine ) pour chacune des trois familles nous a permis

d’envisager la séparation du mélange en groupe de familles d’acides amines.

Des essais de fractionnement des acides aminés basiques et amphotéres sont

ensuite effectués a différentes valeurs du pH.



CHAPITRE I:

ACIDES AMINES



[-1. Généralités:

Tous les organismes vivants contiennent une quantité importante de protéines,
qu'il s'agisse des bactéries, des plantes ou des animaux.

Les protéines sont des biopolyméres fabriqués a partir d'unités élémentaires de
construction appelées « acides aminés » [1] [2].

L'édifice moléculaire des protéines naturelles peut renfermer jusqu'a 20 amino
acides différents, mais ils ne se retrouvent pas obligatoirement tous a la fois dans les
diverses Protéines [3].

La diversité des protéines provient du nombre d'acides amines accolés I'un

aprés |'autre et de 'ordre de leur enchainement.

}-2- Structure Générale:

Exceptions faites pour la proline et 'hydroxyproline, tous les acides aminés ont la

structure générale suivante:

H.N _CH—- COOH
}
R

Ces acides aminés ont donc en commun une fonction amine primaire et une
fonction carboxyle, portées I'une et I'autre par le carbone central ( carbone «).
Selon l'acide aminé, le radical R peut étre de nature aliphatique, cyclique ou

héteérocyclique.

Plusieurs classifications des acides aminés ont été proposées seion la structure
de radical R et la nature de groupement fonctionnel supplémentaire autre que la

fonction acide et la fonction amine commune a tous les acides aminés.

Le tableau | résume la classification, les structures, les pHi et les abréviations en

3 lettres des acides amineés.



Tableau N°1 : Classification et Structure des Acides Aminés .

Nom Abrev. Structures chimiques Pt. L. Sdutﬂitédmsi‘mul Observation

T : 2258 Acide Aminé non charge

apine: R 6,1 Suluble Avidde Amine non churgd

l...':."‘:':-:-:‘ (CH3)2 —CH - 6,8 6.8¢/l 1 Acide Amind newi  hareé

THE . 6,08 2.4g/ Acide Aminé non chareé

2.1 Avide aming non ciargg

?z;soseucme: ILEU 6,8




Tableau N°1 (Suite)

i Classification et Structure des Acides Aminés .

ARbrev.

Structures chimigues

Solubilité dans { eaut

Obseruatiaon

Actde Aminé noa chargd

Acide Amind non charoeé
o

L.
L.

.....

CH3S—(CH3)3:

Hevs-sH HS — CHp—

Acide Aming nes: charas

S

o
>

- .

F .o




Tableau N°1 (Suite) :

Classification et Structure des Acides Aminés .

N om

Rbrev.

Structures chimiques

P.1

gbservatidn

HOOC —CH?

Acide Aminé chargé négarivement a pH=6

GLU

HooC —(CHz)2

VAcide Aminé chareé néedtiveme,
~

rapH=A

Alidde Aming non churye

. {BLU-NH,

i !
HoN —C—~CHz—CHZ2

3,6

Acide Aminé non churgé




Tableau N°1 (Suite) : Classification et Structure des Acides Aminés .

N om Hbreu‘ Structures chimiques Pt. L. |Solubiite dans!'eau Observation

9,5 “Tres Acide Aminé charye
___________ Soluble paositivement « pH=6
14 ,? Trés Acicde Aminé chargd
Soluble positivement a pH=6

2 el Acfdde Anad e chared

Actefe Amind now charge




Tableau N°1 (Suite) : Classification et Structure des Acides Amines .

N om Rbreu Structures chimiques Pt. 1.} Solubii¥ dans]’eau Dbsefvation

SHEH Soluble

.............

Actede Anind nem chargd

_______ Tres Acide Aminé charz?d
5},5 Sotuble positiveen: ¢ nH=6
6 Acide Amine non cnared

..............




I-3. Propriétés physico-chimiques des acides aminés:

Un acide aminé peut se distinguer d'un autre, par son pouvoir rotatoire, sa
solubilité dans les solvants, ses propriétés acido-basiques, ses réactions chimiques

spécifiques ou par son spectre d'absorption UV s'il posséde une fonction aromatique.

a/ Absorption des acides amineés:

Les acides aminés absorbent fortement au-dessous de 230 nm mais ils
présentent des chromophores faibles dans la région UV et visible a I'exception des
acides aminés aromatiques tels que le tryptophane, ia tyrosine, rhistidine et la

phénylalanine qui absorbent entre 260 et 280 nm.

b/ Propriétés chimiques des acides amines:

Outre les réactions classiques des groupements carboxyliques et amings, |l
existe des réactions chimiques propres aux acides aminés, qui dépendent notamment
de la réactivité des fonctions portées par le radical R. Les réactions les plus

importantes sont celles utilisées pour I'identification des acides aminés.

¢/ Propriétés acido-basiques des acides aminés:

D'un point de vue général, le groupement carboxyligue commun a tous les
acides aminés leur permet de céder un proton en milieu alcalin, par contre le
groupement aminé leur permet de gagner un proton en milieu acide.

' HoN'—GH —CO0
R

Cette forme de Pacide aminé est électriquement neutre, on F'appelle “Amphion” cu

"Zwitterion”.

En solution aqueuse, si I'on fait un balayage du pH en allant du plus acide au

plus basique I'acide a-aminé est le siége de deux équilibres acido-basiques:

-H + - +
Hi N* —CIH —COOH — HaN'— (I_‘.H__. CoOO —— HzN—CiH_ CoO
+H” *
R R + H R
forme ' forme

amphion

cationique anionique

-9-



Ces deux réactions sont régies respectivement par les constantes d'équilibre Ka;
et Ka,. On définit le point isoélectrique (Pl) comme etant le pH pour lequel l'acide
aminé est entieérement sous forme amphotére:

pKa, + pKaz

PI

2
D’'une maniére générale, on distingue trois familles des acides aminés:

1) Acides aminés acides:

Le radical R contient un groupe carboxylique supplémentaire. Ce groupe est soumis
lui aussi a une deprotonation.

- H+ pKa‘
HOOC—CH, —CH; — CH —COOH ——— HOOC—CH, —CH; _CP —C00"~

‘_._....-—

NH', + | NHY,

pKaz
-H"'
HOOG—-CH,— CH;— CH— COQ0 ™ ——w— * OOC— CHs— CH; — CH—COO
! — |

NH, +H' NHS

pKa;
-H"
“0OC —CH,—CH,— CH— CO0~ ———=—>*  OO0C— CHs—CHr~ clH—coc:r

|
NH' + H NH,
Entre pK; et pK; l'acide glutamique se trouve sous forme amphotére

pKa, + pKa;
PH;

-10-



2). Acides aminés simples (ou amphotéres):

Le radical R ne contient ni groupement carboxylique ni fonction amine supplémentaire.

PKa,
-H* -H
R—CH—COO —_—* R—?H —CO0" ————* R-— C‘H-COO'
| . —
NH+3+ tH NH'; +H NH,
pKa, + pKa,
| § P —
P 2

3). Acides aminés basiques:

Le radical R posséde une fonction aminé supplémentaire.

PKa,
~H + .
H'sN-CHs—CH, —CH7CH—COCH  wcemup H'3N—CH,-CH,~CH,~CH—-COO "~
| — I

NH', +H” NH',

(Lysine)

PKa,

+

H'sN-CH; CH;CH,—CH-C00"  —— H'sN-CH, CH,-€H; CH-COO
- I S I

NH', +H* NH,
PKa,
-H*'
H'N-CH/~CH;~CH~CH-COO"  ——  H,N-CH;CH-CH,~CH-COO"
| T a -
NH, +H NH,

Entre pKa; et pKa; la lysine se trouve électriquement neutre

pKa; + pKas
pHi =

-11-



i-4. Domaines d’utilisation des acides aminés:

La production des acides aminés, matériaux de base de la quasi totalité des
protéines et des enzymes chez les organismes vivants, répond essentiellement a des
besoins alimentaires, thérapeutiques et surtout a la nutrition équilibrée visant 'élevage
rationnel des animaux. |

A partir de molécules de sucres, d'amidon et de matiéres grasses de
Ialimentation, I'organisme humain et celui des animaux peut faire la synthése de
guelgues acides aminés. La dizaine d'acides aminés que F'organisme humain ou animal
ne peut pas synthétiser sont les acides aminés dits essentiels. L'apport de ces derniers
dans les aliments est donc nécessaire pour assurer une nutrition équilibrée de.

I'organisme.

En industrie alimentaire, les acides aminés sont d'importants constituants de
nombreuses denrées alimentaires et de boissons. L'alanine donne aux aliments une
saveur fraiche et sucrée de crustacés ou de fruits de mer. La lysine, Farginine et
Phistidine influencent le godt de |a biére. L-cysteine améliore la qualité du pain pendant
la cuisant et agit comme un antioxydant dans les jus de fruit. L-tryptophane combiné

avec L-histidine est utilisé pour protéger de la rance le lait en poudre..

Beaucoup d'acides aminés sont utilisés en médecine, particuliérement comme
ingrédients dans les infusions en traitement post-opératoires. Le tryptophane peut
servir d'inducteur de sommeil et d’antidépresseur. L'arginine est souvent prescrit lors

des traitements des désordres hépatiques et de la stérilité. masculine.

L'alimentation équilibrée des animaux est le marché le plus important des
acides aminés. La methéonine, la L- lysine et le L-tryptophane sont les principaux
acides aminés ajoutés aux aliments de bétail lorsque les céréales forment la base de
lalimentation. Des quantités importantes en lysine et methéonine sont importés par
notre pays de l'étranger. L’'emploi de L-tryptophane reste limité par son cout

relativement élevé
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I-5. Méthodes de production des acides aminés :
La production des acides aminés s'effectue par des méthodes microbiologiques
.enzymatiques [11-13], chimiques ou par extraction & partir d’hydrolysat de protéines

d'origine animale ou végétale[6,7].

a/ Méthodes de fermentation:
La connaissance des circuits métaboliques, des effets de recontrdle, '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 amines[6-9].

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 réalisées 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 [10].

B/ Méthodes enzymatiques:

La production des acides aminés peut étre réalisée par la mise en oeuvre de
certaines enzymes microbiennes immobilisées ou non sur le support. Ces méthodes
enzymatique 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 & travers des
colonnes garnies de cellules microbiennes immobilisés[é]. La synthése enzymatique du

tryptophane a partir d'indole et de pyrovate est effectuée avec une tryptophanase.

Les pertes progressives d'activité des enzymes immobilisées est le principal

défaut de telles méthodes.

13-



C/ Méthodes chimiques:

La production de la glycine, DL alanine et DL méthionine est réalisee
généralement par synthése chimique. Les méthodes de synthese peuvent apparaitre
dans certains cas plus économiques pour la production des acides aminés. En effet, les
technologies et les appareillages sont adaptés a la production de masse au moindre
coat. Néanmoins, les méthodes chimiques restent tributaires de la disponibilité de

matiéres premiéres ou d'intermédiaires a des prix compétitifs.

D/ Extraction a partir d’hydrolysats de protéines :

Cette méthode consiste en extraction des acides aminés libérés par hydrolyse
chimique ou enzymatique_ des protéines[11-14]. L'importance de cette méthode dépend
d'une part de la disponibilité de matiéres premiéres a faible coult, et d'autre part de la

simplicité des méthodes d'extractions et de purification.

Hydrolyse acide:

L'agent le plus couramment utilisé est l'acide chlorhydrique. En vue d'une
hydrolyse totale des protéines, on utilise habituellement les conditions opératoires
suivantes : acide chlorhydrique 5.5 & 6 N en quantité correspondant & environ 10 fois le
poids de la protéine, a température 100-110°C pendant 24 heures, en tubes scelles ou
a reflux [15]

L’acide chlorhydrique & I'avantage sur l'acide sulfurique de ne provoquer que de
faibles destructions de certains acides aminés, comme la cystine, la cysteine, la serine,

la thréonine, et la Tyrosine

Hydrolyse alcaline:
 La soude 2 a 4N a 100°C pendant 6 heures ne détruit pas le tryptophane, mais la
plupart des amino-acides sont racémisés certains acides aminés sont dégrades:

arginine, thréonine , cysteine.
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Hydrolyse enzymatique:

L’hydrolyse enzyrﬁatique est rarement totale & moins d’'une longue incubation. de
plus les enzymes sont des réactifs plus ou moins spécifiques d'un certains types de
liaisons peptidiques [3].

Parmi les enzymes protéolytiques actuellement connus, Six ont été utilisés
surtout de fagon intensive, ce sont dans Fordre de leur importance: trypsine,

chymotrypsine, pepsine, carboxypeptidase, papaine et subtilysine

I-6. Séparation et récupération des acides amineés:

La récupération des acides aminés a partir des hydrolysats de protéines
s'effectue généralement par précipitation, particulierement l'acide glutamique qui
précipite a pH=3.2 {19' ‘] ou par chromatographie d’échange d’'ions [12-14]. Cette

derniére est utilisée pour |la séparation industrielle des acides aminés |20].

Les propriétés ioniques des acides aminés ont guide ces derniéres années les
chercheurs a développer les techniques & membranes [17-22] pour I'extraction et la

séparation des acides aminés.

En 1984, S.Tone et H.Nakamura [18] ont présenté les résultats d’'une étude
effectuée sur la séparation des acides aminés a partir de la solution aqueuse de ['acetyl
DL-methionine, en utilisant une membrane formée de : Enzyme - PVC attaché a une
membrane échangeuse d'anions. lls ont observé que pour un pH de la solution voisin

de point isoélectrique de 'acide aminé, le flux de ce dernier passe par un maximum.

S. Kimura et A.Tamano [19] ont conclu que la séparation entre les acides aminés a

pH; différents, est possible sur une membrane d'ultrafiltration chargée.

En 1988 Rumeau et M. Monfort [20] ont utilisé I'électrodialyse pour I'extraction
de la glycine a partir d’'une solution. lls ont pu vérifier le' passage des acides aminés a
travers les membranes echangeuses dions pour des pH différents de leurs points

isoélectriques.



Deux ans plus tard, D. Martinez [21] a montré que les flux de diffusion d'un
acides aminés amphotére (I'alanine ) a travers les membranes échangeuses d'ions,
sont négligeables devant ceux de I'électro-migration. L'auteur a étudié aussi 'extraction
de Parginine (acide aminés basique) & partir d'un mélange d’acides aminés provenant
dun hydrolysat de protéine issues de plume de poulet. |l a conclu que I'électrodialyse
est une technique bien adaptée a lextraction et & la séparation des acides aminés.
Néanmoins, les produits obtenus ne sont pas purs phamaceutiquement. cette méthode

doit étre donc complétée par d'autres procédés classiques.
En 1990, C.Gavach {22] a conclu a partir d'une étude effectuée sur un mélange

d'acides aminés issu de I'hydrolyse acide de protéines, que I'électrodialyse est une
technique bien adaptée au fractionnement des acides aminés.
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CHAPITRE Il

GENERALITES SUR L’ELECTRODIALYSE
ET
LES MEMBRANES ECHANGEUSES D’IONS



I1-1- Définitions de I’électrodialyse :

Le terme dialyse désigne la diffusion d'un soluté & travers une membrane

qui lui est perméable tout en étant imperméable au solvant. L’électrodialyse

désigne donc le transfert d'ions & travers une membrane qui leur est

perméable, sous I'effet d’'un champ électrique [24].

{i-2. Principe:

La figure 1 représente le principe général d'un électrodialyseur. Le

systéme est constitué d'un empilement de membranes alternativement

échangeuses de cations et échangeuses d'anions et de deux électrodes

situées au extrémités de cet empilement.

Sslutien cencentrée

I 7 /S A 177777 A
Selutien diluée : : ¢ " |
o ) A ] & 1 A 1 'Y ] A )
Electrelyte k : H d ' Elactrelyte
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| 1 1 ) )
I 3 1 ) [}
| 1 \ ] [}
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] 1 1 | |
1 1 ] t ]

Figure 1: Principe de fonctionnement d’un électrodialyseur
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Lorsqu'une solution ionisée est envoyée dans les compartiments C et D
séparant ces membranes, les cations qui migrent vers la cathode sous l'effet
d'un champ électrique en traversant la membrane echangeuse de cation,
restent bloqués par la membrane anionique dans le compartiment adjacent (C),
et les anions qui migrent vers |'anode en traversant la membrane échangeuse
d’'anions sont arrétés dans ce méme compartiment par la membrane
cationique. il en résulte une concentration de ia solution circulant dans le
compartiment C qu’on appelle compartiment concentrat et une dilution de la
solution circulant dans le compartiment D qu’on appelle compartiment diluat.
L'électrodialyse permet donc d'épurer en électrolyte les solutions du

compartiment (D} et de concentrer celles du compartiment (C).

jI- 3. Domaines d’application de I'électrodialyse:

Mise en oeuvre initialement avec des membranes dont la sélectivité etait
uniquement liée a la taille des espéces dissoutes ou dispersées;
Pélectrodialyse était un vieux procédé de laboratoire utilisé pour débarrasser
de leurs sels certaines solutions colloidales [24]. La découverte des résines,
puis des membranes ioniques et enfin I'élaboration des membranes
homogeénes, conductrices, peu perméables au solvant et fortement sélectives a

permis d'en élargir le domaine d'application [25].

Actuellement la principale application de [I'électrodialyse est le
dessalement de 'eau saumatre pour produire de I'eau potable et du sel. Les
industries chimiques et métallurgiques sont aussi intéressées par cette

technique pour revaloriser les produits rejetés.

La déminéralisation du petit-lait constitue une application importante de
Iélectrodialyse dans l'industrie alimentaire. En effet, environ 10% en poids sec
de ce lait sont constitués de sel (essentiellement du chiorure de potassium).
L'intérét de pratiquer une électrodialyse du lait est d'augmenter la stabilité des
protelnes qu'il contient, ainsi que sa duree de conservation.

Certalns jus de frults ont un degre d’'acidité élevé, Ies industries ajoutent

" habituellement des substances édulcorantes ou réalisent une neutralisation
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alcaline, ce qui entraine des modifications gustatives ou la formation de
précipités. L'électrodialyse permet la désacidification de différents jus de fruits
tels que le raisin, l'orange, I'ananas, la pomme, le citron, etc... sans pour

autant leur soustraire le label « produit naturet ».

1i-4. Membranes Echangeuses d’lons:

I1-4.1. Définition:

La membrane est un matériau au travers duquel a lieu le transport

sélectif [26], elle ne laisserait passer que des particules ou des molécuies d'un
certain type a lI'exclusion de toutes les autres. Une membrane echangeuse
dions est constiiuée dun | réseau tridimensionnel de chaines
macromoléculaires sur lesquelles sont greffés les groupements fonctionnels

ionisables (figure 2 ).

Les ions qui assurent I'électroneutralité du systéme (les ions echangés)
sont appelés ies contres-ions. Les ions mobiles de méme signe que les sites
de la membrane sont appelés les co-ions. Le principe de fonctionnement d'une

membrane échangeuse d'ions est représenté par la figure 3

/I-4.2. Types de membranes échangeuses d'ions:

Suivant le mode de fonctionnement des membranes échangeuses d'ions
on distingue les membranes monofonctionnelles et les membranes

bifonctionnelles.

I-4.2.1.Membranes monofonctionnelles

Ce sont des membranes qui contiennent des groupements fonctionnels

de méme signe, suivant la charge de ces groupements on distingue:

a/ Les membranes échangeuses d'anions:

La charge portée par les groupements ionisables est positive et les ions
équilibrant ces charges sont des anions, eiles sont perméables uniguement

aux anions.
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Figure2: Schéma représentatif d'une membrane échangeuse de cations.

Figure3. Principe de fonctionnement d'une membrane

echangeuse de cations.
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b/ Les membranes échangeuses de cations:

Les charges portées par les groupements ionisables sont négatives et
" les ions équilibrant ces charges sont des cations, elles sont perméables

uniquement aux cations.

Les groupements fonctionnels les plus couramment utilisés sont [26):
Membranes cationiques:
Sulfonique SO3~ carboxylique COO’
phosphorique POs* arsénique ASQ;*

Membranes anioniques:
AlKyl-ammonium  -NR';, NHR";, NH; R*

phosphoniumP R’; sulfonium $ R";

1-4.2.2. Membranes bifonctionnelles:

Ce sont des membranes qui portent a la fois des groupements

ionisables négatifs et positifs, on distingue les types suivants:

a/ Les membranes mosaiques:

Ce sont des matériaux hétérogénes dont les zones échangeuses de
cation et d'anions sont disposées cote a cote perpendiculairement au plan de

la membrane.

b/ Les membranes amphotéres.

Les groupements ionisables négatifs et positifs sont entreméles de telle
maniére que la distance moyenne entre deux sites de signe contraire n'excede

pas quelques dizaines d'angstrom.

¢/ Les membranes bipolaires:

Ce sont des membranes formées par collage dune membrane
échangeuse d'anion sur une membrane échangeuse de cation. Ces
membranes permettent la production des acides et des bases a partir de leurs -
sels, par dissociation de l'eau en H * et OH " au niveau de la surface de

collage.
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/1-4.2.3 Tvpes de membranes Selon le mode de Fabrication :

Selon le mode de fabrication des membranes échangeuses d’iocns on

distingue les membranes homogénes et les membranes hétérogénes.

a/ Membranes homogénes:

Les groupements ionisables sont introduits par greffage sur le support
inerte (chlorure de polyvinyle, polyéthylene, Teflon) formant la membrane, ce

greffage peut étre soit chimique, soit radiochimique:

l i H 'I:I.‘ H,O H ]-Il
~C— 0= +80;+Cly—— _d_(l;_ _ _glz_ S
| .
Polyéthyléne membrane

cationique forte

b/ Membranes hétérogénes:

Ce sont le résultat d'un mélange de résine échangeuse d'ions avec un
liant (chlorure de polyvinyle(PVC), polyéthyléne, polystyréne, etc...), enduit

sur une trame (tis'su de polyester, polycrylonitrile, etc...).

I-4.3. Caractéristiques essentielles des Membranes échangeuses d'ions:

Les performances d'une membrane échangeuse d'iocns dépendent de
ses caractéristiques structurales:
e Une grande capacité d’échange.
e Forte permselectivité.
o Une conductivité électrique élevée.
¢ Une bonne résistance mécanique et une stabilité dimensionnelie.

 Une bonne stabilité chimique et thermique.

a/ Capacité d'échange:

Elle exprime la quantité des groupements ionisables contenus dans une
unité de masse de la membrane, elle est donnée en mil équivalents par

gramme de membrane séche.
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b/ La sélectivité:

La sélectivité est I'une des propriétés fondamentales d’'une membrane
échangeuse d'ions[27], elle est caractérisée par la valeur du nombre de
transport « t» du contre-ion dans la membrane et la permsélectivité p.

En effet, la membrane doit &tre perméable aux contre-ions et imperméable le

plus possible aux co-ions. La permselectivité p s'exprime par le rapport:

p=(t-/(1-t)

ou t et t sont respectivement les nombres de transport du contre-ion
dans la membrane et dans |a solution de référence.
Une membrane parfaitement permselective présenterait un nombre de

transport égal & 1 pour les contres-ions et & 0 pour les co-ions.

cf Taux de réticulation:

Les chaines macromoléculaires comportent les groupements ionisables,
sont liées entre elles par des ponts formés par des agents reticulant (diviny!
benzéne). Ces ponts conférent une stabilité mécanique pour la membrane mais
par contre, ils augmentent sa résistance électrique. Le taux de reticulation

exprime la proportion d'agent réticulant introduit dans la membrane.

d/ Résistance mécanique:

Les membranes échangeuses d’ions doivent résister aux differentes
contraintes subies au cours des manipulations, dues dune part a des
différences de pression et d’autre part au montage et démontage du module

d'électrodialyse.

e/ Résistance électrigue:

La membrane échangeuse d’ions doit avoir une bonne perméabilite des
contres-ions, donc une bonne conductivité électrigue. Cependant, bette
conductivité dépend de plusieurs facteurs et plus particulierement de la
structure de la membrane (taux de réticulation et taux de greffage), de ia taille
des contres-ions et de leur valence, de la température et de la concentration de

i'électrolyte dans leque! elle est immergée [27].
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1) Gonflement:

Le volume d’'une membrane échangeuse d'ions immergée dans I'eay est
plus grand par rapport a son état sec. Cette variation est due au caractére
hydrophile des groupements ionisables et des contres-ions qui sont
responsables de la pénétration de la majeure partie de I'eau a l'intérieur de la

membrane.

II-5.Phénoménes accompagnant I’électrodialyse;

L'efficacité d’un électrodialyseur est limitée par des phénoménes
secondaires accompagnant le transfert des ions a travers les membranes, il
s'agit de |a polarisation de concentration dit polarisation primaire, de colmatage

des membranes dit polarisation secondaire et de transport de I'eau.

11-5.1.Polarisation primaire:
La différence des nombres de transport des ions dans les membranes
et les solutions en électrodialyse provoque la polarisation de concentration au

niveau des interfaces membranes-solutions(figure 4).

Prenons le cas d'une membrane cationigque, lorsqu’une tension est
appliquée entre les électrodes, les cations migrent a travers les solutions ou ils
ne transportent gu'une partie du courant. Par contre & travers la membrane
cationique, ils transportent la quasi-totalité du courant, la disposition en série
de ces zones implique guelles soient traversées par la méme densité du
courant. Le flux de migration des cations a travers la membrane est ainsi a peu
prés le double de ce quil est dans la solution adjacente, et un flux
complémentaire doit donc étre apporté (diluat) ou emporteé (concentrat) pour

satisfaire au bilan de matiére.

Préalablement nous présenterons des généralités sur le transfert de
masse qui nous permettraient de mieux aborder le transfert de matiere dans

I'électrodialyseur.
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Figure 4 : Profils de concentration des cations dans la couche de diffusion durant

I’électrodialyse

5.1.1.Généralités sur le transfert de masse

al Equations Générales du Transfert de Masse:

Lorsqu'une particule i se déplace dans un fluide visqueux sous f'effet
d’'une force motrice de transport, elle est soumise de la part de ce fluide a une
résistance F opposée au mouvement, proportionnelle & sa vitesse V; par

I'intermédiaire d’un coefficient de friction f (loi de STOKES)
F=-fV (1)

Sous l'effet de la force motrice, la vitesse de la molécule augmente
rapidement, par conséquent, la résistance F equilibre la Force initiatrice de

transport et la vitesse de la molécule reste alors constante.

Il existe aussi une relation linéaire entre la force motrice et la vitesse, la

constante de proportionnalité est 1a mobilité U;[26] .
V| = Ui Fi (2)
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On peut déduire ainsi le flux molaire local Ji:

Ji=CiVi= U;C, Fi (3)

Ci : Concentration locate
Ji : exprime le nombre de moles qui traverse une unité de surface pendant une

unité de temps.

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:
Ji= UiCiFi + VG (4)

b/ Force Motrice de Transport:

Le transfert de masse en solution intervient du fait de I'existence d'un
gradient de potentiel électrochimique u;, celui-ci somme des énergies
(chimiques, de pression, électrique, thermique...) molaires acquises sous 'effet

des interactions diverses entre I'espece qui se déplace et son environnement.

P T
g =+ Vidp+zFV-18dT+ ... (5)
PO To

Le potentiel chimique j; s'exprime par:
U= Uig + RTLna;

a : l'activité locale de l'espéce i .
Po, To et uo 'sont la pressions, la températures et le potentiel chimique de

réféerence.

La pression P s’exprime en pascal, le volume molaire V,en m’ mole™ , la
valence z; en mole de charges (ou équivalent) par mole d'ions, le Faraday F en
Coulomb par mole de charge ou équivalent, le potentiel électrique V en Volt, la

température T en Kelvin (K) et 'entropie molaire partielle S; en Joule mole™ K

Pour un déplacement unidirectionnel la Force motrice s'exergant sur

une mole de 'espéce i aura pour expression algébrique:
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Fi= dy/ dx
.Ji =U,GF= U.C.dIJ.f dx (6)

C/ Diffusion Lois de Fick: 7
Les lois de Fick sont des équations différentielles décrivant le fluxdune -

substance et sa concentration en fonction du temps et de la position.

Considérons un cas de diffusion isotherme (dT/ dx= 0) et isobare
(dP/ dx =0) d’un soluté moléculaire ( z = 0) dilué dans une solution idéale: en

Fabsence de force extérieure, la force motrice se réduit a:
F,= -RT dina,/ dx = -RT/ai da; /dx

= - (RT/ C;) dci/ dx (7)

Le flux molaire en point d’abscisse x au temps t s'écrit

J(XL{) =- Ui RT 501 (X1.t) 16X
Ji{x;.1)=-D; 8Ci (x4 ) /B x (8) premiére loi de Fick

(D; =U; R T) est appelé coefficient de diffusion ou diffusivité et s'exprime en m?

5-1

La seconde loi de Fick traduit la variation de la concentration en fonction

du temps en régime transitoire

SCi(x 1) Jxat) - J(x+dxg t)
B o X

ot

3Ci(x4t) -8 J(xi t)dx

ot X

de la premiére loi de Fickon a:
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5Cxt) -8t -8 (-DiBCi(x1,t))
- " 5x & x

6t O X

quand D; n'est pas en fonction de x:

& Ci(x1.) Dy 8 Ci(x1.1)
= — (9)
5t dX

d/ Electromigration:

Quand on applique & un milieu ionisé (solution, membrane ionique) un
champ électrique E =dV / dx, on observe en chaque point un déplacement
d’'ions qu'on appelle flux d'électromigration Ji=-U, ZF C dV/dx. Ce flux d'ions

équivaut & une densité du courant i :
i=-JizF =-(z°F Dy CGi/RT)AV /I

En tout point de milieu ionisé la densité de courant totale est la somme des

contributions de chaque espéce ionique: = 2l

e/ Nombre de Transport, conductance et conductivité:

La conductance L d'une solution ionique représente linverse de sa
résistance électrique, elle s’exprime en siemens (s) (ou oty
La valeur de L pour un élément de solution géomeétriqguement defini et
soumis & un champ électrique, est proportionnelle & l'aire Ade la section
droite de l'élément, perpendiculaire au champ électrique et inversement
31].

L=K(A/l)
K constante de proportionnalité, caractéristique de la solution, appelée
conductivité. K est la somme des contributions de toutes les espéces ioniques |
existantes dans la solution, elle est proportiolnnelle a la concentration de 'ion,

a sa mobilité électrique et & la valeur absolue de sa charge ;.

K=Y 2% F2D,C; / RT
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Le nombre de transport d’un ion i est défini comme étant sa conductivité

divisée par la conductivité totale de la solution, ou sa fraction de courant.
t; =Zzi DiCi/Zi Zzi D: Ci

lI-5.1.2.Courant limite:

Au voisinage des interfaces Membranes-Solutions, on observe
initialement dans le diluat, une diminution de la concentration des cations,
s’'accompagne nécessairement par celle des anions (neutralité électrique).
Dans le concentrat, nous observons une augmentation de la concentration de
" I'électrolyte.

Nous avons alors le flux des cations traversant la membrane:

Le flux de ces mémes ions dans la solution voisine a pour expression:

it.
Ji = —
zF
Avec :

i; densité de courant appliquee.
t, 1. sont les nombres de transport respectivement dans la membrane et dans

la solution.

L'écart entre les deux flux de migration (membrane-solution) est

compensé par le flux de diffusion J'=D.dc/ dx

D. (C - Co)
=i (te-ty)

szF
C : Concentration de la solution.
Co: Concentration a l'interface.
D, : Coefficient de diffusion du cation dans la solution.

& : L'épaisseur de la couche limite.
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Le gradient dc/dx constitue e phénoméne de polarisation priméire en
électrodialyse, ce phénoméne devient important lorsque l'intensité de courant
appliquée est élevée. La densité de courant limite est atteinte lorsque la valeur
'de la concentration & l'interface solution-membrane tend vers zéro, dans ce
cas la polarisation est dite totale. |

zCD.F

lim=" —

(-t
La densité du courant limite (iym) dépend donc de la concentration de la
solution et de I'épaisseur de la couche limite. Cette derniére dépend des
conditions hydrodynamiques et de la géométrie des espaceurs placés entre les

membranes. Ces espaceurs remplissent la double fonction de promoteurs de

turbulence et de joint d'étanchéite.
La courbe intensité-potentiel représentée par la Figure 5 nous permet de
déterminer la valeur de la densité de courant limite iyn. On observe sur cette

courbe trois parties distinctes:

¢ Une région pratiguement linéaire:

La variation de la densité de courant i en fonction de la tension
appliquée V est linéaire V =R i, la pente R de celte droite représente la

somme des résistances de I'électrolyte et des membranes.

e Un palier: Cette partie représente la polarisation totale de la cellule de
Iélectrodialyse, le flux ionique traversant la membrane atteint sa valeur
maximale et la densité de courant reste constante quand la tension

augmente.

« Une croissance au-dela du palier;: L'augmentation de la tension provoque au

niveau de l'interface solution-membrane une dissociation de {'eau en ions OH’

et H' qui sont responsables de I'augmentation de la densité de courant.
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Figure 5: Courbe intensité-potentiel

Les conséduences de cette polarisation sont d’une importance capitale

e Formation prés des membranes de couches de faibles concentrations qui
augmentent la résistance électrique et la consommation d’énergie.

e Transport du courant par les ions H' et OH de I'eau, d'ou diminution du
rendement faradique.

e Variations locales de pH qui peuvent' entrainer des précipitations, en
particulier d’hydroxyde de magnésium lorsque ce dernier élément est

present.

Un électrodialyseur doit donc toujours fonctionner aux densités de courant

inférieures a celle de |la densité limitée.

Ii- 5-2.Polarisation secondaire et colmatage des membranes:

La polarisation secondaire traduit les effets irréversibles ou difficilement
réversibles de la polarisation primaire . Ces effets résident dans la formation de
dépdts insolubles sur les membranes. En effet, les variations locales de pH lors
de dépassement de l'intensité limite provoquent la précipitation des hydroxydes

insolubles a la surface ou au sein de la membrane.

Le colmatage est un phénoméne qui correspond au depot de matiéres

organiques ou minérales a la surface et au sein de la membrane, en
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électrodialyse plusieurs termes sont utilisés pour décrire les différentes formes

de colmatage. KORNGOLD [29] en a donné trois:

“fouling” (encrassement):

il correspond a la précipitation des colloides ou des matiéres organiques

a la surface de la membrane.

“scaling” (entartrage).

il correspond a la précipitation des composés minéraux cristallins tels
que: CaCO; , MgCO; , Mg(OH); , CaS0, a la surface ou au sein de |a

membrane.

‘poisoning” (empoisonnement):

il correspond a la fixation des contres-ions volumineux ou muitivaients a

I'intérieur du matériau membranaire.

Le colmatage des membranes permselectives est un probleme majeur
en électrodialyse, en effet la polarisation qui lui est souvent lite empéche
'obtention de conditions opératoires optimales.

Comme les matiéres colloidales sont présentes sous forme frés
légérement ionisées (chargées négativement) dans la plupart des eaux
saumatres, ce soht les membranes échangeuses d'anions qui sont

principalement affectées par le phénomene de colmatage.

I-5.3.Le transport d’eau a travers les membranes:

La déminéralisation par électrodialyse s'accompagne d'un transport
d'eau du circuit de dilution vers le circuit de concentration.Ce transport d'eau
est la résultante de plusieurs phénoménes élémentaires [32]:

» Le phénoméne d'osmose du a la différence de concentration entre les deux
solutions.

e Le phénoméne délectro-osmose di a I'eau amenee par entrainement
visqueux. |

« Le phénoméne de solvatation des ions da a la forté liaison de l'eau aux ions

par des forces électrostatiques.
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Le transfert d’eau est un facteur limitant le niveau de reconcentration par
électrodialyse des solutions électrolytiques. Le transport d'eau a travers les
membranes dépend de plusieurs paramétres:
 Les conditions expérimentales (densité de courant, agitation, différence de
concentration de part et d'autre de membrane).

« Les caractéristiques des membranes (longueur des chaines, teneur en eau

et capacité d’échange).

TOMBALAKIAN et COLL( 32 ) ont trouvé que le transport d’eau decroit
pour les faibles densités de courant. |

LAKSHMINARAYA NAIAH(33) a observé que le transport eélectro
osmotique augmente aux faibles densités de courant et diminue aux plus

fortes.

BOUDET-DUMY (34 ) a étudié le transport d’'eau a travers une
membrane échangeuse de cations CMV et une autre membrane échangeuses
d’anions ARA en présence de solution d'acide chlorhydrique concentré. Les
résultats obtenus avec ces deux membranes montrent que la variation du.
volume d’eau est une fonction lineaire du temps et de l'intensité de courant

appliquée et le transport d'eau diminue quand l'intensité appliquée augmente.

BENKADA A. ( 35) a déterminé la concentration limite( Cs =2,02 M) lors

de la reconcentration de la solution d’acétate de sodium par électrodialyse.
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CHAPITRE Il

APPAREILLAGES
ET
TECHNIQUES ANALYTIQUES



II-1.Types d’électrodialyseurs utilisés:

Nous avons travaillé sur trois types d'électrodialyseurs:

¢ Micropilote de laboratoire:
Cet électrodialyseur est réalisé par le laboratoire de CNRS de
Montpellier, il est composé de cing compartiments (figure 6 ):

« Le compartiment central ( P ) ou circule la solution & traiter et qui est
délimité par deux membranes, une membrane anionique et une membrane
cationique. La surface utile de chaque membrane est $=20 cm?

« Deux compartiments (Ca et Cc) ou circuient les solutions de
concentration de part et d'autre du compartiment centrale.

« Deux compartifnents ( E ) ou circulent les solutions de ringage des

électrodes

¢ Pilote de laboratoire & deux compartiments (P1):

Nous avons opéré avec un electrodialyseur de type aqualyseur de la
société CORNING. La vue éclatée de cet appareil est représentée par la
figure7. Il est constitué d'un empilement de 19 membranes anioniques ( AMV )
et de 20 membranes cationiques ( CMV ), la surface utile de chaque membrane
est de 69 cm?®. A chaque extrémité de I'empilement se trouve une électrode en

graphite, munie d'un circuit de ringage d'électrodes.

« Pilote de laboratoire a 4 compartiments (P4):

Il est du fabricant EURODIA modéle EUR2D - 5p9 . Le principe de
fonctionnement de cet appareil est représenté par la figure 8 .Chaque cellule
- de cet électrodialyseur est constitué de deux concentrats (C, et Cz) et deux
diluats(D, et D,) (figure 9 ). 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 1000cm®. Les Membranes
échangeuses d'ions utilisées sont du fabricant de membranes NEOSEPTA-
TOKOYAMA SODA suivant 'empilement ci dessous .

e Membranes cationiques : 5 CR2- 7 CMX Sb

s Membranes anioniques : 10 AMX S
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2. Analyse des acides aminés :

Depuis la découverte des acides aminés comme éléments de base des
protéines, leur analyse et séparation sont devenus indispensables pour I'étude
des protéines.

La technique d'analyse la plus dominante ces derniéres années est la
chromatographie en phase liquide. Les deux types de chromatographie liquide
utilisés sont post-colonne et précolonne dérivatisation. En effet, Les acides
aminés ont des chromophores faibles dans la région UV et visibie et ne
possédent pas de fluorescence native, il ne peuvent donc pas étre détecté
directement par un détecteur spectroscopique ou un détecteur a fluorescence,

et leur dérivatisation s'impose .

La technique de dérivatisation post-colonne développée par Spackman
et al [45] en 1958, est caractérisée par un mécanisme de séparation sur résine
échangeuse d’ions et une dérivatisation par la ninhydrine a la sortie de la
colonne. cette méthode a été utilisée pour I'analyse des acides aminés dans
une large variété d'échantilions. Cependant, certains désavantages de cette
méthode tels le fong temps de rétention, basse sensibilité et les codts élevés
des instruments rendent cette technique inutilisable dans beaucoup de cas [46]
. c'est une technique qui nécessite en plus de chromatographie phase liquide
une pompe a réactifs et un réacteur placé entre la colonne et le systeme de
détection[47]. La dérivatisation précolonne ne nécessite quant a elle aucun

appareillage supplementaire.

Depuis l'utilisation par SANGER de 2,4 dinitrofluoro benzéne pour
identification de N-terminal amino-acides, plusieurs réactifs ont éte
développés pour le méme objectif. Parmi ces réactifs on rencontre les dérives

fluorescents[48] et les dérivés absorbant dans I'U.V. ou le visible [49].

Dans ce présent travail, 'analyse des acides aminés par HPLC a été
effectuée suivant la technique ACQ-TAG WATERS. Le mode opératoir est le

suivant:

-38-



+ diluer les échantillons;
« introduire dans chague tube d’analyse 10 pl de I'étalon interne;
s préparer trois tubes d'analyse pour les étalons externes a concentration -

0.25, 0.5 et 1 mmoles/l,
¢ introduire 10ui de chaque échantillon dans les tubes contenant ['étaton
interne;
« ajouter dans chaque tube:
25 ul de produit de dérivatisation
50 ul de tampon phosphaté
o chauffer pendant 10 mn a 55°c;

L'analyse quantitative des acides aminés a été effectuée aussi par la
ninhydrine suivant le mode opératoire ci-dessous:

o dissoudre 0.4g de la ninhydrine dans 2 mi de I'ethermonoethylique de

I'éthyléne glycol; )

e dissoudre 50 mg de 'hydridantine dans 2 ml de I'ethermonoethylique de
I’éthyléne glycol

e mélanger les deux solutions avec 50 mi de la solution tampon pH=5.5 (4M),

e mettre dans un tube a essai :

0.5 ml de la soiution a analyser

1 ml de la solution tampon pH = 5.5 (1M)

2 ml de la solution de la ninhydrine;
echauffer dans un bain marie pendant 15 mn;
slaisser refroidir a I'obscurité pendant 30 mn;
sfaire |a lecture au spectrophotomeétre a A =570 nm;
3. Analyse des chlorures :

Le dosage des ions chlorures s'effectue par la méthode

&lectrochimique selon le principe d'ampérmetrie & électrode d'argent, en

utilisant un titrateur automatique Tacussel de type TACL 2.

4. Dosage de sodium :
Le dosage de sodium s'est fait par spectrophotometre de flamme .
L'appareil utilisé est un spectrophotométre d’adsorption atomique de type -

SPECTRAA 620 ABQ .
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CHAPITRE IV

HYDROLYSE DU CRUOR



Parmi les sous produit d’'abattage, le sang est sans doute l'un de ceux
présentant la plus haute valeur potentielle[69]. il est composé d'un liquide appelé
plasma dans le quel baignent des éléments figurés qui sont essentiellement les
hématies ou globuies rouges, les leucocytes (globules blanc) et les plaquettes
sanguines. La composition du sang est rapportee ci-dessous| 70] :

EAU . 83%
Proteines: 15.15 % dont 4.15 % en dispersion (albumine, fibrinogene)
11 % en éléments figurés (hémogiobine)
Autres :  1.85% dont-1.05 % d'élément mineraux
0.15 % de matiéres grasses
. 0.1 % de glucide
0.55 % diverses

Les protéines du sang ( 90 % de la matiére seche) ont une composition en

acides aminés satisfaisante. cette derniére est rapportée en g/100g MS{70].

Lysine ‘ 8.05 Glycine +sérine 8.03

Methionine 1.02 Histidine 3.40

Methionine +cysteine 1.76 isoleucine 0.01

Threonine 3.74 Leucine 11.07
Tryptophane 1.04 Phénylalanine 6.12

Glycine 3.81 Phenylalanine+tyrosine 8.58 .
Arginine 3.68 Valine 7.90 |

Afin de libérer les acides aminés engagés dans les liaisons peptidiques des
protéines de cruor. nous avons effectué aprés récupération de ce dernier par
centrifugation du sang d'abattoir, des hydrolyses enzymatiques et chimigues en opérant

avec les conditions expérimentales suivantes:
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a- Hydrolyse enzymatique:
el a concentration en cruor | - 50 g/l
eLa concentration en enzyme (papaine) : 3 g/l.
eTempérature T =55°C.
e PH de I'hydrolysat - 8.

b- Hydrolyse chimique :

En vue dune hydrolyse totale, nous avons opéré3 avec les conditions
opératoires suivantes: L'acide chiorhydrique 6N pendant 24 heures a température de
110° C et sous reflux. L'hydrolysat est ensuite neutralisé par la soude et la partie non
hydrolysée est éliminée par centrifugation ou ultrafiltration. .

La concentration initiale en cruor introduite pour produire les hydrolysats Hq Ha,

Hs, est C,= 300 g!" .Pour I'hydrolysat Hs nous avons utilisé 500g "

V-2. Décoloration des hydrolysats : |
Cette opération est réalisée dans le but d'éliminer les résidus humiques de
coloration brunes contenus dans les hydrolysats de cruor. Ces résidus sont
susceptibles d'empoisonner les membranes d'électrodialyse [72]). Les cbnditions
expérimentales utilisées sont celles obtenues par D. MARTINEZ [21]:
Les hydrolysats sont agités pendant 1 heure dans une solution a 1 %en

charbon actif & la température T=80°C

Résultats et discussion :

Les résultats des différentes hydrolyses effectuées sont présentees dans le
tableau l. Les hydrolysat Hs H; et H; sont obtenus avec les mémes conditions
d'hydrolyse. Au cours de la production de I'hydrolysat Hy nous avons essayé
d'augmenter la concentration en acides aminés en opérant avec une concentration en

cruor plus élevée que les précédentes et en ajoutant un plus faible volume de NaOH.

La figure 10 présente les pertes en acides amines aprés décoloration avec le

charbon actif.
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Tableau ll:Concentrations en acides aminés dans les hydrolysats de cruor (mmole.!")

Acides Hydrolysats chimiques Hydrolysat
Aminés H, H, H; Hs enzymatique
Asp 38.9 29.66 429 87.92 -
Glu 25.1 20.34 24.5 34.23 -
Ser 21.15 17.53 17.65 52.53 0.465
Gly 24.5 24.86 276 71.71 1.27
His 17.45 16.93 21.95 52.78 0.04
Arg 8.8 6.33 9.85 22.29 --
Thr 17.15 14.93 18.75 41.20 0.085
Ala 44,7 4313 41.3 113.55 1.22
Pro 12.9 11.46 13.15 2731 0.15
Tyr 31 473 58 3.89 -~
Val 28.7 26.82 33.95 79.22 0.50
Met 4.95 2.46 5.35 21.27 0.10
Cys 0.9 ‘ - 1.75 6.17 0.05
Iso 0.25 - 0.55 8.76 -
Leu 379 © 37.26 40.9 85.49 11
Phe 12.35 14.08 14.45 _ 49.06 0.1
Lys 29 26.2 27.0 47.82 0.72
[CI]{mole I} 2.04 1.91 2.1 22 45107
[Na}(mole 17) 1.80 1.71 1.86 2.0 34.10°

Nous constatons que les concentrations en acides aminés dans I'hydrolysat
enzymatique de cruor sont trés faibles et que certains acides aminés ( Asp . Glu ,Tyr,
Iso...) n'existent pas dans cet 'ndrolysat. Ces résultats peuvent s'expliquer d'une part
par la concentration relativement faible en cruor introduite initialement dans I’hydrolysat
(50g/), mais surtout par le caractére spécifique de I'enzyme ( papaine ) utilisée. En
effet, les enzymes sont des réactifs plus ou moins spécifiques d'un certain type de
liaisons peptidiques [2].

On remarque aussi sur ce méme tableau que la Tyrosine, la cysteine et
lisoleucine se trouvent en trés faibles quantités dans I'hydrolysat chimique. On peut
donc penser a la dégradation des acides arﬁinés au cours de 'hydrolyse acide des

protéines.

Les résultats de la décoloration de I'hydrolysat présentés par la figure 10
montrent que certains acides aminés sont piégés par le charbon actif. Ces pertes sont

relativement faibles excepté la phénylalanine qui est un acide aminé aromatique.
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CHAPITRE V

DEMINERALISATION DES HYDROLYSATS



V-1. Etude du phénoméne de transport d'eau :

L’électro-migration des ions a travers les membranes d’électrodialyse
s'accompagne dune diminution de volume de la solution contenue dans le
compartiment produit et d’'une augmentation de volume dans le compartiment saumure.

L’objectif de cette expérience est de montrer f'effet de transport d'eau a travers

les membranes sur la reconcentration d' un soluté par électrodialyse .

Conditions expérimentales:
e Electrodialyseur - Py
o Membranes - AMV-CMV
» Tension électrique appliquée : 17 Volits
Intensité du courant élictrique : 1 Ampére
e Dans le compartiment concentrat Nous avons introduit initialement 1litre de la

solution
NaCl 107 M.

Dans le compartiment diluat on introduit plusieurs fois une solution NaCl
1 Molaire. Cette solution est renouvelée lorsque la tension électrique commence a
augmenter.

La concentration de NaCl a été déterminée au cours de cette expérience a l'aide

de conductimetre de type OSK 6603 du fabricant OGA WASIKI .

Résultats et interprétation:

Au cours de cette expérience nous avons suivi I'évolution du voiume d'eau ainsi
que la concentration en NaCl dans la saumure. La figure 11 montre que le volume de la
solution dans le compartiment saumure augmente lors de la déminéralisation par
électrodialyse d'une solution salée. Par conséquent, 1a concentration en NaCl dans ce
méme compartiment tends vers une valeur limite et atteint un pailier autour de 2.1
Molaire ( Figure 12). Toutefois, on constate que le nombre de moles en NaCl continue

a augmenter de fagon linéaire (figure 13).
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Ces résultats s'expliquent par le fait qu’en régime stationnaire,
la concentration C, de NaCl! dans la saumure est exprimée par la relation suivante:

ns Kt+n] 970107t + n{

Cs=4.= o 0= 3 0
Vs K't+V, 33310 107t+V,

Avec

t: tempé de deminéralisation.
k: pente de la droite représentant I'évolution de nombre de moles de NaCl dans*

~ la saumure (fig 14).
k : pente de la droite représentant I'évolution du volume dans la saumure (fig13).

ns : nombre de moles de NaCl dans la saumure a l'instant t.

V,.volume de la saumure a I'instant t (mn}).

n°, :nombre de moles initiale de NaC! dans la saumure.

V°, :Volume initiale de la saumure.
Pour un temps trés longs ( t —w) , C, tend vers une valeur limite Ce1=2.91 mol/1.0n
déduit a partir des résultats de cette expérience que la déminéralisation des
hydrolysats de cruor est nécessaire, pour éviter les faibles valeurs des concentrations

limites en acides aminés lors de leur extraction par électrodialyse.
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v-2.Déminéralisation des hydrolysats

L’objectif de cette étape est de produire un métange d'acides aminés épuré de la
plus grande partie des sels minéraux. Ces derniers composés réduisent les rendement
d'extraction des acides aminés et limitent leur niveau de reconcentration par

electrodialyse.

V-2-1.Déminéralisation de I’hydrolysat enzymatique.
Nous avons réalisé une déminéralisation de I'hydrolysat enzymatique de cruor sur

I'électrodialyseur pilote a deux compartiments (P1), les conditions opératoires sont les

suivantes:

e Intensité ducourant ~ : 0.1A

« Membrane . AMV-CMV

¢ Compartiment produit -1 litre de hydrolysat enzymatique de cruor.

e Compartiment concentrat: 1 litre de solution NaCl 102 M

Compartiment électrodes : 1.5 litre de la solution Na; SO4 10" M

Résultats et discussion:
L' évolution de nombre de moles et des pourcentages de pertes en acides
aminés en fonction du temps d'électrodialyse pendant la déminéraiisation de

'hydrolysat enzymatique sont présentés respectivement sur les figures 14et 15.

A partir de ces résultats on remarque que dés le debut de I'expérience, une:
quantité non négligeable des acides aminés migrent en méme temps que le NaCl (fig
15). Cela est du a la faible concentration en sel dans cet hydrolysat (45 mmote.l"). En
effet, pendant- les premiéres minutes (15min) les pertes sont déja importantes pour
pouvoir continuer la déminéralisation. Le dessalement de cet hydrolysat ne semble

donc pas nécessaire avant d'entamer {'extraction des acides aminés par électrodialyse .
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V-2-2. Déminéralisation de ’hydrolysat chimique:
hydrolysat acide de cruor contient une quantite importante en NaCl issue de la

neutralisation de HCI par |a soude.

Mode opératoire:

Quatre expériences de déminéralisation ont été réalisées sur le P1, les deux
premiéres ont été effectuées au pH de hydrolysat ( pH=2.6 ), I'une & densité du
courant constante( i = 29 mA fcm® ) et l'autre & densité du courant régressive au cours
de la manipulation (29-7 mA/cm? ). les deux autres sont réalisées a pH=6 avec
regression de la densité du courant au cours du temps et a deux concentrations finales

en NaCIudifférentes dans le produit.

Les conditions expérimentales communes a ces quatre expériences sont :
e Membranes : AMV-CMV

+ Produit - 0.5 litre de I'nydrolysat chimigue.
e Saumure - 1.5 litre de solution NaCl 10° M
e Electrolyte : 1.5 litre de solution Na,SO4 0,1 M.

Avec les conditions opératoires suivantes nous avons effectué deux

déminéralisations sur le micropilote de laboratoire, 'une a pH=2.6 et autre & pH=6.

Membranes: AMV-CMV.

+ Produit : V=150 ml de I'hydrolysat.
e Saumure :  V,=500ml de la solution NaCl 10%M.
e électrolyte : 5 litres de la solution Na,SO, 0,1 M.

Résultats et Discussion:

Lors de la premiére expérience de déminéralisation de I'hydrolysat chimigue, les
pertes en acides aminés étaient trop élevées. Nous avons alors effectue une
déminéralisation avec réduction du courant au cours de l'expérience. Les résultats de

ces deux éxpériences sont présentés dans le tableaux Il
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Tabteau Ill : Effet de la régression du courant sur les pertes en acides aminés lors de la
déminéralisation sur le pilote P1 avec les membranes AMV-CMV & pH=2.8.

Produit avant Déminéralisation sans Déminéralisation avec
déminéralisation régression du courant régression du courant
Acides [AA]s N [AA]; N¢ pertes [AA]: Ny pertes
aminés | {mmole/l) [ {(mmole) | (mmole/l) | (mmole) ( %) {mmole/l) | (mmole) {%)
Asp 40.6 20.3 30.7 10.43 48,62 49.5 17.32 14.67
Ser 19 9.5 12.8 4.48 52.82 18.9 6.61 30.42
Glu 23 11.5 17 578 49.73 27.7 9.69 15.73
Gly 20.5 10.25 15.4 5.23 48.97 17.4 6.09 40.58
His 225 11.25 6.3 2.14 80.97 8.1 2.83 74.84
Arg 8.5 4.35 - - 100 - - 100
Thr 20.3 10.15 16.1 5.47 46.10 238 8.33 17.93
Ala 46.7 23.35 28.8 9.79 58.07 40.4 14.14 39.44
Pro 15.2 7.6 11.4 3.87 49.07 16.5 577 2407
Cys 2 1 2 0.68 32 2.7 0.94 55
Tyr 45 2.25 3 1.02 54 .60 5.4 1.89 16
Val 351 17.55 26.3 8.94 49.05 40.3 14.10 19.62
Met 5.8 2.9 4.4 1.49 48.6 0.5 0.17 93.96
Lys 279 13.95 7.0 2.38 82.93 9.5 3.32 52.57
Iso 0.6 0.3 0.3 0.102 66 0.7 0.23 22
Leu 43.9 21.95 33.8 11.49 47 65 51.6 18.06 17.72
| Phe 16 8 16.8 5.71 28.62 23.2 812 0
[CI'] 2100 1050 280 95.2 90.93 260 91 91.33
[Na'] 1860 930 210 71.40 9232 200 70 92.42
Volume | 500 ml 340 ml 350 mi

Nous constatons que la déminéralisation avec régression du courant au cours de
I'expérience permet de réduire les pertes en acides aminés. Cela pourrait étre expliqué
par le fait que l'intensité du courant totale dans la membrane echangeuse d’ions est

donnée par la relation suivante:

1= Z'j = i(Na+ ouCl-} +1 (acides aminés)

Quand le courant transporté par les ions Na' et CI atteint sa valeur limite, toute
augmentation du courant sera conduite par les acides aminés. Cependant, ces résultats
nous montrent que les pertes en acides aminés restent encore importantes pour cette
deuxiéme expérience. Nous avons alors pensé a l'effet du pH de I' hydrolysat sur les
pertes au cours de la déminéralisation . Pour cela , nous avons effectué deux études
cinétiques de déminéralisation sur le micropilote, f'une a pH=6 et l'autre a pH de

Phydrolysat (pH =2.6). Les résultats sont présentés sur les figure16 a 19.

-
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~ Nous constatons sur ces figures (16 a 19) qu'au début de ['électrodialyse, le
nombre de moles en acides aminés contenus initialement dans le produit reste
pratiquement constant. C'est & dire que la totalité du courant est transporté par les ions
Na’ et CI, mais quand la concentration de ces ions dans I'hydrolysat devient faible, se
sont les acides aminés chargés qui conduisent une partie du courant

impose(fig17et19).

Les figures 20 et 21 représentant les pertes en acides aminés en fonction de ia
concentration finale en Cl dans le produit pour ces deux expériences, montrent que |a
déminéralisation de I'hydrolysat est limitée par les pertes en acides amines. kn effet, il
y a une concentration finale limite en NaCi qu'on ne pourra pas depasser sans pertes
importantes en acides aminés. Toutefois, on remarque sur ces mémes figures et sur le
tableau IV gu'avec une déminéralisation & pH voisin de 6, nous pouvons atteindre une
concentration finale en NaCl plus faible que celle obtenue a pH acide, et ceci avec des
pertes moins importantes en acides aminés basiques et amphotéres qui possedent
des pH; éleveés .

Tableau 1V :Effet du pH de I'hydrolysat sur les pertes (%) en acides aminés lors de la déminéralisation
sur micropilote et sur le pilote P1 avec les membranes AMV-CMV.

Acides Aminés Déminéralisation sur le micropilote | Déminéralisation sur le pilote P4
pH=2.6 pH=6 pH=2.6 pH=6
Asp 9.79 9] 14.67 21.27
Ser 5.51 0 30.42 17.00
Glu 0 0] 15.73 2270
Gly 156 5.89 40.58 -
His 41.37 54,33 74.84 63.88
Arg 53.01 18.94 100 39.76
Thr 0 0 27.93 21.79
Ala 9.96 0 39.44 23.03
Pro 2.35 0 24 .07 20,75
Cys 4] 0 55 , ©12.85
Tyr 0 0 16 20
Val 0 0 19.62 10.61
Met - 0 93.96 0.8
Lys . 43.54 11 52.57 31.66
Iso 1.58 0 22 -
Leu 0 0 17.72 20.78
Phe 0 0 0 0
[Na'] finale 0.49 0.34 0.26 0.25
[CI'] finale 0.38 0.32 0.20 0.20
Volume initial 100 mi 100 ml 500 ml 500 ml
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Une déminéralisation sur P1 avec régression de la densité du courant a eté
réalisée a pH =6, cette expérience a éte arrétee lorsque la concentration finale en CI
dans le produit est égale a la concentration limite ( C=0.3-0.4 M) déterminée sur la

figure 20. Les résultats de cette expérience sont présentés sur le tableau V.

Tableau V: Résultats de la déminéralisation sur le pilote Py avec les membranes AMV-CMV et a

pH=6
Acides aminés [AA]o [AA) Ny N¢ pertes
(mmoles/l) {mmoles/t) (mmoles) {mmoles) {%)
Asp 38.9 36.1 19.45 . 14.44 25.75
Ser . 21.2 21.65 10.6 8.66 18.30
Glu 25.1 24.4 12.55 9.76 . 2223
Gly 2455 26.2 12.27 10.4 15.24
His 17.45 15.35 8.72 6 3119 |
Arg 8.8 9.5 4.4 - 3.48 20.90
Thr 17.15 18.35 8.57 7.34 14.35
Ala 447 44.85 22.35 17.94 19.73
Pro 12.9 13.7 6.45 548 15.03
Cys 0.9 2.25 0.45 0.9 2
Tyr 3.1 7.95 1.55 318 -
Val 28.7 30.95 14.35 12.38 13.72
Met 4.95 6.05 2.47 242
Lys 29 29.25 14.5 1.7 19.31
Iso 0.25 1.35 0.125 0.54
Leu 37.9 41.25 18.95 16.5
Phe 12.35 16.95 6.175 6.78
[Cl'] 2.04 0.36 1020 144 86
Volume 500 ml 400 ml

L'ensemble des résultats obtenus lors de la déminéralisation des hydrolysats
chimigues nous a permis de constater I'effet du pH de produit, de la concentration finale‘
en NaCl et de la densité de courant sur les pertes en acides aminés au cours de
cette opération. Les pertes les plus faibles sur le pilote de laboratoire(P1) sont
obtenues a pH 6, avec regression du courant et & un taux de déminéralisation de 86 %
(TableauV). Nous constatons egalement que les pertes sont moins importantes lors de
la déminéralisation sur I'électrodialyseur micropilote. Cela est du au temps de sejour
des acides aminés plus long et a la surface importante développée par les membranes

dans la cellule de I'électrodialyseur pilote.
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CHAPITRE VI

EXTRACTION DES ACIDES AMINES



Vi-1. Etude de I'electro-migration de la glycine, de I'acide glutamique
et de la lysine

Nous avons vu dans la partie bibliographique que suivant le caractere acido-
basique des acides aminés, I'ensemble de ces derniers est constitué de trois familles :

‘"o Les acides aminés basiques.

e Les acides aminés acides .

» Les acides aminés amphotéres.

Afin de pouvoir envisager la séparation en groupes de familles, nous avons
choisi un acide aminé pour chaqu'un d’eux ( Gly, Lys, Glu ) et nous avons étudie ['effet
du pH sur les capacités d'extraction par électrodialyse. Nous avons ensuite etudié au

pH optimisé (pH=6) I'effet de la tension électrique sur I'extraction de l'acide glutamique.

VI-1-1: Effet du pH ‘
L'extraction de la glycine, de la lysine et de 'acide glutamique est realisée sur

V'électrodialyseur P; . Les conditions expérimentales sont décrites ci dessous:

¢ Membranes : AMV-CMV.

e Compartiment produit : 1 litre de solution a 0.1M de 'acide aminé
- étudié ( 0.05M pour la lysine }.

¢ Compartiment saumure : 1 litre de solution de NaCt 10* M.

+ Compartiments électrodes ; 1,5 litres de |a solution Na,SO, 0,1M.

+ Tension électrique : U =15 Volts

Le pH dans le compartiment produit est fixé par ajout d’'une solution de soude
(NaOH) ou d'acide chiorhydrique (HCI). Les concentrations en acides aminés sont

déterminées par colorimétrie a I'aide de la ninhydrine (A=570 nm).

Résultats et Interprétation:

Au cours de ces expériences, nous avons suivi la variation de la concentration
en acides aminés dans le compartiment produit et saumure. Les résultats presentés
sur les figures 22 & 27 montrent que I'extraction d’'un acide aminé par électrodialyse est

dépendant du pH de milieu dans lequel il se trouve:
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Afin de pouvoir interpréter ces résuitats, nous avons détermine les flux
transmembranaires, les rendements d'extractions, les taux d'appauvrissement, les taux

de pertes et les rendements faradiques correspondant a chaque extraction.

a/ calcul des flux transmembranaires:

Le flux transmembranaire est défini comme étant le nombre de moles d'acides
amindgs transportés a travers la membrane par unité de temps et de surface de la
membrane.

A partir des pentes des droites représentant I'évolution des concentrations en
acides aminés dans la saumure (fig 22, 24 et 26), nous avons calcule les flux

transmembranaires pour chaque valeurs du pH ( figure 28).

3.0 T T T T T T T T N T T T T o T T T T T ) T T ' T
AMV-CMV, U = 15 Volts; Q =100 Vh
) 3] (.,'f,‘” "

2500 . ' . /
e RS, i
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o . ,,
1.0} \ / -

Flux des acides aminss 105 ( mmoles/cm2s)

0.5 ~/ . .
—_—
”\.-._--"I
0-0 s 1 L ! L ! Il ! : 1 - L 1 1 1 1 i 1 I L 1 1 | 1 i 1
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pH
Figure28: Evolution du fiux des acides amines en fonction du pH de diluat
lors de P'exiraction par I'dlectrodialyseur pilote (P1).
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Pour interpréter Pévolution du flux en fonction du pH de diluat, nous allons
schématiser I'état du systéme solution -membrane a différents domaines de pH pour les

trois acides aminés extraits :

Solution 1(diluat) Solution 2 (concentrat)
Glu Lys- LA +
. . \ " Na
pH + 8 0 oL
‘Basiques Na® Glu L];/)S,E MEI SN
OH  Gly e
..................... GIY o
pH Glu Lys” Gly i Na*
Neutres GluO,LySOGlyO MEI “
. Cr
Gly"
H" Gly Lys' Glu® | : i Na'
pH Cl" Gly’ Lys™ Gla2— MEI —
Acides . Cl
Glu .

Sous l'effet conjoint du potentiel chimique et de la différence de potentiel
électrique appliqué, les ions contenus dans la solution 1 vont se déplacer vers la
solution 2 en traversant la membrane échangeuse d'ions. Le flux traversant cette
membrane est la somme du flux de diffusion et du flux d'électro-migration. |l s‘exprime‘

en chaque point de la membrane par :
I= -Uim C';m RT dln ai’“/ dX - Uim Zi Cim de Jdx

avec

U™ : la mobilité ionique du soluté dans la membrane.
C™: la concentration du soluté dans |la membrane.

a ™ : I'activité du soluté dans la membrane

Q™ : potentiel électrique dans la membrane.

R : Constante des gaz parfaits.

T : Température { °K)
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Toutefois, lI'étude effectuée par D. MARTINEZ [21] sur la diffusion et
Iélectrodiffusion de I'alanine montre que les flux d'électro-diffusion sont trés supérieurs
4 ceux dus a la simple diffusion de I'acide aming, le flux d'électromigration ;ﬁeut donc
&tre considéré comme seul responsable du transfert des ions :

J=-U"Z G dq™ / dx

Cette expression montre que le flux de transfert des acides aminés chargés est
dépendant de leurs concentrations dans la membrane et de la valeur du potehtiel '
électrique appliquée. Ce dernier étant maintenu constant (' V =15 Volts), le flux dépend
donc uniquement de la concentration ionique des acides aminés au sein de la

membrane .

La concentration des acides aminés a l'intérieure de la membrane est en relation
avec leur concentration ionique dans le produit ( diluat ), la forme des courbes
représentant les flux en fonction du temps (fig.30) traduit donc la distribution ionique
des acides aminés en fonction du pH du milieu dans lequel ils se trouvent . Cette figure
montre que chague courbe des trois acides aminés passe par un minimum, ces valeurs
minimales correspondent aux valeurs du pH voisines des pH isoélectriques de ces
amdes aminés. En effet, pour un pH de produit voisin de pH; de l'acide aminé, ce
dernler se trouve pratiquement sous forme neutre et sa concentration ionique est trés

faible, par conséquent la valeur du flux est minimale.

Cependant, on remarque que la valeur minimale du flux d'électro-diffusion de la‘
glycine est plus faible que celle de l'acide glutamique et de la Iysine qui possedent
respectivement un pH; dans le domaine du pH acide (pH=3) et basiqué (pH=9.5). Ce
résultat pourrait s'expliquer par I'électrodiffusion des ions OH' et HsO" qui déplace
I'équilibre acido-basique des acides arhinés vers la formation de la forme chargée de

ces derniers. Il est donc plus facile de maintenir la glycine dans le compartiment diluat.

On peut déduire ainsi & partir de ces courbes que la détermination d'une valeur

adéquate du pH de diluat permettrait d'envisager une séparation en groupes de familles
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d'un mélange d'acides aminés. En effet, pour un pH voisin du pH; de ia giycine, le fiux
de ce dernier est trés faible, par contre, le flux de I'acide glutamique et celui de la lysine
sont importants. Il est donc possible en opérant a pH voisin du pH=6, de bloguer la
famille des amphotéres (pH;=6) dans le compartiment produit et de transférer les autres

familles vers les compartiments concentrats.

b/ Calcul des taux d’appauvrissement, des rendements d’extraction et des

taux de pertes en acides aminés:

Les taux dappauvrissement et les rendements dextraction présentés
respectivement sur les figures 29 et 30, correspondent aux quantités d'acides aminés
perdues dans le diluat et aux quantités retrouvées dans le concentrat a la fin de

l'expérience, par rapport aux quantités introduites initialement dans le produit.

Le taux de pertes présenté sur la figure 31 correspond a la difference entre la
quantité en acides aminés perdue dans le diluat et celle retrouvée dans le concentrat

par rapport a la quantité perdue dans le diluat.

100——T——F—

T 1 T T T T T T T T T T T T T
A"'—‘—-—.____‘ 0““-—-—\_\0
—-_-_‘_"\___
A .
A
o
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7

Taux d'appauvrissement en acides amines (%).

&

o o Gly
20} N + Glu -
+ Lys
AMV-CMV, Q= 100 I/h , U = 15 Volts, t=60mn.
0 L ! 1 | i 1 n il 1 1 1 1 L A L 1
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pH
Figure29: Evolution du taux d'appauvrissement en acides aminds dans
le diluat en fonction du pH au cours de l'exiraction par le pilote P1.
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Evolution du taux de pertes des acides aminés en fonction

du pH de diluat au cours de l'extraction sur le pilote P1.
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Nous constatons & partir de ces figures (29-31) que. la totalités des acides
aminés perdus dans le diluat ne se retrouve pas dans le concentrat, il y a eu donc
probablement adsorption ou blocage sterique de ces derniers au niveau des
membranes .

Ces pertes pourraient étre favorisées par la transformation a lintérieure de la

membrane, des acides aminés chargés en acides aminés neutres : ::

_ H+ . H+
PO — AAQ — AA
+H +H

La concentration en acides aminés chargés a l'intérieur de la membrane est plus
élevée que celle des acides aminés neutres et I'équilibre sera déplaceé vers la formation

de ces derniers qui seront bloqués par les membranes.

La figure 31 montre que les quantités disparues pour les trois acides aminés

étudiés sont maximales au voisinage de leur pH isoélectriques.

Ces figures nous permettent également de déduire que f'extraction de la glycine
" et de I'acide glutamique est plus intéressante en milieu basique qu'en milieu acide, cela
pourrait &tre du a la faible perméabilité aux acides amines de la membrane échangeuse

de cations ( CMV ) utilisée .

La forte mobilité des ions H;0O" et la polarisation de leur concentration au niveau
de la couche limite pourrait participer aussi aux ralentissement de cette exiraction en -

déplagant I'équilibre vers la formation des acides aminés neutres :

—_—

AA' < AA° +HO'
En effet, la polarisation de la concentration en ions ‘430" provoque une

augmentation du pH au voisinages des mémbranes en s’approchant du pH; de l'acide

aminé, notamment pour l'acide glutamique qui posséde un pH; acide (pH=3).
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C/ Calcul des rendements faradiques:

Le rendement faradique traduit 'efficacité du procédé d'électrodialyse considére,
cest le rapport de la quantité d'électricite théoriquement nécessaire a la quantite
réellement dépensée pour transférer une quantité donnée d'espéces chargées. Dans le
cas d'un ion monovalent, le rendement faradique est donné par la relation suivante:

FV AC
Rf =

nl At

Ou V est le volume du circuit de concentrat (en litre), AC est la variation de la .
concentration du circuit pendant le temps At (en mol i), I est lintensité appliquée (en
Ampéres) , At la duree d' électrodialyse (en secondes) et n le nombre de cellules.

Nous constatons sur ja figure 32 que Les rendements faradiques des frois
acides aminés extraits a différentes valeurs de pH, présentent des sommets au
voisinage de la neufralité. Ceci est du au fait que dans ce domaine du pH, les
concentrations en ions HsO' et OH sont trés faibles et que le courant est
majoritairement transporté par les acides aminés. Toutefais, la forte mobilité des ions
H,O* et OH provoquent une chute considérable du rendement faradique dans les

domalnes de pH acude et baanue

100.0 N T T T i T T i T T T T T T T T T T ' T T N T
- AMV- - -15V ¢ Gl
87.5 _AMV-CMV, Q=100l/h, U=1 ' Glz
i o Lys
750} -

500/} /

37.5

o
L

25.0

125 ./ /
? l/l 1 L L | 1 ] L { L ! i 1 1 1 L 1 L 1 I § 1 1

0.0
00 1.0 20 30 40 50 60 7.0 8.0 9.0p|1‘*0.011.0 12.0 13.0 140

T
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\ |
\

Rendement faradique(%).

Figure 32: Evolution de rendement faradique des acides amines

Lors de lextraction par I'électrodialyseur P1
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d/ Evolution du pH:
{’ajout d'une solution acide ou alcaline pour maintenir le pH du diluat constant
était nécessaire lors de I'extraction par électrodialyse des trois acides aminés étudie.
Cette apport en ions OH et H;O" s'explique d'une part par I'électrodiffusion de
ces derniers, mais aussi par le déplacement de I'équilibre acido-basique de l'acide

amine extrait.

A°+H30+‘ — A
A° <« A +HO'

L'extraction en continu des acides aminés chargés déplace ['équilibre vers la

formation de ces derniers, par conséquent, I'apport en ions H;O" ou OH" est nécessaire.

VI-1-2. Effet de la tension sur Pextraction de P'acide glutamique:
Nous avons réalisé des expériences d’'extraction de I'acide glutamique & pH de
produit constant en variant la tension électrique de 5 a 33 volts. Les conditions

experimentales utilisées sont decrites ci-dessous:

o Electrodialyseur . Pilote P1

e Membranes . AMV-CMV

o Compartiment produit . 1 litre de sol. 0.1M d’acide glutamique
« Compartiment saumure - 1 litre de la.solution NaCl 107

o pH dans le compartiment produit 6

Résultats et discussion:

Les figures 33 et 34 montrent que I'évolution de:la concentration en acide
glutamique respectivement dans le compartiment produit et saumure, dépend de la
valeur du potentiel électrique appliqué. Nous constatons sur la figure 35 que I'évolution
du flux transmembranaire de l'acide glutamique en fonction de la tension est lente
lorsque les valeurs de cette derniére sont inférieures & 10 Volts. Cela pourrait
s'expliquer par la faible mobilité ionique de I'acide glutamique dans les membranes
utilisées. Pour des valeurs de tension comprises entre 10 et 25 Volts, I’évolutibn du flux

est lindaire. Au dela, Le palier observé est dii a |a polarisation de la concentration de
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I'acide glutamique au niveau de l'interface membrane - solution. Par conséquent, le flux
tend vers sa valeur maximale. Nous constatons également que l'augmentation de la
tension électrique appliquée permet d'améliorer le rendement d’extraction de l'acide

glutamique (figure36); les pertes de cet acide aminé au niveau des membranes sont

donc réduites. o o ’ e
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Vi-2. Séparation en groupes de familles :

Au cours de cette partie, nous avons étudié la possibilité de séparation

des acides aminés en trois groupes de familles, contenus dans le produit

déminéralisé au préalable en isolant ceux chargeés (figure 37).

o | fea| o |t [vea] Huec| |

Na~——pm Na* AA~ / Na—f—p Na“
6}_[ AR At\" AA’ i_e
AA Cl ¢4—-CI' |
Dantiaalaelien el
E ¢ P G D E

Figure 37 : Séparation des acides aminés sur I’électrodialyseur a quatre compartiments.

La séparation en groupes de familles a été réalisée sur deux types
d'électrodialyseurs & quatre compartiments. Les trois premiers essais ont été
réalisés sur le micropilote de laboratoire et les suivants sur le pilote P4 avec

respectivement les conditions expérimentales suivantes :

Micropilote:
¢ Compartiments Diluats: D, Vs =200ml de Phydrolysat ;
| D; : Vpz =500 mi de solution NaCt 4 0.5 M.
e Compartiments Concentrats Ciet C; : Vo1 =Vez = 100 ml de la soiution
NaCl 107 M.
 Densité de courant 30mA /om’;

71-



Pilote de laboratoire P4:

+ Compartiments Diluats: Dy :Vpy =2000 m! de la solution NaCl 2M.
D, : V2 =1100 ml de I'hydrolysat.
. Compartiments Concentrats Cq et C, : Ve1=Vez =1000 m! de sol. NaCl 102M.

o Densité de courant - 3mAfcm> 7.5 mA/cm?® et 20 mA/cm®

l.es expériences sont arrétées lorsque la tension appliquée atteint sa

valeur maximale (U= 35 volts).

Résuitats et discussion:

Les concentrations en acides aminés dans 'hydrolysat enzymatique de
cruor étant trés faibles, nous n'avons pas pu passer a l'extraction par
électrodialyse. En effet, les acides aminés perdus dans le diluat lors d'un essai
d'extraction ne "se retrouvent pas dans le concentrat. Par contre, les
concentrations élevées dans I'hydrolysat chimigues nous ont permis de réaliser

plusieurs extractions.

Lors de la premiére expérience de séparation des acides aminés sur le
micropilote, nous avons constaté que le pH du produit commence a diminuer
aprés un certain temps d’'électrodialyse (240mn) (fig.38). Or, la séparation a pH
éioigné des pH; de la famille des amphotéres favorise la fuite de ces derniers

vers les compartiments concentrats.

Les résultats de cette premiére separation exprimés en rendement
d’appauvrissement pour les compartiments produit et d’extraction pour les

compartiments concentrat sont présentés dans le tableau VI



Tableau V1 :Résultats de la séparation sur le micropilote avec les membranes
AMV-CMV i pH variable et i = 30 mA/cm’ ‘

pH

- Temps (mn)

Produit Produit pertes Cl(-) C2 ([ Extraction
No{mmole) | Nf (mmole) Yo Nf (mmole) Nf (mmole) (%o}
Asp 6.89 1.97 71.29 - 3.35 48.62
Glu 4.16 1.89 54.56 - 133 32,11
Ser 3.69 3146 1 0.19 - 5.12
Gly 422 3162 15 0.58 - 13.81
His 1.94 0.192 920 1.40 - 72.57
Arg 1.52 0 100 1.023 - 67.30
Thr 3.04 2.8 7.89 0.17 - 5.60
Ala 8.03 7.43 7.37 0.131 - 1,63
Pro 2.36 2.19 6.93 0.029 - 6.89
Tyr 1.1 1.07 2.72 - B -
Val 520 4.84 6.78 - - -
Met 1.04 0.936 997 - - -
Cys - - - - - -
Iso - - - - - -
Leu 6.92 6.2§ 10.22 - - -
Phe 2.82 2.46 12,5 - - -
 Lys 49 ] 100 3.32 - 67.75
vol 200 mt 175 mi 115 mi 110 mil
8.0 T T 1] T T T ] T T T
- i= 2
70k AMV-CMV, i=30mA/cm2, |
6.0 . . . N |
50 .
4.0} -
3.0+ -
2.0 -
1.0 :
0'0 L 1 1 ! i 1 I L 1 | L ! i i L ) ]
0.0 300 600 900 1200 1500 180.0 2100 2400 2700 300.0

Figured8: Evolution du pH de Hydrolysat lors de la séparartion des
acides aminés en groupes de familles sur le micropilote.
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La figure39 montre que le nombre de moles en acides aminés
amphotéres reste pratiquement constant dans le compartiment diluat lors de la
séparation sur le micropilote. Par contre, sur la figure 40, nous constatons un
appauvrissement important en acides aminés acides et basiques dans ce
compartiment (diluat). Cette derniére montre également quau moment de ia
variation du pH au temps de 240mn, les concentrations en acides aminés
chargés (acides et basiques) restent encore importantes. La pbursuite de

Pextraction et le maintien du pH voisin de 6 sont donc nécessaires. Pour ce

faire, nous avons procédé de deux fagons différentes :

m Ajout de NaOH ( 4M ) au cours de la manipulation.

M Reéduction de la densité de courant au cours de la séparation. -

Nous constatons sur le tableaux VIl que I'ajout de NaOH a favorisé le

transfert de certains acides aminés amphotéres (Ser, Gly et Leu) et basique (

His ) vers le compartiment concentrat C..

Tableau VII : Résultats de la séparation sur le micropilote avec les membranes

AMV-CMYV, pH=6, avec ajout du NaOH et i=30 mA/cm’

Acides Produit Produit’ Perles Nf (mmoles) | Nf{immoles) | Extraction

aminés Ni (mmoles) NI (mmoles) %o CI(-) C2(+) (%)
Asp 6.89 2.72 60.52 - 1.96 28.57
Glu 4,16 241 4206 - 0.54 12,95
Ser 3.69 3.06 17.07 - 0.088 2.3
Gly 4.22 3.48 17.53 0.54 0.13 15.8
His 1.94 0.27 85.97 1.45 0.15 82.54
Arg 1.52 0 100 1.003 - 65.980
Thr 3.04 2.03 13.48 0.2 - -
Ala 8.03 6.83 14.94 0.2 - 2.4
Pro 2.36 2,00 15.25 - - 8.4
Tyr 101 0.23 79.09 - - -
VYal 5.20 440 15.38 - - -
Met 1.04 0.4 61.53 - - -
Cys - 0.2 - - - -
Iso 0.25 0.21 16 - - -
Leu 6.92 6.08 12.13 0.035 - 0.5
Phe 2.82 2.39 15 - - -
Lys 4.9 0 106 3.091 - 63.08

Vf. 200m!i 170ml 115mi 110mi

T4
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Figure39: Evolution du nombre de moles des acides aminés amphotéres
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Les résultats présentés sur le tableau VIII montrent que les rendements

d'extraction ne sont pas importants lors de la séparation avec régression de Ia

densité de courant.

Le tableau IX présente la composition (%) en acides Vaminés dans chaque

compartiment & la fin de chaque séparation sur le micropilote.

TableauVLLI : Résultats de la séparation sur le micropilote avec les membranes
AMV-CMYV i densité du courant régréssive et pH=6.

Acides Produit Ny | Produit Nf | Pertes Nf C1(-) Nf C2(+) Extraction

aminés {mmoles) {mmoles) % {(mmoles) {mmales) Yo
Asp 6.89 4.15 39.76 - 0.766 11.11
Glu 4.16 2.93 29.56 - 0.63 15.14
Ser 3.69 3.13 15.17 0.08 - 2,38
Gly 422 3.83 9,24 0.47 - 11.20
His 1.94 - - 1.12 - 57.35
Arg 1.52 0.49 71.57 0.69 - 45.59
Thr 3.04 2.68 11.84 - - -
Ala 8.03 6.62 17.55 0.132 - 1.6
Pro 2.36 2.23 5.50 0,187 - 7.92
Tyr 1.1 0.36 67.27 - - -
Val 5.2 4.48 13.84 - - -
Met 1.04 0.19 31.73 - - -
Cys - - - - -
Iso 0.25 - - - - -
Len 6.92 6.15 i1.12 0.033 - 0.47
Phe 2.82 2.26 19,85 - - -
Lys 4.9 1.54 68.57 1.69 - 34.48
Vol 200mi 170mi 112ml 118ml
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Tableau IX : Composition({ %) des différents compartiments lors de |a séparation sur le
micropilote avec les membranes AMV-CMV

Produit | Séparation a pH Séparation avec Séparation Avec
variable ajout de NaOH regression du
courant
Acides | Produit | Produit
Aminé t=0 Pf Cif (-} | C2f(+) Pf C1f{-)| C2f | Pf | Cif(-) | C2(H)
s {-)
Asp 11.86 5.04 - 71.58 7.29 - 6843 10.1 - 54.8
Glu 7.16 4.83 - 28.41 6.45 - 18.88 | 7.14 - 45.1
Ser 6.35 8.85 277 - 8.20 - 307 | 7.6 1.81 -
Gly 7.26 9.26 8.51 - 9.32 831 4,54 | 9.34 | 10.68 -
His 3.34 0.49 20,43 - 0.72 22.23 | 5.24 - 25.45 -
Arg 261 0 14,93 - 0 15.38 - 1.19 | 15.68. -
Thr 523 7.16 2.48 - 7.04 - - 6.53 - -
Ala 13.82 19.01 1.91 - 18.3 3.06 - 16.1 3.0 -
Pro 4.06 5.60 0.42 - 5.36 3.06 - 543 | 425 -
Tyr 1.89 2.73. - - 0.61 - - 0.87 - -
val 8.95 12 .40 - 11.7 - - 10,7 - -
Met 1.79 2.39 - 1.07 - - 0.46 - -
Cys - - - - 0.54 - . - - -
Iso 043 - - - 0.56 - - - - -
Leu 11.91 15.89 - - 16.2 0.54 - 15 0,75 -
Phe 485 6.29 - - 6.42 - - 5.51 - -
Lys 3.43 0 48.5] - - 47.40 - 3.75 | 38.40 -

ressort des tableaux X et

Xl présentant les résultats des trois

séparations realisées sur le P, a différentes densités de courant , les remarques

suivantes :

« L’extraction des acides aminés acides pour les deux premiéres densités de

courant ( i=3 mA / cm’ |, i= 7.5 mA/ cm?) est pratiquement totale, alors que

celle des acides aminés basiques est trés faible notamment pour F'histidine et

Parginine. Cela pourrait s’expliquer par la faible perméabiiité aux acides

aminés des membranes échangeuses de cations (CMX Sb) utilisées.

¢ Les rendements d’extraction des acides aminés basiques sont plus importants

pour une densité de courant de 20 mA/cm?®. Cela peut s’expliquer par le fait

qu'a densité de courant élevée, 'acide aminé est soumis a une force motrice

de transfert importante. Cette derniére Iui permet de traverser la membrane

echangeuse de cations (CMX Sb).
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+ Les pertes en acides aminés amphotéres dans le compartiment produit sont

dépendantes de la densité de courant appliquée, les plus faibles sont

enregistrées ai=7.5 mA/cm?. Nous constatons également qu'elles sont plus

importantes que celles enregistrées sur le micropilote. Cela est di a la

difference de surface développée et aussi au long temps de sejour dans la

cellule d'électrodialyseur pilote. En effet, ces deux parameétres favorisent la

diffusion et I'adsorption des acides amineés.

e Les taux d'extraction des acides aminés amphotéres dans les compartiments

concentrats sont trés faibles, les pertes en acides aminés sont donc plus

importantes quand ils se trouvent

confirment aussi les résultats préalablement obtenus.

sous forme neutre. Ces résuitats

Tableau X : Effet de ta densité du courant sur la séparation des acides aminés sus le pilote
P4 avec les membranes Neosepta 4 pH=6.

i= 20 mA / cm” i=7.5mA /cm” i=3mA/cm’
Acides | APP(%) | EX(%) | EX(%) | APP(%) | Ex(%) | EX(%) | APP(%)| EX(%) | EX(%)
Aminés Pf c1 c2 Pf C1 c2 Pf c1 c2
Asp 91.33 7543 | 98.45 - g7.78 | 100 100
Glu 81.96 70.22 | 94.16 - 96.85 | 95.58 95
Ser 56.64 4.93 1.14 2739 | 249 | 926 | 36.32 | 6.52 13.94
Gly 64.96 3.12 - 4188 | 2.90 - 77.97 | 4.13 -
His 75.45 | 24.54 - 46.02 | 12.23 - 87.92 15 -
Arg 9929 | 43.41 - 87.64 | 22.52 100 32.8 -
Thr 54.11 1.87 0.80 21.81 1 0.82 | 60.54 | 1.91 1.54
Ala 41,59 1.81 0.54 1706 | 1.70 | 1.49 | 51.25 | 3.81 3.81
Pro 42.36 0.89 - 0.740 | 087 | 084 | 5336 | 2.02 1.29
© Tyr 43.33 3.55 - ] - - - - -
Val 46 .67 0.95 - 11.71 0909 | 1.36 | 52.04 | 1.96 213
Met 45.92 - - 9.73 - 059 | 5246 | 0.94 1.18
Cys 49 52 1.14 - - - - 60 - --
Iso - - - - - - - - -
Leu 4525 1.03 0.59 7.03 0.98 - 4864 | 1.75 1.92
Phe 49.07 0.49 - 2.70 047 | 076 | 56.70 1 1.43
Lys 8446 | 60.46 | 0.21 8090 | 37.48 | 0.169 98 50.28 3.74
Vf (mi) 850 1200 | 1100 810 1150 | 1025 805 1150 1050
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Tableau Xl : Composition (%) des différents compartiments lors de la séparation en groupes de
famille sur le pilote P4 avec les membranes Néozepta i =30mA/cy’,

Produit |i= 20 mA / cm? i=7.5 mA / cm® i=3mA/cm?
Acides =() Pf Cc1 c2z Pf C1 C2 Pf C1 C2
Aminés
Asp 10.27 218 - 6719 | 0.19 - 65.66 - 63.63
Glu 4 11 1.82 - 2998 | 03¢ - 26.51 0.54 28.37
Ser 22.44 474 2.79 0.53 7.93 36 3.95 8.52 4.36 3.52
Gly 9.20 7.89 3.9 - 7.84 52 - 6.08 57 -
His 6.4 3.86 21.07 - 554 16.62 - 2.32 14.4 -
Arg 2.5 0.43 14.76 - 0.53 12.96 - - 12.3 -
Thr 5.33 6.01 0.72 0.45 6.30 1.16 0.27 6.30 1.54 0.47
Ala 14.20 20.36 1.36 0.81 | 17.89 4.96 1.27 20.79 8.1 2.30
Pro 430 6.09 0.53 - 54 0.64 0.18 6.01 1.32 0.32
Tyr 0.42 0.59 0.20 - 0.56 - 0 0.63 - -
‘Val 11.38 14.91 1.47 0.65 | 14.32 2.14 0.86 16.39 3.3 1.39
Met 2.95 3.92 - - 3.86 - 0.1 4 21 0.42 0.20
Cys 0.61 0.75 0.94 - 0.67 - 0.067 0.71 - 0.76
Iso - 0.95 - - 1.00 - - 0.97 - -
Leu 11.54 15.53 1.52 0.77 | 16.55 2.35 0.74 17.80 312 1.27
Phe 6.39 8.00 0.43 - 9.10 0.59 0.270 8.32 1.06 0.53
Lys 5.87 2.23 48.02 | 013 1.89 4963 | 0.067 0.34 44.2 0.12

Les résultats des différentes expériences effectuées sur les deux types
d'électrodialyseurs & quatre compartiments, montrent que les separations ont
permis de récupérer chacune des trois familles dans le compartiment qui lui a
été prévu initialement. Cependant, on remarque que la totalité des acides
aminés perdus dans le produit ne se retrouve pas dans les concentrats. Ces
résultats confirment ceux préalablement obtenus. ils montrent également que les
familles obtenues ne sont pas pures. |l semblerait donc difficile d’empécher les
fuites des acides aminés amphotéres vers les compartiments concentrats.
Toutefois, on remarque sur les figures 41 et 42 que les fuites de certains acides
aminés sont faibles au début de la séparation, il est donc possible de limiter la
migration de ces derniers si on se limite & un certain taux d’extraction. I pourrait
étre obtenu avec une séparation en continu en opérant avec plusieurs cellules
d’électrodialyse placees en série. Dans ce cas, les familles les plus pures seront

récupérées au debut de la série.
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VI-3. Fractionnement

Lors de cette partie, nous avons essayé de fractionner le mélange des
acides aminés basiques ainsi que celui des amphoteres obtenus lors de la

séparation en groupes de famille .

Vi-3-1. Fractionnement des basiques

Les solutions récupérees dans le compartimeht C, aprés séparation en
trois groupes de famille, sont composées majoritairement d'acides éminés
basiques. Plusieurs expériences ont été réalisées dans le but d'effectuer une
séparation au sein de cette famille en se basant sur le pH isoélectrique de

chaque acide aminé.

Une premiere expérience de fractionnement des basiques a ete realisée
sur le micropilote. Au cours de cette expérience, nous avons voulu maintenir |a
lysine dans le compartiment produit et ainsi récupérer l'arginine et ['histidine
respectivement dans le compartiment cathodique et anodique. Pour cela, nous
avons utilisé la solution (S;) récupérée dans le compartiment C; lors de -
I’expérience' précédente (séparation en groupes de familles) en fixant le pH du
compartiment produit voisin du pHi de la lysine. Les-conditions expérimentales
sont citées ci-dessous:

e Compartiments Diluat: Di : Vb = 200 ml de solution S;.

D> Vp2= 500 ml de solution NaCl 0.5 M.
 Compartiments Concentrat Cy et C; ; Vo1 =Vc, = 100 ml de sol. Na Cl 10% M.
¢ Densité de courant : i : 30mA/cm? .
¢ pH de la solution S, : : 95

Quatre autres essais de frac:tionnementi ont éte realisés sur
I'électodialyseur pilote de laboratoire a différentes valeurs du pH ( pH=10 et
11); (pH=8.5et 10) . Pour les deux premieres expériences, nous avons opéré
avec les pH voisins du pH; de la lysine et de 'arginine afin de les bloquer dans
le compartiment diluat. La derniére experience a éte r:éalisée en deux étapes: la

solution S; recupérée dans le compartiment C, & pH=8.5 a été utilisée comme
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produit dans le compartiment diluat a pH=10. Les conditions expérimentales

pour ces quatres expériences sont les suivantes:

¢ Compartiments Diluat: D, Vb =.2000 mi de solution NaCl 2M.
D, : Vo2 =1100 mi de la solution So.

» Compartiments Concentrat G, et Co: Ver=Ve2 = 1000 ml de sol. Na Cl 102 M.

¢ Densité de courant : | = 10mAlc:m

Résultats et discussion:

Lors de l'essai de fractionnement des acides aminés basiques sur le
micropilote, nous avons suivi au cours du temps la variation des concentrations
en acides aminés dans les deux compartiments concentrat. Nous remarquons
sur les figures 43 et 44 qu'au début de la séparation, I'evolution du nombre de
moles des acides aminés est lente dans les deux compartiments. Aprés un
temps de 300mn, nous observons une variation importante de lysine dans le
compartiment cathodique (C ) et d'histidine dans le compartiment anodique
(C,). L'évolution des autres acides aminés reste pratiquement linéaire. Cela
s'explique par I'électromigration (au début de I'expérience) des ions Na' et CI'

contenu dans la solution Si.

4-5 T 1 N T T T ¥ T T T T T T T T T T T
5 [ | » ser AMV-CMV, i=30mA/cm2, pH=9.5. . |
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Figure 44:Evolution du nombre de moles des acides amin€s dans le Goncentrat

_cathodique lors de l'essai de fractionnement des basiques sur le micropilote
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lors de fractionnement des basiques sur le micropilote

Nous avons reporté sur le tableau X!l la composition (%) en acides

aminés dans chaque compartiment au début et a la fin de I'expérience realisee

sur le micropilote a pH 9.5.

Tableau XII : Composition en acides aminés (%) des différents compartiments apres
fractionnement des basiques sur le micropilote a pH = 9.5 et i=30mA/cm’

Acides Produit (%) C1(-) (%) C2(-) (%)

Aminés t=0 t =340mn t =540mn t =540mn
Asp - - -
Giu - - - -
Ser 2.73 4.1 0.32 17.24
Gly - - - -
His 21.49 40.41 8.80 35.34
Arg 14.97 0.65 19.60 -
Thr 1.28 2.30 1.98
Ala 3.80 8.58 0.32 11.37
Pro 0.72 2,39 0.22 3.96
Tyr 0.56 1.31 0.102 3.96
Val 1.44 3.77 0.22 8.36
Met 0.32 0.68 0.85 1.46
Cys 0.08 - - 043
Iso - - - -
Leu 1.3¢ 4.30 0.1 8.36
Phe - - - -
Lys 50.96 30.82 69.62 7.93
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Nous remarquons que le fractionnement n'a pas eu lieu comme prévu. En
effet, nous avons récupéré un produit plus riche en histidine (40.41% } gu'en
lysine (30.82 %), et un concentrat cathodique plus riche en lysine (69.62 %)
gu'en arginine (19.60%). Par contre, au cours du fractionnement sur le pilote P4
a pH 10 (tableau XIIl), nous avons pu récupérer un diluat plus riche en lysine
(49.60 %). Cependant, lors de cette derniére expeérience, une quantité non
négligeable dhistidine (15.79 %), d'arginine (11.60%) et d'acides aminés
amphotéres restent encore bloqués dans le compartiment produit. Toutefois,
cette expérience nous a permis de récupérer un concentrat C, composé de
38.40 % d'histidine .

Tableau Xlll :Résultats de fractionnement des acides aminés basique sur le pilote de
laboratoire P4 avec les membranes Néozepta a8 pH=10 et i=10mA/cm’

Concentrations Nombre de moles finales Composition
finales (mmolell) {mmolefl) des compartiments
(%)
P: Cy C; N¢ N4 Nc2 P Cy Ca
Asp - - - - - - - - -
Glu - - - - - - - - -

- Ser 1.38 - 1.36 1.24 - 1.42 3.84 - 16.22
Gly 1.05 025 | 1.36 0.94 0.26 1.42 2.91 2.76 16.22
His 5.67 015 | 3.20 5.10 0.16 3.36 15.79 1.70 38.4
Arg 417 1.45 - 3.75 1.52 - 11.6 16.17 -
Thr 0.30 - 0.50 027 | - 0.52 0.88 - 5.94
Ala 2.04 - 1.19 1.83 - 1.24 5.66 - 14.17
Pro 0.57 - - 0.51 - - 1.57 - -
Tyr - - - - - - - - -
Val 117 - 0.26 | 1.053 - 0.27 3.26 - 3.08
Met - - - - - - - - -
Cys 0.16 - - 0.14 - - 0.43 - -
Iso - - - - - - - - -
Leu 1.30 - - 1.17 - - 362 - -
Phe 0.28 - - 0.25 - - 0.77 - -
Lys 17.81 - 0.50 | 16.02 7.46 0.52 4962 79.36 5.94

Nous avons, lors de fractionnement & pH 11, essayé de bloquer l'arginine
dans le compartiment diluat et de transférer la lysine et l'histdine vers le
compartiment concentrat C,. Cependant, on remarque qu'a partir des resultats
de cette expérience (tableau XIV) que la totalité de 'arginine est transférée vers

le concentrat C; en méme temps que la majeure partie de la lysine.
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Tableau XIV :Résultats de fractionnement des acides aminés basiques sur le pilote de
laboratoire P4 avec les membranes Néozepta & PH =11 et i=10mA/cm’

Acides Concentration Nombres de moles Composition des
aminés finales (mmoles/l) finales {mmoles) compartiments (%).
Pt Cis Cos Not Nei Ne, C, C,

Asp - - - - - - - -
Glu - - - - - - - -
Ser 0.7 0.1 1.79 0.054 0.12 1.96 0.42 7.94
Gly - - 1.33 - - 1.46 - 5.91
His - 0.088 7.46 - 0.1 8.20 4.10 33.23
Arg - 5.39 - - 6.19 - 25.38 -
Thr - - 0.47 - - 0.51 - 2.06
Ala - - 2.74 - - 3.014 - 12.21
Pro - - 0.31 - - 0.34 - 1.37
Tyr - - - - - 1.07 - 4.33
Val - - 0.98 - - - - -
Met - - - - - - - -
Cys - - - - - - - -
Iso - - - - - - - -
Leu - - 1.07 - - 1.17 - 4.74
Phe - - 0.28 - - 0.30 - 1.21
Lys 0.28 | 1563 6.05 0.21 17.95 6.65 73.70 26.97

Les fractionnements en deux étapes'réalisés a pH 85 et 10 nous a

permis d’obtenir une solution (S3) dans le compartiment C, (tableau XV) a partir

de la solution S, composée seulement de lysine (8544%) et d'arginine

(14,55%). La premiére opération ( pH=8.5) nous a permis d'extraire la lysine et

larginine avec une faible fraction en histidine et en acides aminés amphotéres.

Au cours de toutes les expériences de fractionnement, nous avons

remarqué que la lysine et I'arginine migrent vers le concentrat cathodique C. .

Cela pourrait s'expliquer d'une part par le fait que les pH; de ces deux acides

aminés sont trés proches (pH; ysine=9.5, PHi arginine=10.7), mais aussi par ['électro-

migration des ions OH™ et le deplacement de I'équilibre acido-basique de la

lysine et de l'arginine vers la formation de leur forme positive.

-85- .




Tableau XV: Résultats de fractionnement en deux étapes sur le pilote P4 avec les
membranes Néozepta pH = 8.5 et pH= 10, =10 mA/cm’,

pH= 8.5 pH =10 .
Concentrat C, Concentrat C, Concentrat produit
C2 final
Acides
aminés [AA]: Compos- [AA]¢ N¢ Comp- [AAJ¢ [AA]s
{mmolell) (%) (mmole/l) | (mmole) | (%) |{(mmole/l) {mmole/l)
Asp - - - - - - -
Glu - - - - - - -
Ser 0.49 3 - - - -
Gly 0.40 2.53 - - - -
His 1.04 6.53 - - - 0.61 0.95
Arg 2.44 15.43 2.52 26 14.5 - -
Thr - - - - - -
Ala - - - - - -
Pro - - _- _ - - -
Tyr - - -- - - - -
Val 0.18 1.1 - - - -
Met - - - - - - -
Cys - - -- - - - -
Iso - - - - - - -
Leu - - -- - - ~ -
Phe - - -- - - -
Lys 11. 29 71.37 14.7 15.5 85.4 0.09 0.23

VI-3-2. Fractionnement des amphotéres:

La solution (S,) recupérée dans le compartiment produit aprés séparation
en groupes de famille est composée essentiellement des acides aminés
amphotéres. Ces derniers ont des pH; trés voisins. Pour cela, la séparation
~ entre les composés de cette famille est basee sur la concentration de chaque
acide aminé, sur son encombrement stérique et sur le type de membranes

utilisées.

Nous avons réalisé deux extractions sur [electrodialyseur pilote a
quatres compartiments au pH 8.5 et 3 éloignés des pH isoéiectriques de ces
acides aminés. Les conditions: opératoires pour ces deux expériences sont les
suivantes:

o Compartiments Diluat: D;: Vo =.2000 ml de solution NaCl 2M.
D,: Vp:=1000 ml de solution S;.

« Compartiments Concentrat C et C; : Vs =V, = 1000 ml de sol. Na Ci 107 M.

e Tension électrique : U = 34V0lts.
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Résuitats et discussion:

Au cours du fractionnement des amphotéres, nous avons suivi I'évolution
de la concentrations des acides aminés dans le compartiment concentrat. Les
résultats sont présentés sur les figures 45 et 46. La régression des
concentrations des acides aminés acides et basiques ( Asp,Glu, His, Arg et Lys )
observée sur ces figures s'expliquent par le fait que le flux de ces produits
s'annule aprés un certain temps d'extraction et aussi par I'augmentation du
volume de l!a solution contenue dans le compartiment concentrat. Par
conséquent, leurs fractions dans ce méme compartiment chutent .
considérablement aprés avoir atteint des valeurs maximales au début de
I'expérience (figure 47 et 48).

Nous constatons a partir des résultats de fractionnement des amphotéres
a pH 8,5 (fig47) que pour un temps inférieur 8 15 minutes, la composition en
_acides aminés amphotéres dans e compartiment concentrat est dominee par
celle de l'alanine, de la glycine et de la serine. Ces résultats peuvent étre
expliqués par les concentrations relativement élevées de ces composés dans le
produit de départ mais aussi par leurs -encombrement stérique relativement
faible. Cependant, le flux important des acides aminés acides (Asp et Glu) au
début de I'expérience, réduit la fraction de chacun de ces trois acides aminés
amphotéres. |l est donc possible de récupérer un concentrat plus riche en ces
derniers si on élimine totalement les acides aminés acides dans le produit de
départ. '

La solution contenue dans le compartiment concentrat lors du
fractionnement a pH 3 (fig48) est composée essentiellement de l'alanine. Ce
résultat pourrait étre expliqué par la faible perméabilité aux acides aminés de la
membrane échangeuse de cations utilisées, par Pencombrement stérique
relativement faible de I'alanine, et aussi par sa concentration élevée (qui est de
ordre de 20 % de la totalité des acides aminés dans le produit de départ , voir
tableau IX ). Il est donc possible de récupérer une solution riche en atanine, en
changeant la saumure ou en opérant en continu avec plusieurs cellules

d’électrodialyse placées en série.
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Conclusion:
L’objectif de ce travail était d'étudier I'extraction par électrodialyse des acides

aminés contenus dans I'hémoglobine bovine.

Au cours de la premiére partie nous avons montré que le sang est une
matiére premiere intéressante pour la récupération des acides aminés. En effet
les concentrations de ces derniers dans I'hydrolysat acides sont largement
suffisantes pour pouvoir effectuer la récupération. Toutefois, les concentration
de ces produits dans I'hydrolysat enzymatique étant trés faibles pour pouvoir
effectuer I'extraction par électrodialyse, des études d'optimisation de cette
méthode se déroulent actuellement au laboratoire dans le cadre d'une thése de
magistére. L.'étude d’une optimisation de I'hydrolyse chimique du sang pourrait

étre aussi intéressante pour améliorer les résultats de cette partie.

Qutre les acides aminés, les hydrolysats du cruor contiennent les résidus
humiques de coloration brune et une quantité importante des sels minéraux.
L'élimination de ces composés était alors nécessaire avant d'entamer

I'extraction des acides aminés par électrodialyse.

Exception faite pour le phénylalanine qui est un acide aminé aromatique,
les pertes en acides aminés au cours de la décoloration de Phydrolysat par

charbon actif étaient relativement faibles.

Les résultats de la déminéralisation nous ont permis de constater I'effet
du pH de I'hydrolysat, de la concentration finale en NaCl et de la densité du
courant sur les pertes en acides aminés. les meilleurs résultats sont obtenus a

pH=6 a densité du courant régressive au cours de | ‘'experience.
L'étude du comportement des acides aminés pour chacune des trois

familles nous a permis d’envisager la séparation du mélange en groupes de

familles d’acides aminés. Les résultats de cette derniére opération ont éte

-980-



satisfaisants et cohérents. En effet, nous avons pu récupeére les trois familles
dans des compartiments séparés. Toutefois, les fuites des acides aminés
amphotéres vers les compartiments concentrats limitent la pureté de deux autres
familles (basiques et acides). Nous avons constaté aussi qu’'au cours de toutes
les extractions, la totalité des acides aminés perdus dans le diluat ne se
retrouvent pas dans le concentrat. On peut penser donc au blocage des acides

aminés au niveau des membranes.

Les acides aminés amphotéres possédent des pH; trés voisins, le
fractionnement de cette famille est basé sur la concentration, I'encombrement
stérique et la mobilité ionique de chacun des acides aminés. Cette opération
nous a permis d'augmenter ia fraction de certains acides aminés mais il est

difficile d'isoler chacun d’eux.

Les essais de fractionnement de la famille des acides aminés basiques,
nous a permis de produire des solutions riches en lysine (73-85%). Ce dernier
est parmi les principaux acides aminés ajouté aux aliments de bétail importes

par I'Algerie.

D'une fagon générale, les résultats obtenus sont satisfaisant, il serait
intéressant d’envisager l'extrapolation de ces expériences & une echelle

préindustrielle.
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Q : débit de circulation,

c" : Concentration a 'intérieur de la membrane.
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Résumé:

Généralement, la récupération et la séparation des acides aminés s’éffectue par
précipitation ou par chromatographie d’échange d’ions. Pour le méme objectif, en utilisant le -
caractére ionique des acides aminés, nous avons procédé avec la téchnique d’éléctrodialyse.
Dans un premier temps, nous avons éliminé le sel contenu dans 'hydrolysit de cruor. Des

éssais de séparation par famille et de fractionnement des acides aminés basiques et amphotéres

sont ensuite réalisés a différentes valeurs du pH sur I'éléctrodyaliseur @ quatre compartiments.

Abstract:

The recovery and the separation of aminoacids are in generaly realised by precipitation
and ion axchhnge chromatography. The aim of this work is to test electrodialysis usit.zg the
electrolytic of these elements. In the first experiment the sodium chloride are removed from
the solution of the mixtures of aminoacids. In the second time, we have shown that we can

obtain several fraction of aminoacids by means of succession of electrodialysis operation.
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