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La recherche de technologie proprc ne provoguant que le
rejet d'effluents peu polluont daons le milieu naturel tout en permettant
la réecupération d'un sous produit valorisable nous a conduit & &tudier
1l'applicatidn de 1l'ultrafiltration & la conceﬂtration des derives san-
guins et laitiers .

On rappelle & ce propos cue le geul almttoir de HUSSEIN DEY
1ibére en moyenne 652,2 t/an de sang animal , soit une perte approxima~
tive de II7,4 tonnes de proteines de grande valeur sy €t que 1l'unité& de
fabrication du fromage de BOUDOULOU rejette 8I00 t/an de lactosérum ce
gui représente environ une pertec de T249 t/an de proteines.( gang tenir
compte des pertes considerables en lactose ) .

Le choix d'un procédé membranaire nous a &té sugueré par le
fait qutil conserve le s qualitds nutritionnelles des produits & séparer
avec une consommation énergétique aussi faible gue possible . Nous nous
soimes intéressés & voir dems guelle mésure 1l'ultrafiltration pourrait
contribuer d'une part & la récupération des proteines et d'autre part
& la-depollution de ces deux effluents biologiques .

Au cours de cette ¢tude nous allons realiser une cellule
d'ultrafiltration qui va nous permetire de verifier la fiabilite de la
membrane dans le cadre de la concentration des proteineg et de l'abattema
ment de la pollution du sang et du lactosérum . Enfin s nouéqizéérésseroﬁ

ns au comportement de la membrane vis a vig des solutions & ultrafilirer




llI(...Olld.‘ﬂﬂ.l‘l.‘.'lll’ll!lllli.ullh"...ll!...l..l.ll.‘..'.

d PARTIE BIBDLIOGRAPEIQUZE

L]
L
L
L
@ 8 0 4 8 4 8 48 % A0 s O 80RO e DR AP AS RS F R PR R PSR




Chap s g.

NOTIONS THEOR\QUES SUR

L"‘L\RHH\_T&HT |ON




I INTRODUCTION

Depuis 1965 1ltultrafiltration & pris un trés grand essor dans le
domaine de la dépollutiog industrielle, concentration de protéines et matid—
res valorisables.

Oe procédé o connu un gr-ad développement & la suite de la mise en
oeuvre des membranes poljmérigues & grend permdabilité et & un teux de rejet
en soluté dlevd. (I)

Liultrafiltration a ét6 ap-licude dns plusicurs domaines industriels
perticulidrement dens 1'industrie eolimentaire, car ce processus permet d'evi-
ter des dégets ocausés par 1o chaleur (dénsturatiorn des protéines, activités
enzymatiques, etc..s) ainsi gue les pertes de chaleur. (2)

Les autres procsédés de sdépzrotion (distillation,ultracentrifugetion,
thermocoagulation, etcsss.) mont plus énergivoress

II. GENFRALITES SUR L2ULTRAWTLARATION

L'ultrafiltration peut 8tre (4finidé comme un prooddé de séparation
en phase licuide par perméation & travers des membrenes permseleotives
sous 1l'action d'un gradient de pression. (3)

Clest donc un simple temisapge sur tne membrene dont les pores somt
agsez fins pour permettre la retention des wolécules dont le poids moléou~
laire est oompris entre IO00 et S.IdsﬂuiVEnt'la membpene utilisée. (4)

ies membranes d'ultrafilir:tion ont la propriété dl'effectuer une
séparation en fonction des dimensions des molécules ou de leur poids molé—
oulaire, tout constituant dont le poids est fgale ou superieur 2 un seuil
caracteristique de la niembrane appelé scuil de coupure sera retenu par oette
membrane; tout constituant de poids inférieur la traversera.

Le poids moléoulaire n'intervient pas seul, la forme et la structure
des molécules influent aussi sur lF.probgjité de pessage & travers les memb—
raness

On 2 dono un procédé de concentration et de purification de grosses
moléoules.

Liultrafiltration peut &tre considérde comme un procédé de filtrationm

& l'gohelle meléoulaire, la figure I nous donne sa positione (3)

osmoszinverse  Ulkrafilbrabions  microfiltrabion
) : g

=3

A0 A S04 Yopo A

1 po abonnement des Fochnt ques 2 membranes ew
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IT.I. APPLICATION DE L'ULTRAFILTRATION
De par son principes l'ultrafiltration = des possibilités d'appli-~
cations multiples dans les domaines les plus variés?
— Industrie alimentairec 3
v Réoupération des protéines & partir du laoctosérum (1aota1bumine,
sémmdhmhm,immm@b&d&m,
+ Récupération des protéines & partir du sang (albumines, globulines).
« Ultrafiltration du lait pour la fabrication du fromage( augmenta—
tlon du rendement de transformotien du lait en fromage, économie
de présurey; 0tCesse).
—~ Industrie des traitement de surfaces:
« Treitement de 1o peinture per électrophorése ( &conomie de peintu—
mc réalisée grace & l'ultrafiltration).
—~ Applications diversess
: Préparation des enzymes.

Traitement des émulsions dthuile et eau.

« Purification de 1ltair. (3)

A oet effet on peut citer & titre indicatif les deux exemples
d'utilisetion suiventss

— Ultrafiltration du lactosérun:

La figurc 3 donnc un schémo posgible de traitement & deux étapes:

Dens une premiére étape, le luctosdrum est concentré par ultra—

. filtration jusqu'2 unc concentration finsle égale,par exemple, & IO fois
ocelle du départ.

* Le seuil de coupure de la membrene (environ poids moléoulaire PM=
20000 ) est telgu'il permet le passage du lactose et des sels minéraux et
empéche celui des protéines.

A partir du conoentrat,; on peut aprés sdchage obtenir une poudre de
protéines possédant une valeur nutritive excessivement ¢élevée et pouvant

8tre utilisée pour ll'alimentation animole.

-2 -
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% ¢ POWPLE Do FIDW pll OnUVRSG

Teux Aip

o residucires

Mioure 2 3 Traitement des e2ux residuaires

par ultrafiltration

. Concentré de proteines

Ultra— o sitape I
-
_ filtratiof I & 8 per
o —
Petit lait
o o Concentré
»> de
- Lactose lzactose
= Acide lacticue
- Dels
Osmo = itape 2
snose P stape 2
_ 7 Inverse I4 bar
—

Figure 3 ¢ Applicetion de l'osmose
inverse et 1'ultrafiltratio

| “an de faible aBo
2 l'industrie laititre

-4~



Dong une deuxidme étope,l!ultrafilirat est concentré par osmose
inverse de maniére & obienir un produit riche en lactose, qui peut 8tre
utilisé dens 1lindustrie aliment-irc.(3)

20 / TRAITEMENT DES EAUY. RESIDUAIRES

Dans le procédé montrd por la figure 2, lleaun dtégbut péndtre
dans un réacteur dladérution et de mélange.

Lo ligueur mélengée dc boues activies est soutirée en oontinu
du réncteur & travers wne grille tournente en forme de tambour, se

A
nettoyant automotiquement pour emﬂ%her les matiéres grossiéres en sus—
pension de colmater les membranesyelle est ensuite pompée dans le module
dtultrafiltrationsltultrafiltrat <. constitue l'effluent épuré tendi-
sque le rétentat est recyclé vers le réacteurs (3)
ITI.— MECANISME DU TRANSFERT

Plusicurs théories ont &éb¢ nvancées pour ddorire les phénoménes
de trensfert de mosse & travers les membrones semi-perméoables et expli-—
quer lc méosnisme de séléctmvite de g%s membrsneses

par exenple lz théorie hagée sur le phénoméne de diffusion
qui stapplique relativement bien dans le ocas dtosmose inverse,ct celle
qui est bodée sur lo notion de caopillaires guiyelle,stappligue mieux
aux membranes dtultrafiltration.(3)
IITeIl.— MECANISME DU TYPE CAPILLATIRY

Cette théorie consiste & congidérer les membrones comme un milieux
porcux costitud dfune multitude de cepillairc:dens ce cas séléctivité
et permcobilité peuvent &tre détermindes a pertir du rayon de pore,du
nombre de pores et de leur courbe de distribution. (3)

IIIeIsTe— FLUX DE SOLVALT

Le flux de solvant & travers une telle membrane peut 8tre déte-—

rminé par le loi de Poiscuille.




o (cm3.S"I.GM"2) t debit du solvant par unité de surfeoes
Ap (dyn.om"e) s différence de pression de part et d'autre de
lz membranes
Ax (om) s épaisseur offcctive de lo membrones
(P) s visocosits dymamiques

—2 . e
Nfb(cm ) & nombre de paores par unité de surfeoces

prst relié a la porosgit: por la relations
. = oot kz)

s
aveo Eﬂs porosité égele au ropport du volume total des pores de la
membrane sur le volume npparent de cette membranes

T: faoteur de 1o tortuositéyc'est le rap ort de la largeur moye-

nne des pores sur ll'ép:sisseur de la membrene.(3)

T AR (3)

: E Nt e

IITelo2e—~ FLUX DU SOLUTE

’ Le flux du goluté peut s'exprimer par laz relations

K

= O = 5
J2 2.JIOGO 2.000 Ax
£ 1%

R

C; 1 oonstente sens dimension comprise entre 0 et Ij

AP (4)

7, igrom”2.5"1) 1 flux du solutd traversant la membranes
G, (gmomHa) : oconcentration du soluté dans lu solution qui arrive
sur la menbrene.
Puysiguenent la constonte CE'rcprésente la fraction de liguide
gui passe & travers les pores de dimensions suffisantes pour ne pas
retenir les moles de soluté.

Le principe de conservation de masse nous permet d!éorire:
o Gp (g@om"a) + ooncontration du soluté dans le perméat qui a traversé

la membrane.

L
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IV, PHEFNOISNY Di POLARISATION

IV.I,- NATUR: DU PHiNOMTIE

Les membrines d'vltrofiltration ayant pour but dleffectuer
la séparation,il est certain ¢u'il vo y avoir aecumulftion progressive
des molécules arretées le loag ce 1o membronce.Clest le phénomene de
polarisation de concentration.

Il est evident cue des consécuences Ge ce phénoméne vont
diminuer les performences d'une instellation d'wltrafiltration,et cela
par:

=La diminution du flux de solvents
—~la diminution du taux de rejet R
D!'aprés 1o rel:tion établie par Poiseuille
T - T r'Ne AP

1 8}" Ar

Le debit du solvant J_. devrsit @tre proportionnel au gradient

T
de pression 4P.L'experience & montré que cette proportionnalité n'est
plus velable au dela dfune ocertaine voleur de AP Efigure 6);cela ost
du su phénoméne de polarigation cui 2 lieu en deur phases:

~Polarisation primeireslu courz de laguelle le debit JI dépent‘
toujours de AP maig sons qu'il wit proportionnalité,ceci slexplique
physiquement par le fait cue le. concentration au niveszu de 1o pardi
ultrafilir-nte devensnt superieure & celle de lasolutiongil s'ensuit
une Jdiffusion du seluté de 12 couche limite vers le coeur de la solution
(fizure ). ;

arsic ) i Y s )

~Polarisation wevondaire: dons laguelle le debit JI devient
independont de AP,Les macromolécules syant un coefficient de diffusion
faible,il arrive que la concentrmtion de ces dernisres le long de 1=

paroi peut atteidre 4a concortr-tion de gel € ,il s'ensuit 1o formation
=]

d'une couche Ge pol et orfe ~insi une resistonce additionnelle(figure 8).




La relotion (I) devicnt alors

C~GC
ks
Iy = kelog *cf:*c;*
avee k= —%—!Coaff‘icien-h ds tromsfort de matidre (m.S"I).
DiGsofficient de diffusion (i’nz.ShI) -
S¢lpaisgseur de la couchc co rol: ris.tion.

c g,-(}“p-,(}. tSomwt respeotivement les concenbrations du soluté dans

le gel,;dms Le permoat ot dons la solutiones
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Figure G: Courbe de polarigation

= X0




@ _ __@“ _% _
Z
AR
, 7
gl
Co ;
L~
v
¢
/.
e

ngnniﬂbfm de la solution
(2) oouche de polarisation
(3) membrane




C

1;)

AN NI e

é

4 —n

Figzure8s (I) sein de la solution
(2) couche de polarisation
(3) membrane
(4) "geln

= 2=



7
-
H
-
L
]
o d
.
L]
-
.
L]
[]
-
-
'

N E R R R R N R N N P NN R NN RN NN NN AN N RS N NN LR RN RN

CHAPIITRE 3e IX

SANG LACTOSERUM ET PROTEINES
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INTR0DUCIION

Totre traveil visons casentiellement 2 réoupérer les protéines
des effluents du seng et de lactos rumyet de diminuer la pollutiongil
¥ 2 licu de Cdonner un apergu(&-finitioﬁ,conposition,..etc.) sur ces ef~
fluents cinsi cve sur les protiines et leur propridtés.

I.—~ LE SANG

Elément viv: nt,licuide;circulent dens le systéme circulsa—
toire et irrigunt tous les tissus de l'orrmnisme.

Lo sang se compose dedeur perties,lc plasma et les &léme—
nts figurés(&es callules),qui peuvent &tre géperds par centrifugotion
du szng(voir annexe I) prialablement rendu incoagulobles

Le volume des <linents fisurés du sang représente norma—
lement 45% du volwne sanguin totalsCes éléments figurés sont les globu—~
les rouges ou hématiesyles globules blancs ou leucocytes; les plaguete
tes ou thrombocytes.

o a e :

Le liquide surnzgent au depssus des oellules sédimentées

. constitue le plusme dont la comdosition est complexe,puisgutil contient
en solution equeuse des sels mindéraur,des protéines et des =cides ami-
némydu glucoseydes scides orgoniques,du cholesteral,des vitamines,des
hormones et des gagze(voir annexc IT )

Le serum,obtonv »nor centrifugation d'un sang Qui a coa~—
gulé spontiniment,s le méme composition gue le plasma mais est dépourvu
du fibrinogéneyqui s'est tronsformBe en fibrine insoluble au cours de
Iz cozgulation.

3 LiLle— Protdines plecsmotigues
Le plasme contient 75 5g de protéines par litre.
FElle représente 1o somme d'un grend nombre de protéines
ayant une structure,unc fonction et wn métabolisme propre.On peut sépar

rer eces protdines par diverser techaiguessEleotrophorese,immuno—électro—

phorése,ultracentrifugetion ou pricipitation frirctionndee




La technolosic 1o plus utilisde est 1'élcctrophorése,
Les principrles protiines “u plasm 2insi que lour caractéristicues

sont regroupées dans le taoblesn s;u_i‘v-;n“b,{ (l_‘?')

Teblocw = I
- - N Bt e i - |
Type de lMagse Conoentri— Tonction biologique
protdines moléeculaire tion dons }
i le plasme ;
; { (m / T0Oml) !
! Ppéalbumine .~ 6I.000 I0 — 40 Pixotion de laathyroxine |
j {  Albunine . 69,000 39004 Fonctions 2smotiques
; 5500 trons po:Irt
‘I . o o A o o Y aidibet 45 maar Awken AT W A A —— P s S e
; DKL-..glycopro*ti}ino - 44000 70110 |
! Hcide _ ?
]
1 *’J\’I..lipoprot"iine 200,000 29077 Trangport de groisses et |
i : de lipides
3 ' |
. A ~entitrypsine 54000 | 150500 Inhibiteur trypsique |
5 ' qr‘an*tichmnotmrpsine . 68.000 L 22,7 Inhibiteur chymotryp— }
3 5- sigue ;
'Of“ —~glycoprotéine — I0 ; e ;
s e e ATy e v S S AR 0 At e i o et
. . Céruldoplasmnine . 160,000 ; IO- 40 : Oxyclﬂ.se (?) |
- ~ ' Tronsport Cu (?) i
dzamaoro ¢lobuline : 020,000 I30~360 - Inhibiteur trypsique
¢ - et de 1la plasmine |
haptoglobine ' 10.000 . J0-220 Liaison avec l'hémoglobiss+
* ne libre i
e e e e e e o e e et
&—111)01‘1-0 tdine 3-20.I0 2 950 Tr-mupozt des groisses ;
) t des lipides ]
tronsférine 90,000 200450 Licizon et tronsport du ‘
fer dans le plasma s
’ E% ~globuline N 20140 TFacteur du complément
fibrinogéne 34I.0C0 200600 Cozgul »tion(précurseur !
\ de la fibrine) i
YG\-«glo'bul ine IJO Ot 0 8001800 Anticorps contre des pro-«'
: . - o : téines étrongéres et i
=0 0 ™ faTal !
YR-globuline £50.000 LeQ=go0 des entigdnes bactériens |
Ylglobuline 960400 80-I70 Anticorps dsfinia, :

iseagglutinines

]
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II.—~ L LACTOSERUM
Le lactoserun est #'un des nombreux rroduits valorisables issus d'un
liguide biologique essentiel:Le laite
ITele—~ L& LAIT
Le 1l2it est un liquide biolosigue complexes.Il comprend pPrincipalements
~Le lrotose: Suore qui constitue environ 50% de l'extrait sec dégrais—

sé (50g/1);

~ des Gléments minérauxs(7 & 0z/1) qui sont important au niveau des
équilibres biologiquess
—~ des protéines (33g/l)squi sont zvec les matiéres grasses (emviron
30 g/l) la matidre la plus vilorisstle.On retrouve dens le lait deux familles
de protéines: Les ocaséinesf80% cn poids) prisentes sous forme micellaire ou
pseudosolubles et les séroprotéines§20% en poids) ou protéines solubles qui
se retrouvent dans lc lactosérums
Ile24 LE LACTOSERUMiDefinition
Le lactosérum est le produit obtemu aprés séperation de la caséine du
ecreme
» laitset se composition est donc voisine de oclle du lait privé de caséinc.
Olest wn liguide Jeune—wvert qui peut &tre assimilé & une solution
diluée de sels mindreux,de lactose(suore difficilement ossimilable) ot de
protéincs de grande gualité celleg—ci no reprasentent néanmoins que 0,7 &
0¥Q% en poidse
Le leoctosdrum est souvent obtonu comme sous~produit de la fabrication
des fromages et de la oaséinc,
ITe2¢I.— Types de lactosdérum
On distingue deux types de lactosérum selon la technologie de¢ prépe-
ration utilisée:
I°/ Laotosérunsdoux
I srésultent de la coagulation cu lait & 1'aide d'un enzyme protéo~
lytique,le Préisure, qui agit par hydrolyse d'une partie de la caséine.Cette

hydrolyse libére un petit hydrophyle,la oaséinomacropcptide(CMP) dont le

=45~




r8le est de stabiliser la struoture wicillaire des ocaséines.Le pH d'un lactoe
sérum doux est donc en général supcrieur 3 65souvent égele 2646).

Ltéguilibre des minéraux en solution est comparable & celui du lait
éorémé en particulier en ce qui concerne la teneur en ozlcium ionigquce

Les protéines présentes correspondent & 1'ensemble des séroprotéines

du lait plus lelmagéinomacropeptido.

20/ Lactosérums =oides

o n—a

Ils sont obtenus per précipitation de la coséine 2 son¥ point isoélo~
otriguc(4,6) par un acide mindral(le plus souvent IIC1) ou par la production
laotique & 1'aide de ferments encemencés dans leo lait.

On obtient ainsi des lactosiruns dont le PH est voisin de 4,6, et de
composition globale sensiblement diffirente de celle des laotosérums douxe

L*éguilibre minéral est en offct profondément modifié car la précipi—
tation au point isoéleotrique conduit & wme déstruction totale des micelles
de oaséine et & une libération duwoaloiwn qui Sorvait & la stabilité de 11846

fioe miocellaire par ll'intermedisirc de ponts ioniguese@lobalement,ls teneur

en ocndres et cn celcium est donc considcrablcment augmentéen

D'autre part,los protéines présentes ne sont que les seroprotéines
originaires du l&it;é llexclusion du caseinomacropéptide.

Queclques différences peuvent exister ontre los deux types de looto-
gérum acide,d cause de la priscnce de lactates dens les sdérums obtenus par
acidification microbicnnce(6)

ITe2420~ Composition en protéines du lactosdérum

Le lectosdérum est constitud de protéines de haute valeur alimentaire
et souvent cosidérés comme étant les seules 2 répondre intégralement aux
besoins de la oroissance.(7)

Le toblezu n®=I résumc lesn coracteristiques des principales protéines

du lactosérum. (I2)
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Tableau n°= I

Caractéristiques des principales protéines.du lactosdrum.

i v +
Protéine e B Solupilité Sensibilité| Contribution
|nolaire a la pond.érale
(&) W I g:?ﬁ 3 chaleur (g/160m1)
20°¢
‘ A —Lactalbunine 14200 5, | (8) (s) (in) si 0,12 1f3,7)
© >95°%
| B-lactoglobuline [I8400 |5,2 | (s) (s) (in) si 0,3 (8,5)
8 >75°
Serunalbumine 69000 4,8 | (8) (3) (In) si 0,03(0,85)
6 >65%¢
Immunoglobuline |I60000 | 4,6 (in) 5i 0,05 (2)
! a a (s) (s) © >60°0
T000000 | 6
- ~—
. “rotéose~peptone |4000 3 = - . 0,06(L,7)
40000 3,7 (o) (u) Stable
(in) : instabley
(8) : solubles
pﬂi ¢ pil isoélectrique.
—AF-
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I.~ IITRODUCTION

La cellule vivante compren, comre congbtituants caracteréstiques,
des macromolccules coppelléen =m-arcmolacules informatinnellces.Dans ce
grovpe on trouve leg prot ines ¢t pari elles log enzynes, et les acides
nucléicuese (IO0)

Les protdines son’ an offct préscntéﬁ*:dann toutes les ecllulec

/7
; rOlas fort varids, sous forme dfélémentsd de strob-

€3]

(=]

ou e¢lles jouent
turc, de noléeoules contractilus, d'enmymes,ctc.(II)
LeIem DEPINITION
Les protéines sont des mhstances carectéristiques delamotidre v
vivonte,constitudes par 1! :gzemblagedtacides cminés,unis par des liaisons
poptidiquos.(E)
La liaigon peptidigquc résultecs 1- combinaison emtre le oarboxyle
d'un acide aminé ot l'amine dtun autre acide aminé avec perte d'une mol é—
cule dlcau. (I0)
Le poids moléculaire de l- nrotiine verie de5000% plusieurs mil-
lions.(5)
On distngue habitucllements
~Les protéines fibreuses (scldroprot:inos), insolubles dans l'cau
de poids_moleculairc Trés grend et mal definie Rencontrées dans los tissus
de seutisn et de protection.,
~Les protéines globuleires, parmis lesgelles figurent les protéines
douvées dlcotivité biologiquesle plus souvent solubles dans les solutions
salines diluées en milieu agueur,;dc structure générelement sphérique ou

ovoide,de poids moléculairc vorié mois défini(entre IO4 a IO6 et plus).(Ir




II.~ STRUCTUR DES PROTENRS
II.I.~ STRUCTURE PRIMAIRE

Ell< corrcspend & l'enchaincment lindaire des acidesa —aminés
reliés entre eux par la seulc liaison peptidigues

Cette structvre est on foit imposée par lc génBme ot conditionne
a son teur les structurcs sccondnire ot tertizire de la protéince
IIe2.— STRUCYURE SICONDAIRE

Les 6-0 et NH de deux liaisons peptidigues disposées l'une en
desgous de l'autre peuvent contrzcter wme liaison hydrogenctOn obtient
par enroulement de la chaine wie soire dont la confdguration a été éta—
blie par Pauling ot Corey atest 17hiliced .

ITe3 e~ STRUCTURE TERTTAIRE
Blle est obtenuc par replicment de la choine sur clle méme et
formation de liaison de types
~Pont disulfurés (ocovalente)s
~liaisons hydrogémes
—lisisons électrostotiques (ou iomique)s
~lizisons hydrophobes.

Le protéine se présontc alors sous la forme d'wr "Peloton! do
tolle sortc que les groupements polaircs: sont & lo surfase et les grous
pements apolairesyet dono hydrophobes,teurnés wvers l'intoricur de la
protéine,forment ainsi wno mome interne hydrophobce
IIefe— STRUCTURE QUATERNAIRE

Clest une structure spiécilique des protéimes enzymatiques,oons—
tituées par ltassociztion de plusicurs chaines (moaoméms):ﬂa molécule
est polymérique et comportc un cxe de symetrice

Les monoméres sont unis entrc eux par des liaisons,hydrogdne ou

hydrophobes (j‘amais de liaisens covelente).(T3)
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III¢Is.~ PROPRIETES PHYSICO-CITIIQUES
= IH.I.IO-—- SOLUBILITE

Le. golubilité dog protéincs dans leur solvant naturel,lfeau,dépe~
nd de leur composition ct de leur structurc,meis peut &tre modifide
sous l'influcnoc de divers factours au'il est important dc connaitre et
];-qr.ﬁu'nr.c désire pab exemple extraire et purifier un protéine a partir
d'm milieu biologique complexo. ()

~IIFLUENCE DES BLECTROLYTES

La solubilité est fonction de la composition ionique du milieu,

. en particulier de lz foreeo ionigue gui est donnde par 1la relation suivante
]

YR

ot La commentration de chocue iong

ey
(RS

Zs la charge ¢lectricuc(électro—valence) de cheque ione

A faible force ionigue,les ions,surtout monovalents,favorisent
la solubilisation en stebiliscnt len groupes chargés des protéines.
Ainsi oertaines protéines ne sont pas solubles dans l'eau meis sont
solubles dans wne solution diluée d’lIa&l(Ch[Drure de Sﬁdiu!m)

A forece ionique for{:o;‘au ocontraire, les ions tendenmt & précipiter
les protéines.Tout se bPassc oomme s£'il y aveit compétition entre les
pProtéines et les ions vis-—d-wris des molévoules d'eau.Ce phiénomdne est le
relargege (FIGURE 2.). (40)

La solubilité des protiines cn présecnoe de force ionique varides

¥ se définit per ltegurtions
3 Log § =5 — K1p/

2% La solubilité de la pretdines

/./ft la forec ionique du milieus

/g ¢ constante dépendant dc 1z Pretéine et du milieus
K's oconstente appelée constonte de relargage.

~INFLUENCE DU pH

—90-

Y




log s

A

Figure 2 : Relargage V \\

B sulfate d'ammonium

solubilité g/l

20 mi NaCl]

||

Figure 3 :

Solubilité d'une protéine
en fonction du pH et de la

force ionique (NaCl) /I mM NaCl

5,0 5,2 og 556 5,8
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Lg s0lubilité en fonction au Pl ozt en général représentée par
une courbc en U avec un minimua ou voisinage du point isoéleotrigue(
fioure 3).

Tout me passe comme gi on pﬂi 1~ répulsion entre molécules
protdiques était minima,les mol oules tendent & former des aggrégats
qui précipitent. (I0)

~LIFLUENCE DB L/ TEMPERATURS

Dong la plus part des casy, lo solubilité des protéines augmente
légerement quand 1~ température stéleve,por exemple entre O et 40°c.

Meis 1'élevetion de 1la tempéroture favorise lour dénaturation,
sulvie cn gindral de parceipit-tion.(II)

~99NSTEHTE DIELECTE;QUE

-

La constente diélectrique du solvant ol se trouvent leg protéi—
nes dcé¢termine 1l'influence de oo sgolvant sur les intéractions électro—
gtatiques eniro les moldcules Ceo protéines.En milieu agucux,le nombre
énorme des molécules dle u (ﬂipoleu) de constonte diéleotrique élevdée,
tend & diminuer les intéracticnsz entre les charges opposédes decs protéi—
nes qu'ont peu de tendonce & s'igriser,

L'zddition d'éthanol ou dlacétone,de constante diéleotrique plus
faible,augmente les forces attractives ontre les protéines,facilitant
1z formagion d'ogrésts of la priécipitation.Par conséquent,les solvants
orgrnigues a faible consgt:nto 1idlectricue et miscibles & 1l'eauy sont
d'excellents =gents de précipit tion des protéines,d condition de les
utiliser & basse température(—5°c) pour éviter leur dénmturutionr(II)
ITeIs2¢~ PROPRIETES ELECTROLYTIUES

Les protcdines sont des molyélectrolytes amphotéres.les radicaux
NHé etCO0H proximaux n'entre p s en ligne de compte car,a l'exception
de oceux des acides =minés terminouz,ils sont engegés dens les liaisons

reptidiques.

=275




Dang un miliou besicue 1a protdine se comporte comme un anion,

ellec est chargée négetivemente.

Si on met un protéine dissoute dons le tampon basique dans un

champ électrique,cllc ge déplzoe vers lfsnodefInvor"semen-‘t,en milieu

acide 1: protéine se comporte comre un cationyelle esgt chargée positi~

vement et se déplece dans un chemp électrique vers 1o cathode,

A ug certoin pH intermédirire, 1» somme des charges est nulle,

ce pH se définit comme le pH isoéleo*tric_:,ue, comne pour les acides aminés.

Le poit isoélectricue des protéines vorie entre pHi“I (pepsine) et

PH, =I0 (Fistone).Un grond nombre de protdine ont un PH, compris entre

4 et7.(10)

_2§_

—#7




-Gﬂ”'ﬂ.o'.l’l.‘a'..lﬂo.a‘ﬂl"l.....n‘-.ﬁ.‘v.“..o...'.l
- L4
a .
@ N oI W T \ I:\ A DD = b
. ) W U X IR H ¥ e L ) o
. .
d T A ™ 1 r 13 ' D . ] g
. PACRY BT R L AL RIMNME ®
a L ]
L] *
a L
cﬂnslliﬂll-ddna-llluovlau.nn.o.-n..nieu.|l-=lono.l-ll'(b




I.~ DESCRIPTION DE I APPARGIL

e e W i o it e s B B e b 4

Dans le cadre de notre trav-il s nous avons été snends & realiser

une cellule d'ultrafiltration (voir planche N2 T ) due nous avons mise

-
3

d

profit pour la concentration dns proteines 3 partir de deux effluents
'industrie agro--climentaire s le sens et le lactosérum .

Cette celiule nossede leg corocterigticues .suivantes ¢
s& copacité est d'environ 0,5 10 3 3 .
1o surfece zoti¥de la menbrone cst de 3,05 IO“%mi‘.
cetie cellvle opdre & des pressions allent Jusqu'a 2 bars .
1lagitotion se Tait par le bizis d'un aoitateur masmétique 3 elle
perimet d'sugmenter leg turbulences et Jonc de réduire la couche de
polarisation 4 co qui a wour efiet a4t wgnenter le transport de matié-
re & Gravers la membrine .

Four plus de details conc raint 1. cellule d'ultrafiltration s Se

reférer & 1'annexe ( ITX)

ILl.~ DISPOSITIF wXPERIMD

e

Les manipulations , ont ¢té faites & 1'aide du dispositif

éxpérimentel présenté sur 1aF33ur€ 87,

IIT,~ DBUERHINATION DLES COuT3iS D POLARISATION

e ALt B LR W . Sn S, L Pn. b a R e T IR —

lous allons déterminer les courbes de polarisation pour les

-

deux effluents traités : Loctosirum et sérum senguin .

Le lactosérun utilisé est un 1 ctosdrum dour , prélevé A ulie
tempéraiure comprise entre 35 el 30° ; de PI voisin de 6,3 . Il
contient deux adjuvents utiliscés lors du procegmus de fabrication du
fromage (type HDAM)

La présure deshydratée ; & un taux de 330 /IO 3 de lait , et
le CaCls 3 ?l/IO m3 , Son teansport et s conservation se sont fait
& basse temperature (4°C). Il & subit en oubtre une préfiltration cui
a consisté en une filtration sur papier filtre suivie Afune microfi—~
ltration sur membrane & diamdétre de pores dgnle & I,2 um (appareill.
age de microfiltration de type Sertorivs) o Ceci = permis d'eviter
un colmatage trop rapide de 1lr nmembrane d'ultrafiltration .

Afin d'eviter toute fermentotion ; nous avons rejoutéd aux

échontillons une tres faible quantité ( environm 0,02% ) d'un inhibi~

téur (arzoture de sodium NaIJ3 ik
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Btant donné gue les proteine sdéricues sont contenucs esscentielle—
ment dens le sérum , il a ét4 nccessaire dleffectuer une ce ntrifuga~
tion préslable dens le principc consiste & soumétbee le seng coagulé
nour le sérum (ou non coagulé , pour le plasma ) & mne accélaration
au moyen dlune centrifugeuse tournant & 4000 tr/mn pendant I0 & I5 mn

La centrifureuse utilisée est duv type BIECKMAN J2.2T .
Le sérun obtenu 2 subii une conservation , une préfiltrotion et
une irhibition des microorganismes sembl-bles & celles du loctosérum,

&as

ITT4I.- MODE OPERATOIRS

s
ous avons(jt;dié 1tinfluence de le vitesse d'agitation
et :i@lﬁ,pression gsur le flur de pernéotion « Pour cela ; nous avons
procédd de la maniere stiviate @

— Hous avons fixé l:o vitesse dtagitotion et avens fait varier
1a prescion . A chague pres-ion P nous déterminons lc débit par
empotage 3§ clest o dire que pour une vitesse W , une pression P et
un intervelle de temps t , nous =vons receuilli un volume V , dfou
nrus diduisons le ¢dbit Q (0 = v/ﬁ ) ; on divigons le débit Q par la

surface active de la membrine 5 , nous obienons le flux
( J =7V/s.t)

IV.~ DOSACE DIE PROTEIL

Plugicurs methodes de fpp.ctionnement et d'onolyse sont
utilisées pour doser les proteines j nous citons entre eutres , le

relargage , precipitotion isodlectrigue,chromatographie sur résines

L5

~

Gochangeuses dlions,chronatogrophie ¢'affinitéycristallisation,chroma~

toeraphiec sur dextrane et lélectrophorése ctcCees
Par manque de colonne de chromatographie,nouvs nous solises conte—
ntés de doser les proteines & l'aide d'un opporeillage dfilectrophorése

Cet appareillage est constitué de doux ensembles @

— Un deasitometre spdécifigue & 1l'identification des proteines

serigues (voir photo 2) .
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Ce Censitomotre peut 27 .. wiiliss aunssi bien en TLoisant cppel an

>
3

prozramne ~utonatigue préctuili pur le fobricrnt , (specifique ~ux
protoine: seriquesn )qu'on node normal
«~ Un engemble permaticnt ¢'eifcatuer lo migration ¢leetronhordtious

constitue d'rne cellule d’él-ctxronhorise ot dfun goncrateur de tongion.

I‘j. :-rg" e _'IIA[IJ,LIIOI'I'. T': i

- e & a—

L'flecetronhorene oo »rincinslement connuc & leur wetuelle,
com.ie une methole aalyticue . e vitre 4 c'ust sansg douta la techni-
gue 1 plug utilisdo pour 1Y, u lr:c dop nolanses bBislogzicuce $ sdérum ou
plasis sanguin , fluide céwibrocpinel , vrines , onmgmus s lipoproteines,
ClCuns (8)

Ille désime 1o migrition des particules ionisdes acng un chemps
éleotriquo o (9)

Jen dif‘crences de wonilivé provoguen’ des Jiffcrences Qe vitogsses
c¢e migrotion o Por suite , 81 v “chiumiilion contencnt plusicurs ions
ost plece o wn endroit donné diva welonge tompon , cheguo ion se Geplace
vers ldanods ou vers 1 c¢:thore z2lon le amirme do s& charge & vne vitesse
gui lul est propre .« ‘u bout ¢'va tompr “onns , les diverscs cespeces
d%Joag sort prrtiellcement ou completeisent = nrries .

La plugs part des substenocsy biolo dgucs y comme les proteines

ont des proprietds amphoteres , clest - dire culelles posscdent des

groupes fonctionnels wncidee ot Lagigues cul glionisent o maniere diffe-
rento aclon le PH de la goluiicu . A des PH ccides ; los ions sont char-
gés poitivewent , & des PII hesiguen ,ils sont charpés ncgotivement .

Il existe , naturellement , un P intemmcdicime pour leguel la charie

est nulle , olest le point igbélecfriquc (»I) 5 1'ion ne migre.plus.(8).

(e

Loz protoines sc deplacent Cf.utcat olus vite ; qu'elles sc ‘trouvent

cloignées de leur PHL . Lo gérunclbumine de Fii = 4,9 s¢ deplacs plus

rapidenent & PH = 8,6 quo lon = Llotwlines & PHi entre 6 et 7 .(9)
Fmmun®




IV.2,-~ DPRINCIPE DE L'!'ELECTROFP-ORESL

e —

Le principe de l'eldctrophoreése consiste & deposer sur un
support (ncetatecde cellulose y el , sesess) impreend d'une solution
tampon”, une guantité de l'echontilion et de placer ce support dans
une cuve dl'eléctrophorése « Ot ~polique ensuite & 1o cellule un champ
électrique pendat quelgues minntcs § ce qui se traduit.par la migration

des proteines selon leur pHi .

IV.e3s= HODE OPERATOIRE

L'élestrophorése se fait en deux &tapes s

La premiere é¢tape consiste & effectuer 1o migretion des proteines sur

une plagque d'acetatd de cellulose ( voir pares e

La gsecondey consiste & faire wne lecture sur le densitometre (CLINISCAN)

comne suith s

~ Placer la plague d'acetate de cellulose & l'interieur de 1'appareille
la fixer perallelement au charioct ; o8té nvlar en bas .

—~ Régler la longueur d'onde & 525 i , le filtre ( SLITS ) & 7 et 1la
fente du faisceau & V30D .
liettre l'apporeil sous tension , 1z " petite Keybozard " demande la
date .

~ Plecer la fente lumineuse verte 5 i1 & gouche des marcues de migration
appuyer sur S.BEGIN ( SCAN BmoIN ) .

-~

— Déplacer la fente lumineuse jusqu'c 5 um & droite des marques de
migrations ; appuyer sur S.END { SCAN.HEID) .

~ /fmener la fente lumineuse ou nilieu de 1o premiere migRation
( bande N°I ) ; appuyer sur STWP .

~ fAmener la fente lumineuse au milieu de la derniere migration

( bande N°8 si nous avons § Sehantillons ) 3 cppuyer sur L.STEP

- La " petite Keyboard " affiche : . .} EITER =##£= of STEP .
~ Imprimer le nombre de migrations(échantilions ) : 08 .

Keyboard " affiche : " 08 STEP ",

_.zlg =




ACCESSOIRS UTILISES RITMIRENCS
N = Chambre ee migration Ses s ees st esssecRs0cnne (I)

-— Kit appli cateur L B B B B B B BB BB R OB IR R R R ] (2 )
e Ni0Y0DIDOTL0 cacnenssssesonnsnnsnssasensscssoe (3)
- Bacs de colo ration ® 0 0 P00 B 9 BT ESEEE S (4)

- Ituve
REACTIFS BT COSOMMABLES

- —Bande aGétate TITAN III I P s e st NsRRIIRSERBTRRRERES (5)

~ Tampon HR buffer(dilué un sachet dans 750 ml

dbean AiEti)) 68 S heessnisesvssssssaaseessveseise 56)
— Colorant TOUZE PONCEAU sessessssscsscsscscssce (1)
—~ Clear aid(clarifiant prés & 1'emploi) eeeeeees
=~ PapiorTi DUVADAE eessecisssesessovsnssossssnves (3)
s [PONTS BADIBL <o o ssianisio soaaiossssieesiae v 9)
= léthanol pur

- Acide acétique pur

) TECHNIQUE

o = L
. T R
o . @ Tamport — K\@?y’:

A verser I00 ml de tampoa (dilué & 750 ml) dans chacun des COMPa~
rtiments de la cuve d!'électrophorise(chambre de nigration.Tremper deux

ponts papier dans le tampon,puis,disposer chacun par dessus chogue cloison




en s'assurant qu'ils sont en contact avec le fond du compartiment
contenant le tampon.
La cuve est alors préte pour 1l!'électrophorise et doit &tre tenue

couverte en cas de son utilisatione.

&

Be= Tremper la plague d'acétate de cellulose TITAN III dons un
cristallisoir (chaoue plague comprend 8 échantillons) en 1'abaissant

lentement. Imerger la bande pendant 20 mn.

Ce= Utiliser la micopipette (3). Remplir chague puit du plateau
d'échantillon (I0) avec 3 1 de sérun(ou plasm=). Aprés remplissage,poser
une plague de verre sur le platezu & échantillons pour éviter toute

évaporations..

'

T [T

@? | Fqﬁufe 4 (ﬁ)

De= Sortir la plague d'acetzate de cellulose du tampon,sécher ferme-
ment entre deux buvards (figure I). Plicer une goutte d'eaun sur la plague

d'alignement (II) et déposer c8té mylar la bande =zinsi séchde face acétate




de cellulose dessus (dép8t centrezl)e Le bord de 1z plecue doit &tre
aligné avec le bande du bac pour permetire une application centralee.
Dans cette position, 1l'échantillon N°= I scr:. du c¢8té gouche au moment

de l'applicationes

Ke= Rapidement charger l'applicateur en abaissant franchement les
cavzliers dans les puits contenant les ¢chantillons 3 ou 4 foig.lias pra=
mi¢re application doit &tre déposée sur un buvard (5s)e Ceci rend la

deuxiéme applicstion plus uniforne.

Fe~ Cherger & nouvesu 1'apnlicateur cornie précédemnent, le plecer

rezpidement sur lz pkacue d'alignement, appuyer franchement pendent 7 se

CGe= Disposer rapidement la brnde érns 1

My

1 cuve, acdtate de cellulose
en bzs pour assurer le contmcti @ poser un poids (placue de verre) sur la
berdes Mettre le couvercle et zilendre une mirute svint de démarer la

migrations Migrer & I80 volts pend nt IS minutes (verifier 1'ampiroge:




5 & 7 mA par plocue an début de 1'clectrophorése).
4 / COLORATION

- Rouge ponce~u : 6 mn pricises
— Décoloration ¢ 3 mn dons 3 baing successifs d' cide acéticue 2 5% ou

jusqu'd décoloration compléte du fond de brnde

Déshydri tation ¢ 2 mn deng deux biring succesnsifs de méthenol pur

Tronsparisation ¢ 7 mn dens wr mélsnge composd de 3

67 % de méthenol pur

29 % d'acide ~cdéticue pur

4 4 de solution clarifirnte
(bien clarificr le mAl “nye)
- Lprés le brins de solution clrrifiinte, bien “routier 1 brnde(placée
verticrlement sur vr coin) pend-nt environ unec minute.

~ liettre & 1'stuve (acitate vers le havt) pendsnl I0 mn erntre 50° et 60°C.
- Aprés le séchage, essuyer parfiitement la frce nylar.

Tl ezt conseills d'utiliser un portoir soleificue D 1o color:-tion.
it

5 / LiCTURS

— Lire avec un densitométre 2 525 nn,

=53




Pour sclectionner la bande désirée , appuyer g8imul tanement sur

SHIFT et sur GOTO , pui sur 1
Appuyer sur SHIFL el sur MZR
( lignes horizontales ) .

Regler le zero de le placue »

-

Appuyer SHIFT T SUR SCAIN =cu

Pour obtenir le tracé des pics

SHIFT et sur DRAW simultrncne

Leg pourcentages dep 4il

le papier

e numero de l'échantillon .

simultanement pour former le rep8re

~r le bhouton ANALOG — ZERO
v visucliger les pics sur l'apuoareil .

cur le papier miblimétré appuyer sur
T ]

G s

ferentes froctions sont imprimées sur
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La cellule dlultrafiltrotion 2 é46 testde aux differents param—
etres opératoires (vitesse de rototion W et pression P ) « Des resul-—
tats satidfaisant ont 46 obtenus 3 d'ou nous avons entzmé lletude de

s, effluents
1tulyrafilirationVdtabattoir ob do fromagerie .
1°)- Courbe de solvomt
Los détermination de 1l courbe solvant revet une grande
importance . En effet , la connaissance de oette derniere permet de
nous renseigner sur les caracteristidues de la membrane avandt 1'ultra—
filtration du soluté . De méme , apres l'ultrafiltration , nous pou—
vons déterminer une nouvelle fois la courbe de solvant et la comparer
a la premiere .

Cette courbe aité obtcnue en observant les variations du
flux de permecation J du solvant , enu distillde prefilitrie , en fone-
tion de la pression P (figure ¢ ct I0 ).

Les Ciflerentes mesurcs effcctuées sont resumées dans le
t2bleau 3

La courbe Jz# £(P) est we droite de la forme J = aP ocecoi
s'expligue par la quasi inéxis tance  ce macromoleoule sdans l'eau ,
clest & dire ¢u'il n'ya oucune registence au transport 2 travers lo

membranc , et confirme la hoi de DARCY J = L, e4p

P
Ot Lp est la peracebilité de le nembrone .
2°)~ Courbes de polorisation

L'ultrariltration du lactosérun a ébé entreprise apres
avoir préfiltré la solution initiele . Do wéme , le séruwn sanguin
obtenu par contrifugetiog du srng ;, 2 subi unc prefiltration .

Leg differents rcgultets obtenus suivant les parametres
operatoires ( W et P ) sont mentionnés dens les tableaux 4,5 et 6 pour
le lactosérunm =% :fﬁ,&,j%;_(} pour le s&rum sanguin .

Les courbes de polarisation obtenues lors de 1l'ultrafiltra—

tion du lactogérun sont representes sur la figure e

~35.~



TABLEAU ¢ 3

Variation du flux de permeat & en fonction de la pression P

= golvant =

P (bar) v(m) | + (s) Q@ (m/s) J.I0™ ( ;.'._3_}
0,5 I, 39% 1200 I,IG.I(JH 0,302
T 1,898 900 2, I1.1073| 0,548
X,5 2,890 900 3,21..10"3 0,834
TABLEAU : 4

Tariation du flux de cpermeat J en fonction de la pression P

i
~14

- Lactosérun &

Pour W = 250 'I:r/mn

P (bar) v ()" % (&) Q (m/s) | 3.10% (w/e)
045 0,355 1200 2,96 10_4 0,076
-
1,0 1,125 1800 6425 IO 0,162
1,5 I,I75 1200 9,79 10 ' | 0,254

-38-




TABLEAU s §

f
Variation du flux de permeat  J en fonction de le pression P

- Lactosérum =

Pour W = 500 tr/mn

P (var) T (m) t(s) | @ (m/fe) | 3.170° (n/s)

0,5 0,508 ‘T080 4,7.10"4 0,I22

I I,635 1920 8,510~ | 0,201

I,5 1,997 T620 1,230 | 0,319
TABLEAU : 6

Variation du flux de permeat J en fonotion de la pression P

= Lactogérum -
pour W = T50 tr/mn

P (bar) v (ml) % (s) o (ml/s) 7.10 (m/s)
—4
0,65 44096 II2 .60 6,I I0 0,16
-3
1,0 1,547 25 « 60 I303 I0 0,268
-3

LT




0,0

Qa2

& : Courbe du solvant

A 1 W
® : W
O: W

750 tr/mn
500 tr/mn
250 tr/mn

3

e

0,5

I,0

I

23

P(bar

Figure $: Evolution du flux de permeat J en fonciion de la pression P

pour differentes vitesses d'agitation - Lactosérume.

e
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TABLEBAU & 7

Variation du flux de permeat J en fonction de la pression P

- Sérum Sanguin =

W =0 tr/mn
P(bar) t(s) T(m1) Q(m1/s) J.IOG(N/S)
-3
I,6 900 1,359 1,500 IO 0,392
-3
1,05 1500 2,230 1,487 10 0,386
-3
I,0 I500 1,619 1,079 IO 0,280
i)
0,5 1200 0,723 5,860 16 0,156
TABLEAU s 8

Variation du flux de permeat J en fonction de la pression P

= Sérum Sanguin =
W = 250 tr/mn

6

P(bar) t(s) V(ml) o(m1/s) J.I0 (m/s)
I,6 1500 3,3I2 2,207 10 0,573

-3
1,15 T500 2,530 1,687 10 0,438

=3
0,75 I500 1,850 1,233 10 0,320
0,5 1800 1,782 9,900 10~ 0,258
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TABLEAU 2 9
Variation du flux de permeat J en fonction de la pression P
~ Sérum Sanguin -
W = 500 tr/mn

6
- B(bar) t(s) V(ml1) Q(m1/s) J.I0 (n/s)
1,6 1200 2,827 2,356 10 0,612
-3
. I,5 1200 2,647 2,205 IO 0,573
: =
I,0 900 I,572 I,780 IO 0,437
ot
0,5 1800 1,216 6,700 IO 0,I75

TABLEAU : IO

Variation du flux de permeat J en fonction de la pression P

- -~ Sérum Sanguin -
W= 750 tr/mn
P(bar) ) v(ml) ami/s) | 3.10%(m/s)
-3
I,7 1200 3,045 2,537 I0 0,659
. ' -3
I,I 1200 29295 1,900 IO 0,497
0,65 1800 1,8 03 1,001 16—3 0,260
—4
0,5 1520 I,5II 9,941 I0 0,258




.18 (mn/s)
A

956 ¢ Courbe du solvant .
: W= T50 tr/mn .
¢ W= 500 tr/mn .
$ W= 250 tr/mn .
t W=0 tr/m .
0,6t
0,41
0’21~
‘{1"1_ 1 ' >
0,5 I,0 I,5 P(bar)

Figure IO 3 Evolution du flux de permeat J en fonction de la

pression P pour differentes vitesses d'agitation
- —ocuesérun. sanguin-

..—LM..




Nous constatons cue le flux dc perinéat baisse considerablement
par rapport au flux de solvant . in effet , une diminution minimale de
llordre de 50% du flux initial est obsevée lors @s 1'ultrefiliration du
lactosérun . Cedi peut s'erxpliguer par la presence de la couche de
polarisation constitude esscntiolloment por les micelles de cascines »
Ces micelles ohargées negativement se ropoussent , mais 1'élévation de
pression s'exergant contre ces forccs do répulsion provoguerait le ur

3 mapprochememt au niveau de 1o membrane aveo reduction deg espaces
intermicellaires et le tossement de 1la couche de polarisation , ce qui
compeenserait particllement l'effot favorable direct de la pression
sur le flux .(6)

De m@mc , oconstatons cuc le flux de perméat du lactosérum croit
avec l'augmentation dec la vitesse dlagitation . A titre d'exemple ,
citons les flux dc porméat obtenuéauno pression P = I,2 bars pour les

s trois vitesses dlagitations ubilisdes (W = 750 3 W
g

il

500 3 W = 250 )tr/mn

Hi

F750 = 0,328 I0"6m/s 5 Jsop = 0,268 Io“sm/s s J250 = 0,208 Io”sm/s
Les courbes de polarigntion obtenues lors de 1l'ultrafiltration
du sérum sanguin sont dv méme 4yoe gue celleg du lactosérum . L'explica~
tion réside toujours dens la form=ttion de lz couche de polarisgation,
toutefois , les flux obienus sunt pluvs importants pour le sérum sznguin
pgur des conditions opératoires ilenticues .
Une -~ugmentation de lo vitesse dlagitation se traduit par 1a
. ocreation de turbulences au nivezu de la paroi cui conduisent & la reduc-—
tion de la couche de polarisation .

- ‘ -
- 3°)~ itude des pHenomeméd'adsorption s

ey

Differntes éguipes de recherches (Sanchez s Mathéeson etc o..)

ont constaté que ll'ultrofiltrotion de solutions peoteiques peut provocuer
une baisse considérable de la permeabilité de la membrane utilisde « cette
reduction du flux perméant egt une consequence de l'adsorption du soluté

sur l2 membrine réduismnt ainsi les dicmetres des rores de la membrone

%




J'.IO6 ¢ m/s )

Avant uwltrafiltration deg effluents /

— — — Apres ultrafiltrabion des

0,8 [~ effluents . /

I,5 P(bar?

Figure IIj. Courhes de solvants
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Hous nous sommes intercesés , lors de l'ultrafiliration o du

séruin sanguin , au comnortcitent de 1n rone vis & vie de ces licui-

des biologiques + Pour ce frire , nous avong determiné les courbes de
solvn nt zvent et apres ultrafili-ction de chooun de ces effluents .
lous avons obtenus des resultitc cui nous amenent & penser que les
Phenoménes d!'adsorption sontizeristrnts « Cola’ confimmes iy
les ceracteristiques donndes pr» le fabrim nt (NUCLE@PORE) pour ce type
de membrene (TYPZ C) , & savoir s 'res faible intereetion avec les
differents solutis 7

4°)u Impaot n0010f1n“n e

I1 nous est apparu iaportsnt lors de notre <tudte de tenter

de cerner dans cuelle masure , lo prooéde diwlirafiltration pouvait
contribuer & diminuer lz pollution chiricue et biclogicue induite par
. le sang et le lactosdérum .

Ce tHe pollution atieint der valeurs considerables . Lo litte—

reture signcle pour le gpang nne U505 comprise entre I40000 et I67000mg/1
Le plasma senguin , portent depourvu des élements firurés ( cellules s5555)
contient encore une DCO de l'orire dc 250000 nﬁfl nour le loctosdrum ’
on signale une DCO de 800CO syl .(F) et (I6)

Les mesures de 1a DCU et de 1o 3305 des deux cffluents (sérum
sanguin et lactosérum ) cvint et opres ultrefiltration s en tenant compto

des conditions ce conserv:tions des cchantillons( voir annexe IV )ssont

rapportdés dans le tableau N° II .,

o
LT

» Le taux dlab:.tioment de Cemenle chimicue en oxygene (DCO )

lors de l'ultrafiltration Au sirun sanguin est proche deg resultats

obtenus par J.P. TESGIER (I6 ).

.

biochimique en oxygene (DBO5 3

EnCtmequil concerne 1.

12 methode de mesure est rel-tivement peu precise mais periet toutefois

€2
-

flirmer que la retention des proteines , principales constituants de
Jdiminuticn
y rermiactiralt vne A wdAea cporecisble

l'extrait sec dv sérum sanpmi:




de 1& pollution biclochimicue desg of "luents D'abiatioir .

De méue , Ll'vlitrafiltrotion du loctoséfum se traduit por wn
z abattement de la DDO. non ndégligeable § toutefois 1l'abattenent relative-
2

ment f2ible de 1o DCO et de 1. D’-’.‘OS peut s'explicuer por le fait que lo

lzo0tosérun ne contient que U,7 2 0,2 % cde p>roteines . En outre , le

lactoge qui represente H5C% de ampr.iggé ,ntest pag retenu
par 1l meimbrzne d'ultrafiltration vn son faible noids moleculaire .

. T/ABLEAU W° IT

L L e —

r- — b Y B S ...!'.Fn'.T....‘..._..... [P e e et S TR T e R 1
! I~ture de {_ sérum sonruin ! loctoserun n
1 !1ltechantillon : : t : i
3 Jinitizl o t I initial ! perméz :
i Caracteristioue |} ! X : :
1 T 1 1 1 1
e e g et T S R
! Dco (me/1) ! 24000C 1 I 0CC : OOLL ! 4< :O(su 1
1 : 1 1
e : i : ot i L
! b oao00 § 9000} soo00  } 125 -
M . Y
} BEO, (*ﬁ'x/l) t 24000 |} 900 I 2000 I 12500 :
X i ity S L e P SRR
! 1 o \ 1
It - S 1 L N |
H i €LC O&uctlb{ (‘12_ ’:‘J t '598 l}‘) r
. ! on clo 1l DCO } ! ; :
e oo ! L e o m e S R L R e
.! . 1 -k e ] 1
Mes A A 3 .Y - 1 i
H Lannxy JE‘ I‘G(U.O‘tlm' 62 -,} o ;? 37 5 G; 1
i on do 1a DO ! T i i .
L 1 e 5 2.1 A g ————— —— SEREDRCE A
1
!
L}
50 ). Concentration des pr :

Ltsnalyse des Proteinss Jn sdrum sonsvin et du lactosdrum
devre nous nermetire dockﬁernlnnr cumatisasivernent ot gualitotivesnent les
proteines retenues zu niveau du concentrat par la membronce oinsi que

elles cui seraient eventueliement »-gsdes nu nivesu du permdéat .

Ltélsctrophorcee i sdérun initisl donne une bonne migration

o
. ey / - - : -
des proteines 4 le serum du concenincd { pres ultrafiliration ) donne
. lieu & des bandes plus foncies rlcrn cue les bandes du perméut ne
L

migrent pas § ceci nous periet dlaffirmér C\U.'-il nl'ya pag de proteinss
dans le perméat ,

Los m8mes resultste sont obtehues pour 1'éléédtrophortsc
du lagtosérum auguel nous avonsg acotd le colorsnt (rouge poncecau )
vtilisgé pour le sérum sanguin .

Nous awvons c2lculé:la concentration finele 0! du concentrat

AR r—45-—-




de la moniere guiwante

aves @ Co = 15 g/l
V ¢ Volume de 1l: solution & uldrafilirep

Vle: Volume du perméct regupere =u bout d'un tomps t.

L'vltrafiltration du s run sansuin donne au bout de deux

heures et deni (& une vitesse clagitation de 250 tr/mn une concentration
2

du rétentat égale & 0I,3 g/l . Co taux de concentret peut &tre amelioré

optimales(voisines de 750 tr/mn)

i l'on utilise des vitesses d'csitations
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Hotre étude nous permet C'of irmer cue la cellule d'ultrafiltra-

tion réclisée est opérationnelle 3 en effet , nous avons vérifié cue s
-~ Le taux de rojet en proteines ost épal & I,0
- Le gysteme dlagitation cat officace
- Le gysteme de serrage 2 assurs ure bonne étanchéité de 1la cell~
ule

~ De plus le type de mewbr-one utilisée ( Nuclépore type C ) a

® permis la rdcupér:tion des proteines du sérum sanguin et du

lactosérum .

Du point de vue de l'impact dcologicue d procéddé dfultrafiltration
les taux d'ab: ttement obtenus smont de 92% en DCO et 62,5% en D305 pour
le sérum sconguin , et de 45,8% on DCO ot 37,5% en 0505 pour le laoto-
sérum . lLes conséguences sont loin d!'8tre négligeables du point de vue
de la préservation des milieux acuatigues on suraient lieu les déversce-
ments en grande quantité de ces deur ofiluents dont la demande ocXocessivé
en oxygéne risgue de provoguer lz rréfaction de ce pgaz dans les eouxs
celles c¢i porrcient aussi 8tre 1o siege de fermentation du lactosérun
qui conduiraient & la formation d'acide laoctique ; oce qui les acidifie—
rait et conduirait & la dégradation de la flore e de la faune .

Les courbes de volariss+tion nous pérmettent dlafirmer cue lo vites
sse d'agitathon joue wun grond r6ls dens 1a Ciminution de la couche de
polarisation et cue le flux de pcrméation optimal est obtenu pour des vie
tesses d'agitation voisines de 750 +r/mn (eu-deld de cette valeur,il ya
phénoméne de " Vortex " dems lz cellule ) .

I1 a ét¢ remarqué que le flux de perméation du sérum sanguin est
supérieur & celui du lactosdrum s pour des conditions opéretoires iden—
tigues . La présence de caséine dans ce dernier constitue on cffet un
frein au processus d'ultrafilteation par la formation de micelles . Il
serait judicieux & 1'svenir dl'essayer de precipiter ces caseines avent

d'entamer 1l'ultrafitration .




Le probleme majeur rencontré lors de l'ultrafiltration em systeme
disocontinue est 1~ faiblessze des debits de perméation comparés & la
cuentité 2 treitor « Clest pour cetie raison culil est recomnandd d'u-~
tiliser une celiule dymemique ; une étude plus spprofondie du phenomene
fera l'objet d'un travail ultericur visend & eméliorer les performances
en vuz d'une utilisation incdustriclle en tensnt compte dos paramotres
suivants

- pH
—~ Temperature
-~ ¥igocomité de lleffluont
—~ Influence de divers cgents tels que s CaCly , présure , o....
-~ Neture et vitesse de ll'escoulemont
~ Presgion
Type de membrene ; etc ....

Enfin , il serait interressent d'integrer llultrafiltratioh dens
le cadre ('une chaine dc troitement comprenent divers procddés de
valorisation tels cue les fermentcurs transforment le lactose du perme-

a2t en un produit & haute valeur ajoutde , ot l'osmosc inverse pour un

traitement d'offinage »
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Force gentrifuge

[

Centrifugation Centrifugation
de zone gimple
="
CENTRIFIGEUSE

Une centrifugeuse comprend un moteur ¢ui soumet & une rotetion rapide,
un rotor dans lequel se trouvent des tubes comprenant la suspension 3 centrie
fuger. La force centrifuge 3 laocuelle est sounise une particule est proportions
nelle & sa distance & 1'axe du rotor, r, et au carré de l'angle w parcouru par

seconde.
2T (2
G = qur o ( Ne. —EU—) ol
Avec: We La vitesse angulaire, exprimée en radians parcourus par seconde.

Cette vitesse est égale au nombre de tours effectucées par minute,l,
multiplié par g ;
rs est la distance entre 1'axe et 1z parficule soumise & centrifugations
: le nombre de tours par minute.

Les molécules ou particules contenues dans les récipients seront soumie-
ses 2 une force centrifuge beauncaup plus flevie que celle due 4 la pesanteur,
&y si bien que les particules atteignent ropidement une vitesse limite relom-
tivement élevée..

On peut multiplier 1z force centrifuge pcr un focteur superieur 3 3.105.
selon 1la vitesce dont est animé le motcur et selon 1z durde de 1o centrifiu-
gation, on sédimente des particules plus ou moing 10 2rec. A 1z fin de chaqgue
centrifug:tion, on obtient deux fractions: Une fraction golide 2u fond du

tube, c'est le sédiment et une fraction liguide, c'ect le curnageante. (I0)
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et Bttt v . e . e ettt a4 ad Am 3o

,-l Protides ct autres i
i constituants azotés i
]

l (g ou mg)
% i e e e e e
i’ Protides totaux I 5275 g
| Albumines 33249 ¢
; Globulines 20 & 24 ¢
Alpha—globulines 3a4¢g
{M@mﬁmﬂomahms ; 55 a6 g
| Bétamglobulines 5,5a9 g
| Gamma~globul ines 748 g
Pibrinogénes Jas5g
Urée, urée sanguine 0,I5 a 0,56 ¢
Acide urique 20 a2 70 mg
' Bilirubine 0,6 & 2,5 mg
; Créatinine 32 I0 mg
| Hem o LI S
Glucides et lipides i ( g oumng)
e 4 S e
Glucose ' 0,8 & I,I g
lLipides totaux i 548 g

Triglycérides
Choléstérol

CGorps cétonigues

Enzymes

Amylasc
Trensaminases

Phosphatases acides

Phosphetase aloaline

MRS sl 4 A U+ S ey .

e e et ettt e .. S A e e e At A R ot e e g

AL TR At B4 . S o B

PRINCIPAUX CONSTI{UANTS DU PLASMA SANGUIN

Volume normel par litre

Iy5 & 246 g
Traces (0,1 g)

e e B W Rt e e b o

(Unité internationale Uel.)

o e bt ot e 4% iy, B et e e e e T e

I20 2 T90 U.I.
2 & 20 U.I.
0 & IT U.I,

20 & 90 U.I.

—— et

e e ——

e e e

—




Bl éments mindraux

r“... -—— - e, ——
:
'
i

Valeurs normales par litre

Phosphore minéral

Régerves aloaline

électrolytes ( g ou mg )
Sodium 3sT & 3,45 ¢
Potassiun I40 & 200 nmg
Oalcium’ 90 & IIO mg
Magnésium I8 &4 27 ng
Cuivre 0,8 & I,k mg
Fer 0,7 & I,7 mg
Chlore 3,4 23,9 ¢

25 & 50 mg

45 & 60 % en wvolume

b o
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é;JEXE III

lotre cellule est composée principolement de oing pidocess (voir
planche 11°=I)

—~ Pidec superigure (voir pl-nche n°2) de forme cylindrique; clle
comporte deux orifices , 1'un destiné & 1l'alimontation cn pression qui se
f2it par lo bouteille d'azéte ( voir phote m®#I) et l'outre 4 1l'alimentatées
Figure 8/
ion en efflucnt.

— PiZcc centrales c'cst un oylindre oroux, de §00 ml dc capacité,
de 3 mm d'épaisscur et résistnt & une pression de deux barse

I1 sert & rcccovoir llefflucnt & ultrafilirer.

~ Pitce inféricures (voir plonche n°=5) de forme cylindrique, au
niveau de laguelle se situe uwn orifice pour l= sortie du perméat et un
verrc poreux qui sert de supnort pour la membrane d'ultrafiltration.

— Llagitateurs 11 sc composc dec deux parties 3 une partie fixe et
une partie mobile.

La portie fixe dite axc dlasitation (voir planche n°=3) est fixé
au cylindre supericur par emboitcment Fforod. .

La partic mobile qui porte l¢ harreau mapgnétigue adhére & ll'axe
drtagitation par emboitement forcé ( voir planches n®= 4 ot T

— Systéme de serrage:( voir planche n°= Z et phode wlx &) oe

Figure R/
syetéme de serrage essocid & deux joints assure 1!'étanchéité de la cellule.
La ccllule a été rénlisdée protiquement per le plexipglas mis & part

lc systéme de serrage en aciocr inox.
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AMIIEXS IV

B

I. DETERMINATION D7 LA DEM 3D BIOCHTUIOUR B OXYGui
« Princioe

e 4

Par

‘nde biochimigu- v oxrgéne (DBO), on dégigne la guantité

dtoxygéne mol culaire dissous consommé Gons les conditions de llessei,
aprés incubation durant 5 jours, & 20° et d:ns l'obscurité, par les
microorginismes pour dégrader éu les oxyde at, les mati®res orgeniques
contenues dens lleau. La masure de 1o guantits d'oxyéne oconsomude est
suivie deng une solution enseinerncie ou non.

Lz méthode de dilution convient pour la détermination de la
DBO5 dans les eaux fortement poliudes. Ces ezux sont diludes ovec wune

-~

eau riche en orygine et dong loguclle la consommztion dloxyse 2 @2ssewp.
Cette dilution coit 8tre effectice & un tel degré qu. aprés la durde -
d'inoub:tion et de consommation, il reste »v moins 2ng dlorygeéne per
litee dlecau.

~Réactifs

~ Solution de phosphatess Dissoudre 855 ¢ nﬂ P043 2I, 75 g K2HPO4;
33,4 ¢ Na JPO aﬂéo et 1,7 o WﬂﬁCI dens I litre dlean bidistillée.pH 7,2+
—~ Solution de sulfate de momdsivm & 2,25% de M3504,7Hé0.
: -~ Solution de chlorure de calcium & 2,75% de GaGlZ
~ Solution de chloiure de fer & 0,25% de F5013,632O.

- Prépoaration de l'ean de dilution

L'esu utilisée & cette fin coit 8tre exenpte ! ions 4! “rﬁeat et
de cuivre winsi cue de chlore cfiicacc. Ljouter & un litre d'eau distil-
lée I nml de chacune des soluticns ci-Gessuse L'ezu de dilution aingi
obtenue doit &tre aérde plusieuvrs fois juscu'd conzommation d'oxysgéne,
Elle est conservie & 1l'cbri de 1o lumiire & 20°c.Cetie eou de dilution

-

doit &tre utilissde d ns les 24 heures.




~ Mode opératoire

Metirc un volume connu dlesu & analyser dens une fiole jaugde,
compliter avec de lleru de dilution. Homosénéiser.Verifier que le pH est
compris enire 6 et 8. Remplir complétement un flacon aveo cette solution.
Bien boucher en évitant la formation de bulles d'air. Préparer égolement
deux auntres dilutions successives. Agiter Tortement le premier échantilion
Les decux autres échoantillons sont conservés dong llobscurité & 20°c,.

Mesurer lloxygéne dissous subsistant au bous de 5 jours. pratiquer

un essod témoin en dosont lloxygén: dissous dens 1leau de dilution.

~ Expression des résultats

~Ve. = Volume tot.1 aprcs Cilutiony mle
~Vb = Volume de 1!échentillon non dilué, mla
—~4p = Consommation dloxy éne de 1o dilution péndant 5 jours, en

mg 410, /1.
: 2
~Zv=Bonsommation d'oxygénc de lleau de dilution( éventuellement
inoculé) pendant 5jours, en mg d'O2/lo
La demande biochimigue en OxXygine, exprimée en mg 02/1 s de 1lt'eau
pendant 5 jours est dgale 3 3

_ Va : -
D.B.‘05 = —W-n . (Zp - Zv ) + o

Préciser éventuellement le traitement préalable effectué sur le
prélevement ( décantation, filtraotion, ...‘.o)m(lfi)
LI, DETERMINATION Di L/ DEMANDI CEIIOUZ &N OXYQENE
—Principe

Dans les conditions difinies, certoines matiéres contenues dens
1'eau sont oxyddes par un éxoés de Gichromate de potassium, en milieu

acide et en préscnce de pulfate clorgent et de sulfate dec flercure. L'exoés

de dichromate de potaossiwa est dosd par le sulfete de fer et dlamnonium.

~ Réactifs
e e et




~ Bou disgt@llée froichement priprnrdce

- Sulfate de mercure cristallisé,

— Solution sulfuriqu~ de sulfate dlargent & 0,66%.

— Solution de sulfate de fer et A!amronium O,25%a

~ Solution de dichromztc de potossiun 0525%.

~ Solution de ferroine : Dissoudre I,485 s de I-IO-phénanthroline
ct 0,605 g de sulfate de fer dzng IOOml dl'eau distillée.

~ Mode opdératoire

Introduire 50 ml d'eam & wnalyser dens un bellon de 500 ml,

éventuellemnt, une“méme qunﬁtité dlesn de dilutions Ajouter I g de sulfo-
te de mercure cristallis® et 5 ml de solution sulfuricue de sulfate d'ar—
gente Chauffer, si nécesscires; jusqu'd parfeite dissolution. Ajouter 25ml
de solution de dichromate de potassium puis 70 ml de solution de sulfate
d'orgente Porter & ébullition pendant 2 heures sous rifrfgérent & reflux
adapté au ballon, Laisser refroidir. Diluér 3 350 ml avec de 1l'esu distil~
lées Ajouter cuelques gouttes de solution de ferroine. Détarminer 1o que~—
ntité nécessaire de solution de sulfate de fer et d'amionium pour obtenir
le vir:ge ou romge vio}acdée. Procéder sux mémes opérations sur 50 ml dlemu
distillée,

— Expression des résultats

——— S p—— e -

La demande chimique on oxygene ( DGO) exprimée en milljgrammes

d'oxygene par litre est égalc &

8000 (: Vo ~ VI )
v

5 Vo 1 Volume de sulfote de fer et d'omuonium néocessaire au doscge
(ml ).

— VI ¢ Volume Cec sulfietc de fer et d'ammonium nécessaire & llegsai
a blanc ( ml ).

~ V : Volume de la prise d'essai. (/)
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