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VI11 

RÉsUMÉ COURT 

Des isolats de haute pureté ont été produits par électroacidification avec membranes 

bipoiaires (ÉAMBP.-) DifTerents facteurs ont uifïuence ies periormances de ia iachnoiogie : 

le débit, le type de lait, la permsilectivité des membranes cationiques. Le colmatage formé 

durant I'ÉAMBP est composé d'hydroxyde de calcium et de magnésium. L'acidification 

chimique et I'ÉAMBP présentent des différences dans les profils d'acidification ; le 

nombre de H' électrogénérés a fait ressortir l'importance des ions potassium pour assurer 

une meilleure efficacité énergétique. La meilleure combinaison est l'ajout de KCI à une 

force ionique de 0.5 M. Excepté pour l'isolat produit à une force ionique de 1M de CaC12, 

les isolats produits par ajout de sel à différentes forces ioniques présentent des propriétés 

fonctionnelles similaires entre elles, et comparables à celles d'isolats commerciaux et d'un 

isolat produit chimiquement. Un taux de déminéralisation de 75% influence la charge 

protéique et la concentration en lactose des isolats. 



IX 

RÉsUMÉ LONG 

Les objectifs principaux de cette étude &aient d'établir les conditions 

d'électroacidification optimales et de caractériser les isolats de caséines produits par 

électroacidification avec membranes bipolaires (ÉAMBP). Le but de ces travaux étant de 

permettre la validation de la méthodologie de I'ÉAMBP pour la séparation a l'échelle 

industrielle des protéines du lait. 

II ressort des résultats que des isolats de haute pureté contenant de 1.2 a 3.8% de 

cendres et de 85 à 98% de protéines ont été produits par ÉAMBP. La composition des 

profils moléculaires des sumageants a montré que les protéines sériques sont les seules 

protéines solubles restantes après électroacidification. Différents facteurs ont influencé les 

performances de la technologie : le débit, le type de lait et la pemsélectivité des 

membranes cationiques. Les résultats obtenus sur la pennsélectivité ont permis de 

comprendre la formation du colmatage des MEC et d'en identifier la nature. 

Il est apparu que I'acidification chimique et I'EAMBP présentaient quelques différences 

dans les profils d'acidification ; les caséines électroacidifiées précipitant à un pH plus élevé 

que les caséines acidifiées chimiquement. L'évaluation du nombre de H' électrogénérés au 

corn de I~ÉAMBP a fait ressortir l'importance des ions potassium pour assurer une 

meilleure efficacité énergétique de ~'ÉAMBP. 

Au niveau de l'efficacité énergétique, nous avons mis en évidence que la meilleure 

combinaison est l'ajout de KCI à une force ionique de 0.5 M (diminution de l'énergie 

consommée de 45%). Pour les isolats produits par ajout de sel à différentes forces ioniques, 

nous avons démontré que ceux-ci présentaient des propriétés fonctionnelles similaires entre 

eux, excepté pour l'isolat produit par ajout de CaC12 a une force ionique de 1M. Pour les 

isolats produits après déminéralisation de la solution de lait écrémé, il est apparu qu'un taux 

de déminéralisation de 75% influençait la charge protéique ainsi que la concentration en 

lactose. 



Enfin, les isolats produits par électroacidification avec membranes bipolaires avec 

différents types de sels et à différents niveaux de forces ioniques ajoutées, excepté pour 

l'ajout de CaClz à une force ionique de 1 M, ont montré des propriétés physicochimiques et a 

fonctionnelles similaires à celles d'isolats commerciaux et d'un isolat produit 

chimiquement. 
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Figure VIL1 : Effect of demineralization rate on the duration of ED phase, BMEA phase 

and global process (ED + BMEA). 

Fimire VII-2 : Evolution of the skim milk conductivity during ED and BMEA phases 

carried out at four dernineralization rates. 

Figure VIIJ : Evolution of the global ce11 resisatnce during ED and BMEA phases carried 

out at four dernineralization rates. 

Fimire Vm-1 : Evolution of soluble protein during chemical and electrochemical 

acidifications of reconstituted (RM) and fiesh (FM) skim milk. 

Figure V m - 2  : Solubility profiles of isolates produced by chemical and electrochemical 

acidific~ions of reconstituted (RM) and fiesh (FM) skim milk. 
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CHAPITRE 1 

Les protéines du lait sont les protéines animales les plus anciennement et largement 

consommées par l'homme (Cheftel et al., 1985). Elles représentent un quart des protéines 

alimentaires totales utilisées dans le monde industriel (Harnbraeus, 1982). Leur importance 

nutritionnelle et technologique dans les produits agricoles et ahentaires motive depuis de 

nombreuses années l'étude de cette classe d'aliments et le développement de procédés 

industriels visant à les séparer ou à en améliorer les propriétés et la qualité. Les caséines 

représentent les principaux constituants protéiques du lait avec environ 80% des protéines 

totales. Les utilisations non alimentaires des caséines ont été, jusque vers les années 1950- 

1960, les principales formes de valorisation (Cayot et Lorient, 1998). Encore aujourd'hui, les 

caséines ont une grande importance économique car elles entrent dans la composition de 

colles, de peintures, de fibres textiles et peuvent être utilisées dans les industries du 

caoutchouc, du cuir et pharmaceutiques (Southward, 1989). 

Les caséines du lait sont aussi très utilisées dans la fabrication de produits 

alimentaires pour leurs qualités nutritionnelles et leurs propriétés fonctiomelles. 

Cependant, la production industrielle de caséines de pureté élevée n'est possible que par 

une phase d'insolubilisation suivie d'une centrifugation pour séparer les caséines du 

lactosérum (Varnam et Sutherland, 1994). Il n'existe à l'heure actuelle que deux façons de 

produire des caséines : par acidincation présure ou chimique. Pour la production de 

caséines acides, les trois procédures existantes sont basées sur la précipitation isoélectrique 

des caséines : par acidification chimique, physico-chimique ou par fermentation (Segalen, 

1 98 5; Southward, 1 993; Varnam et Sutherland, 1 994). Récemment d'autres méthodes 

appelées méthodes alternatives ont été proposees pour la production de caséines acides : 



acidification du lait par échange ionique couplé à un acide (Salmon, 1983), par 

électrodialyse du lait écrémé suivi par une acidification (Laiteries Triballat, 1979) et enfin 

l'acidification par électrolyse des molécules d'eau à l'interface de membranes 

monopolaires (Bolzer, 1985). 

Les techniques de séparation utilisées en industrie ont dans la majorité des cas le 

désavantage de générer de grands volumes d'effluents chimiques et d'engendrer des risques 

inherenrs liés a ia manipuiaüon, au srockage et au nansport des acides et des bases 

concentrés. Dans le cas des fermentations, il est nécessaire d'utiliser des ferments mixtes et 

de les changer régulièrement afin d'éviter les contaminations par les phages. Enfin, au cours 

de la fabrication des caséines présure, il y a dénaturation de la cas-r, par formation du 

caséinomacropeptide et de la paracaséine-K (Cayot et Lorient, 1998 ; Cheftel et al., 1985). 

Un procédé dérivé de I'électrodialyse (ÉD) et utilisant des membranes bipolaires a 

été'développé récemment afin de précipiter les protéines de soya (Bazinet et al., 1996 ; 

1997~). Cette technologie appelée génériquement électrodialyse avec membranes bipolaires 

(ÉDMBP) ou plus spécifiquement électroacidification avec membranes bipolaires 

(ÉAMBP) est basée sur la production de protons par dissociation des molécules d'eau à 

l'interface d'une membrane bipolaire, membrane de type composite (Mani, 1991). Les protons 

ainsi produits peuvent migrer vers la cathode et sentir a acidifier une solution de protéines. 

Ce procédé innovateur vise à précipiter les protéines pour les séparer des autres constituants 

et les isoler sans toutefois les dénaturer. 

Ainsi, les objectifs principaux de cette étude seront : établir les conditions 

d'électmacidification optimales de séparation des caséines du lait, en termes d'efficacité 

énergétique et de cinétique de précipitation; caractériser les isolats de caséines produits par 

ÉAMBP. De façon plus générale, les résultats de cette recwrche vont permettre 

l'acquisition de nouvelles connaissances su .  le comportement électrochimique des 

protéines du lait. Le but éventuel de ces travaux sera de permettre de valider la 

méthodologie de l'électroacidifïcation avec membranes bipolaires pour la séparation à 



l'échelle industrielle des protéines ou des fractions protéiques du lait sans ajout chimique et 

cela par génération électrique contrôlée des espèces ioniques désirées. 
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CHAPITRE II 

ÉTAT DE LA QUESTION ET OBJECTIFS POURSUIVIS 

La teneur moyenne en protéines d'un lait normal varie de 30 à 35 0, ce qui 

représente 95% de I'azote total présent dans le lait (Cheftel et al., 1985). Les protéines du 

lait sont réparties en deux grandes catégories. La première catégorie est constituée des 

protéines solubles, dites protéines du lactosénun, qui ne précipitent pas lors de la 

coagulation du lait par ajout de présure ou acidification. Cette phase soluble est composée 

de protéines globulaires peu associées : P-Lactoglobuline (P-lg), a-lactalbumine (a-la), 

albumine de sérum bovin, immunoglobulines, protéose peptone et plusieurs enzymes ; elles 

représentent 14 à 24% des protéines totales du lait (Lorient, 1991; Swaisgood, 1982; 

Walstra et Jenness, 1984; Goff et Hill, 1993). La seconde est une phase miceliaire 

constituée d'associations volumineuses des caséines hi, m, P et K responsables de 

l'aspect opalescent du lait ; elles représentent de 76 à 86% des protéines totales du lait. 

Composition, structure et caractéristiques physico-chimiques des monomères 

La caséine-a,, (cas-a,,) est présente dans le lait à une concentration de 12 à 15 g/L 

et représente 36% des protéines de la fiaction caséinique. La chaîne polypeptidique compte 



199 résidus d'acides aminés et la masse moléculaire de la protéine est comprise entre 

23 6 14 et 22 068 Da (Lorient, 199 1 ; Swaisgood, 1982). 15% des résidus d'acides aminés de 

la cas-a,~ forment des hélices a, 22% des feuillets P et 45% des courbures P (Farrell et al., 

1993). Cinq variants génétiques sont dénombrés à l'heure actuelle pour la cas-asi ; variants 

A, B, C, D et E (Whitney, 1988). 

Comptant huit (asI-CN B-8P) ou neuf (&,-CN B-9P) résidus phosphoséryle, cette 

protéine est chargée très négativement (charge nette calculée de -20.6 mV à pH 6.6) 

(Swaisgood, 1982 ; Cheftel et al., 1985; Mercier et ai., 197 1). La molécule a donc un 

comportement dipolaire avec un pôle globulaire plutôt hydrophobe et un pôle chargé. Sur 

l'ensemble des résidus de sérine phosphate, sept se trouvent regroupés dans une portion 

(43-80) qui contient douze fonctions carboxyliques. Le segment 100-1 99 est quant-à lui très 

hydrophobe (7 des 9 résidus de tyrosine de la cas-a,[, s'y trouvent), ce qui confère à la 

protéine une hydrophobicité globale élevée (4.89 kYrésidu) (Swaisgood, 1982). L'absence 

de résidus Cys et la présence irrégulière de résidus Pro conferent à cette protéine une 

structure tertiaire lâche (Mercier et al., 197 1 ; Cheftel et al., 1 985). 

Les valeurs mesurées pour le volume spécifique et I'absorptivité à 280 nm sont 

respectivement 0.728 mYg (Mc Kenzie et Wake, 1959) et 1 .O 1 cm2lg (Thomson et Kiddy, 

1964; Thomson et al., 1969). 

Le pH isoionique (pH de la solution de protéines en l'absence d'électrolyte) des 

cas-a,~ se situe entre 4.91 et 5.05 (Swaisgood, 1982; Cheftel et al., 1985). L'association de 

la cas-as, dépend fortement du pH et de la force ionique, ce qui indique que les interactions 

électrostatiques inter-protéines sont très importantes (Payens et Schmidt, 1966; Schmidt, 

1970% b). L'association est régie par les répulsions électrostatiques et les attractions liées 

aux liaisons hydrophobes et hydrogènes (Schmidt, 1970a; Aschaffenburg et Drewry, 1957). 

À pH neutre I'association des cas-as 1 est dépendante à la fois de la force ionique et de la 

température de la solution. À pH 8.0, I'association de Ia cas*, est moins importante qu'à 



pH 6.6, ce qui est en relation avec l'augmentation de charge négative. A pH 2.5, la charge 

électrique de la cas-asi est positive, et de fortes associations sont observées. La cas-a,~ se 

dissocie en monomère à des forces ioniques faibles 0.003-0.01 et au pH physiologique. À 

cause de sa stabilité marginale et de sa nature amphipathique, les dimensions moléculaires 

sont sensibles à la force ionique et si des monomères peuvent être observés à forte force 

ionique, cew-ci seraient plus compacts (S waisgood et Timashe ff, 1 968). 

La présence d'un pôle hydrophile phosphorylé rend la cas-a,! sensible à la présence 

des ions calcium; la cas-a,! peut être précipitée à des niveaux très bas de CC (7 mM) 

(Swaisgood, 1982). En présence d'ions calcium, l'association de la cas-as* à pH 6.6 

augmente considérablement et conduit à sa précipitation. L'adsorption de l'ion calcium sur 

la cas-a,, résulte en la réduction de la charge électrique et la création de sites réactifs par 

lesquels l'agrégation peut s'initier (Parker et Dalgleish, 1977; Home, 1979; Dalgleish et 

Par'ker, 1979; Dalgleish et Parker, 1980). La coagulation subséquente peut être décrite 

comme une réaction de condensation polyfonctio~elle (Parker et Dalgleish, 1977) qui est 

régie par la fonctionnalité du complexe Ca-a, i--caséinate (Dalgleish et Parker, 1979) et par 

la charge électrique de ces complexes (Home, 1979). 

La concentration de la caséine- ad (cas- as2) dans le lait est de 3 à 4 g/L. La cas- ~2 

représente 10% de la fraction caseinique. Le monomère a un poids moléculaire qui oscille 

entre 251 50 et 25400 Da et sa chaine polypeptidique est composée de 207 résidus d'acides 

aminés (Lorient, 199 1; Swaisgood, 1982). Très peu d'informations sont disponibles sur la 

structure secondaire de la cas-as2 ; cependant certaines considérations théoriques 

permettent d'avancer la valeur de 17% d'hélices a (Swaisgood, 1992). La cas-% compte 4 

variants génétiques; variants A, B, C et D (Whitney, 1988). 

Malgré la présence de 2 pôles hydrophobes au sein de la molécule, celle-ci est la 

caséine la plus phosphorylée et la p h  riche en résidus cationiques (Brignon et al., 1977). 



Les résidus phosphorylés (de 10 à 13 résidus) sont groupés en trois pôles (résidus 8-16, 56- 

61 et 129-133) dors que les parties hydrophobes se limitent au. portions 160-207 

(séquence C-terminale) et 90-120 (séquence centraie). La valeur d'hydrophobicité calculée 

de 4.64 khésidu, fait de la cas-a,r la caséine la plus hydrophile. La charge nette calculée 

de la Casas2 à pH 6.6 varie par conséquent entre -13.2 et -1 8 mV selon le variant génétique 

(Swaigswood, 1982; Cheftel et al., 1985). D'autre part, les zones chargées négativement 

($-terminale i -68 ; cliargé nette A pH 6.6 : -2 i mVj et iès zones çharg6es positivement (C- 

terminale 160-207 ; charge nette à pH 6.6 : +9.5 mV) bien individualisées permettent de 

suggérer que les interactions électrostatiques sont un facteur important des caractéristiques 

structurales de la protéine et qu'elles dépendent du pH; il en résulte aussi une très grande 

sensibilité aux ions calcium (Brignon et a l ,  1977; Swaigswood, 1982). La cas-a,~ est la 

caséine la plus sensible a la présence de calcium dans le milieu. La cas-qz a une capacité 

d'association à pH neutre et une sensibilité à la précipitation calcique similaires à la cas- 

u,l. La présence de deux résidus cystéine au sein de la chaine polypeptidique peut donner 

naissance à des dimères covalents de CXQ (Walstra et J e ~ e s s ,  1984). 

Le volume spécifique de la cas-CQ est évalué a 0.72 mUg et son absorption 

spécifique à 280 nm est estimée à 1.1 (Cheftel et ai., 1985). 

Le pH isoionique des Cas-Gr se situe entre 5.19 et 5.39 (Swaigswood, 1982). La 

caséine-asz s'associe très fortement sans pour autant former des micelles. L'association de 

la c a s s a  est maximale à pH 6.7 (20°C) et avec une force ionique de 0.2. Une hausse ou 

une baisse de la force ionique, dans ces mêmes conditions, conduit à une réduction de 

I'association (Snoeren et a l ,  1980). Les réactions d'association des cas-ad sont liées à des 

interactions électrostatiques résultant de la répartition inégale des charges positives et 

négatives dans la séquence (Snoeren et al., 1980). A force ionique basse, les associations 

sont peu nombreuses à cause des répulsions électrostatiques faibles entre toutes les 

molécules chargées négativement. Aux forces ioniques intermédiaires, cette répulsion 

devient moins importante et les interactions électrostatiques peuvent prendre place entre la 



queue positive d'une molécule et le corps négatif d'une autre. Une élévation de la force 

ionique affaiblit ces interactions et les associations diminuent à nouveau (Schmidt, 1982; 

Snoeren et al., 1980). 

Avec une concentration de 9 à 11 dans le lait, la caséine-p (cas-p) est la 

deuxième plus importante protéine de la fraction caséinique (34%). La masse moléculaire 

moyenne du monomère est de 24000 Da (Lorient, 1991; Swaisgood, 1982). La chaîne 

polypeptidique de la cas+ contient 209 résidus d'acides aminés et elle est caractérisée par 

une forte teneur en résidus de proline (35 sur 209) répartis assez régulièrement mais de 

manière non répétitive le long de cette dernière. Cette richesse en résidus prolyle influe sur 

la structure spatiale de la protéine en raison des courbures que ces résidus induisent. La 

stnictue secondaire de la cas$ est donc peu ordonnée, ce qui lui confere une certaine 

sensibilité aux ions calcium et une flexibilité élevée. La cas+ contient 10% d'hélices a, 

13% de feuillets P et 77% de structures non ordonnées (Cheftel et al., 1985; Evans et aL, 

1971). Pour la Cas-p, 7 vkiants génétiques sont connus; variants A', A ~ ,  A ~ ,  B, C, D et E 

(Whitney, 1988). 

La cas-p avec i l  1 résidus hydrophobes est la plus hydrophobe des caséines 

(Ribadeau-Dumas et al., 1972). L'hydrophobicité de la cas+ est de 5.58 kJ/résidu (Cayot et 

Lorient, 1998) et la charge nette de la molécule varie entre -8.2 et -12.8 mV (Swaisgood, 

1982). C'est aussi la protéine dont la répartition en une zone hydrophobe (C-temiinale) et 

une zone hydrophile (N-terminale) est la plus marquée. La séquence N-terminale (1-21) 

porte une charge nette d'environ -12 mV à pH 6.6, dors que le domaine hydrophobe (49- 

90 et 14% 168) n'aurait pas de charge nette. Au total, le segment 49-209 est très peu chargé 

et très hydrophobe (Swaisgood, 1982). Les 5 résidus de phosphoserine que possède La cas-p 

et qui sont situés sur la seule zone 1-37 (4 sur la zone 1-21), ainsi que la présence de 7 



groupes carboxyliques sur cette zone 1-21, expliquent la forte électronégativité de la zone 

N-terminale et donc son caractère très hydrophile. 

Les valeurs mesurées expérimentalement de volume spécifique et d'absorption à 

280 nrn sont respectivement 0.741 mL/g (Noelken et Reibsteins, 1968) et 0.46 crn2lg 

(Thompson et Pepper, 1964). 

La Cas+ a un pH isoionique plus élevé que la cas-a,,, avec une valeur de 5.35 

mesurée expérimentalement pour le variant A (Ho et Waugh, 1965) et des valeurs calculées 

allant de 5.1 1 à 5.53 pour l'ensemble des variants génétiques (Swaisgood, 1982). 

La cas+ est la caséine qui possède le pouvoir d'association inter-caséine-p le plus 

élevé et son association ne se produit pas si la portion hydrophobe de la molécule est clivée 

(Cheftel el  al., 1985). La balance hydrophilehydrophobe de la cas-p a un rôle essentiel sur 

la structure tertiaire et les interactions hydrophobes qui permettent à cette protéine de 

s'associer avec d'autres (Kurnosinski et al., 1993 ; Mercier et al., 1972 ; Takase et al., 

1980). La masse molaire du polymère est d'autant plus élevée que la force ionique, la 

température et la concentration en cas+ sont élevées (Payens et Vreeman, 1982). La 

température exerce une influence considérable sur les interactions hydrophobes; à 4OC, 

seuls des monomères sont présents, mais déjà à 8.5OC les associations sont considérables 

(Payens et Van Markwijk, 1963). La dépolymérisation à 4°C s'explique par la rupture de 

nombreuses interactions hydrophobes (Schmidt, 1982; Payens et Van Markwijk, 1963). Le 

degré de polymérisation à 20°C de la cas-p varie de 13 à 49 unités, pour des forces ioniques 

allant de 0.05 a 0.2 (Payens et Van MarkwiJk, 1963; Payens et al., 1969; Evans et al., 1971; 

Takase et al., 1980); le poids molaire des micelles de cas$ reste donc sujet à controverse. 

La Cas+ est moins sensible à la précipitation calcique que ne le sont les caséines- 

asl et -a~. La fixation de calcium et la précipitation à partir d'un seuil critique de 



concentration en calcium sont moins marquées qu'avec la cas-as, et dépendent aussi du 

degré d'association de la protéine (Cheftel et a l ,  1985). 

Dans le lait de vache, la caséine-K (cas-K) se retrouve à une concentration de 3 à 4 

g/L et représente 13% des protéines de la Fraction caséinique (Lorient, 1991; Swaisgood, 

1982). Elle a un poids moléculaire moyen de 19000 Da. Le monomère compte 169 résidus 

d'acides aminés sur sa chaîne polypeptidique. La structure secondaire de la cas-K comprend 

5 régions ordonnées en hélices a (23%), 7 régions en feuillets P (3 1%) et 10 régions en 

circonvolutions p (24%) (Loucheux-Lefebre et al., 1978). Seulement deux variants sont 

dénombrés pour la cas-K; variants A et B (Whitney, 1988). 

La cas-K est, après la cas-p, la plus hydrophobe des caséines. L'hydrophobicité de la 

cas-K est de 5.12 Wrésidu pour une charge nette à pH 6.6 variant de -3 à -3.9 mV (Cheftel 

et ai., 1985). Elle possède'un caractkre amphipolaire: sa partie N-terminale est hydrophobe 

don que sa partie C-terminale est très hydrophile (charge nette -1 0 ou -1 1 mV à pH 6.6). 

La partie C-terminale (1 50-169) de la cas-cc contient une Fraction glucidique composée de 

galactose, de N-acétylgalactosarnine et d'acide N-acétylneurarninique. Les extrémités à tri- 

ou tétra-saccharides entraînent à elles seules une charge négative globale de -16 à -17 

mV(Chefte1 et al., 1985; Hill et Wake, 1969). La cas-K est la seule caséine glycosylée. Son 

niveau de glycosyiation est variable, ce qui modifie son comportement électrophorétique 

(Cheftel et al., 1985). 

Dans le lait, un pont disulfure se forme au sein de la c h h e  polypeptidique de la 

Cas-K (Cys 11-Cys 88) sous l'action de la disulfhydryl-oxydase membranaire (Mercier et 

al., 1973; Joues et al., 1972). Des polymères de cas-K liés en leur sein par des ponts 

disulfures peuvent s'associer par des liens non covalents pour former des polymères encore 



plus larges avec des poids moléculaires de 600000 à 650000 Da. Ces polymères sont très 

stables au pH physiologique du lait et ne sont pas dissociés par des changements de force 

ionique ou de température (Doi et al, 1979; Talbot et Waugh, 1970). La valeur calculée 

pour le volume spécifique de la cas-r est de 0.734 mL/g (Cheftel et ai., 1985), et la valeur 

mesurée expérimentalement pour I'absorption a 280 nm est de 0.95 (Talbot et 

Waugh, 1 970). 

Le pH isoionique de la Cas-K varie de 5.37 à 5.64 selon les variants génétiques 

(Swaisgood, 1982; Ho et Waugh, 1965) 

La cas-K ne contient qu'un seul résidu phosphoryli (Ser-149), ce qui rend cette 

protéine peu sensible aux ions calcium. La cas-K est capable de stabiliser jusqu'à 10 fois 

son propre poids de cas-a, ou -P contre la précipitation calcique (Walstra et Jemess, 1984). 

Sa capacité à la stabilisation est perdue après clivage de la présure sur le lien Phelos-Metios, 

Ion d'une coagulation par la présure, qui résulte en la formation d'une portion hydrophobe 

appellée para-caséine-K (résidus 1 à 105) et d'une portion hydrophile (résidus 1 06- 169). Le 

fiagment hydrophile est reférencé comme étant le glycomacropeptide de cas-K (GMP) ou 

caséinornacropeptide (CMP) de masse molaire 3 3 000 Da (Swaisgood, 1 982). 

Les micelles de caséines 

Dans le lait, les caséines interagissent entre elles et avec des ions ou des sels pour 

former des complexes micellaires volumineux dont le diamètre peut varier de 20 à 600 nm 

en fonction de divers facteurs (espèce, race, stade de lactation ...) (Cheftel et al., 1985; 

Schmidt, 1982). La masse des micelles oscille entre 2108 et 2 1 OSL kDa (Cayot et Lorient, 

1998). 
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a) Composition et structure de la micelle native 

La plupart des caséines du lait sont sous la forme de particules colloïdales appelées 

micelles de caséines (Figure 11-1). Ces micelles contiennent entre autres des caséines, du 

calcium, du phosphate, du citrate, des ions mineurs, de la lipase et du s é m  de lait 

emprisonné (Walstra et Jenness, 1984). La micelle est un complexe calcium-caséinate- 

calcium-phosphate (Walstra et Jenness, 1984). Le ratio molaire des protiines à l'intérieur 

de la micelle au moment de leur sécrétion est approximativement a,i:aa:P:~ = 4: 1:4: 1.3 

(Walstra, 1990) ou environ 38% cas-asi, 10% cas-a,~, 36% cas$, et 13% cas-K 

(Fane11,1988), mais ce ratio stoichiométrique peut varier entre les différentes submicelles 

(Cheftel et al, 1985; Schmidt, 1982). Environ 7% de la matière sèche de la micelle est 

constituée de matériau inorganiques, principalement du calcium et du phosphate (Walstra, 

1990). 68% du calcium présent dans le lait (1 17 mg de calcium par 100 g de lait) est 

associé dans la micelle, soit environ 31 mg par gramme de caséine sèche. De la même 

façon 47% du phosphate présent dans le lait (203 mg de phosphate inorganique par 100 g 

de lait) est associé aux micelles de caséine. La micelle contient entre autres 0.4 g de citrate, 

0.26 g de potassium, 0.1 1 g de magnésium et 0.1 1 g de sodium par 100 g de micelle sèche 

(Schmidt, 1987). 

La structure en forme de framboise des micelles a été démontrée par microscopie 

électronique (Schmidt, 1982, Saito, 1973; Knoop et al., 1973; Knoop et al., 1979). Ce 

modèle s'appuie à la fois sur les structures primaires et sur les propriétés d'association des 

caséines. Les micelles de caséines sont formées d'un certain nombre de sous-unités 

sphérique, appelées submicelles, dont le diamètre varie de 8 à 20 nrn (Schmidt et a[. , 1973; 

Schmidt et Buchheim, 1970; Schmidt et Buchheim, 1976; Buchheim et Welsch, 1973). La 

taille des submicelles n'est pas uniforme et est gouvernée par la concentration en protéines, 

le pH , la force ionique et la température (Schmidt et ~uchheim,'1976). Ces submicelles, 

d'un poids moléculaire de 250 à 2000 kDa (Goffet Hill, 1993), peuvent contenir entre 15 et 

25 molécules de caseine (Walstra, 1990). Chaque submicelle résulte d'interactions hydro- 



(en coupe) 

Fieure 11-1 : Modèle global d'une micelle de caséine (Source Cayot et Lorient (1998)). 



phobes (Kumosinski et al., 1996 ; Thum et al., 1987 ; Stothart, 1989) entre constituants; 

elle semble dépourvue de minéraux sauf en surface où les ions ca2+ sont fixés sur les 

résidus phosphoséryl (Kakalis et al, 1990). Les submicelles s'associent entre elles grâce au 

phosphate de calcium (groupes Cas(PO& (Schmidt, 1982)) et de magnésium "collo'fdd", 

ciment dans lequel le rapport (Ca+Mg)BP est égal à 1.58 (Schmidt, 1980; Schmidt, 1982; 

Cheftel et ai., 1985)(Figure 11-2). Le phosphate de calcium colloïdal (PCC) joue par 

conséquent un rôle prépondérant àans ie maintien de i'int6gritÈ des n h l l é s  (Paj~m, 

1979). La dégradation du PCC résulte en la dissociation des micelles en submicelles libres 

qui contiennent ni calcium ni phosphate organique (Lin et al., 1972; Schmidt et Buchheim, 

1970). La nature de la liaison entre le PCC et la caséine a été le sujet de nombreuses 

spéculations. Cependant, Schmidt (1982) a démontré que la liaison entre le PCC et la 

caséine est d'ordre électrostatique, le PCC étant chargé positivement et la caséine 

négativement. 

Plusieurs observations expérimentales viennent suggérer que la caséine-K serait 

surtout localisée à la surface des micelles et que les cas-a, et -P seraient disposées au coeur 

de la micelle en association avec du phosphate de calcium colloïdal ; leur arrangement 

exact n'est cependant pas connu. Schmidt et Payens (1976) et Schmidt (1980) ont remarqué 

à plusieurs occasions que les petites micelles contenaient une proportion plus grande de 

cas-K à comparer au plus grandes micelles, ce qui impliquerait que les submicelles riches 

en cas-K occuperaient une position de surface alors que celles avec moins de cas-r seraient 

situées au coeur de la micelle. D'autre part, les réactions de la P-lg avec la cas-ic lors du 

chauffage du lait, de même que la facilité de la chymosine a dégrader la cas-ic, ainsi que les 

interactions entre la cas-K des micelles et le camighenane, confirmeraient la position de 

surface de la cas-IC (Schmidt, 1982). Une confirmation de la localisation de la caséine K à la 

suface de la micelle a été apportée par Kudo et al. (1979) par microscopie électronique 

après coloration spécifique des glucides. Dans les miceiles de casLes, la cas-r joue le rôle 

de macromolécule stabilisante avec sa partie para-caséine-K qui est l'ancre et le 

macropeptide la partie stabilisante. Les autres caséines agiraient en tant que stabilisant, du 



/' 
microgrande 

de 
phosphate de 

calcium 

CaIciuxq non 
micellaire 

(8.7 mmoLL") 

partie instable 

Fieure II-2 : «Modèle de liaisons phosphocalciques reliant les ckéines (les submicelles?) 

entre elles» (Source Cayot et Lorient (1998) d'après les modèles de Holt et al. (1989) J. 

Dairy Res. 56 : 41 1-416; Van Dijk (1 990) Netk Milk Dam J. 44 : 65-8 1, 1 1 1-124, 125- 

141; et les données de Holt et al. (1986) J.  Dairy Res. 53 : 557-572) 



fait de la présence de régions très fortement hydrophiles le long de leurs chaînes 

peptidiques intercalées entre des parties hydrophobes; cependant leur sensibilité aux fortes 

concentrations de calcium rend cette fonction moins probable (Schmidt, 1982). Il semble 

cependant que la structure soit suffisamment lâche pour qu'une macromolécule aussi 

volumineuse que la carboxypeptidase A (enzyme sécrétée par le pancréas) puisse pénétrer 

dans la micelle et attaquer les caséines-a, et -p (Ribadeau-Dumas et Garnier, 1970). De 

plus, la surface de la micelle est extrêmement perméable puisque les moindres 

modifications du milieu environnant permettent des échanges de minéraux ou de protéines 

entre le coeur de la micelle et ce milieu. 

b) Stabilité de la micelle de caséines 

, La micelle est extrêmement stable dans certaines conditions de transformation, 

concentration, ultrafiltration et séchage (Schmidt, 1982)' mais très instable en présence 

d'acides ou de chymosine (Walstra et Jemess, 1984). 

11 est surprenant de constater que les micelles résistent fort bien a des températures 

supérieures à 100°C et à des traitements d'homogénéisation sévères, dors que de faibles 

variations de la composition du sérum peuvent les déstabiliser (Cheftel et ai., 1985). 

Ali ef al. (1980) ont montré que les micelles se dissocient partiellement en 

submicelles durant le stockage du lait au h i d  (4 à 7°C) en libérant jusqu'i 50% de la 

caséine-p en 24h. Par réchauffage, la cas+ se réassocie lentement à ces micelles, mais sa 

relocalisation au?t sites initiaux n'a pas été confirmée. 

La stabilité de la micelle à la chaleur dépend étroitement du milieu (pH, ~ a " ,  autres 

protéines). Ainsi, la stabilité augmente lorsque la teneur en caséine-K s'élève ou que celle 

en phosphate de calcium colloïdal diminue. Pendant le chauffage, la présence de P-lg induit 



la formation d'un complexe avec les caséines-cs2 et -K, ce qui améliore la stabilité des 

micelles vis-à-vis des protéases coagulantes. En ajustant le pH du milieu au point 

isoélectrique des caséines (pH 4.6 en moyenne), les attractions électrostatiques intra- et 

inter-protéique sont accrues, ce qui a pour effet de déstabiliser la phase minérale de la 

micelle (Cayot et Lorient, 1998). Le point isoélectrique est la valeur de pH à laquelle la 

charge nette des protéines est neutre, et résulte en une précipitation complète de ces 

dernitres. La iôjéinc isûflectr;q.ùe diminénlisee deGent Icmluble. L'élimination du 

calcium par un agent complexant tel que le citrate, phosphate ou EDTA (Lin et al., 1972), 

provoque une c'transparisation" du milieu due i la destruction de la micelle de caséine. 

L'élimination d'une partie du calcium entraîne une perte de cas+ et une augmentation de la 

taille de la micelle. La micelle consisterait en un réseau de cas-a, et -K dans lequel la cas+ 

ne joue qu'un rôle de remplissage. L'augmentation de taille peut s'expliquer par le fait que 

les ions ca2' exercent un effet de contraction par formation de ponts ioniques. 

Le retrait des ions calcium de la micelle cause la dissociation réversible de la cas+ 

et -ic des micelles sans destructuration de cette dernière, alors que l'ajout de calcium en 

excés favorise l'agrégation des composés micellaires (Yarnauchi et a/., 1969 , Lin et al., 

1972). La solubilisation minérale à basse température serait responsable de la dissociation 

de la cas$, ce qui indique sa responsabilité dans la stabilisation de la micelle (Rose, 1968; 

Lin et a(., 1972; Pierre et Brulé, 1981). 

Fonctionnalité des caséines 

Les propriétés fonctionnelles des caséines sont I'expression de leurs propriétés 

physico-chimiques permettant de contribuer aux caractéristiques désirées des aliments dans 

lesquels ces protéines sont incorporées. Les propriétés fonctionnelles des protéines 

alimentaires peuvent être classifiées en trois groupes majeurs : a) Iés propriétés dépendantes 

des interactions protéindeau: absorption et rétention d'eau, mouillabilité, godement, 

adhésion, dispersibilité, solubilité et viscositd ; b) les propriétés reliées aux interactions 

proteinelprotéine : gelification, formation de structure variées telle que des fibres et des 



pâtes protéiques ; c) les propriétés associées aux interactions protéinedsurface ou interface : 

propriétés émulsifiantes et moussantes (Cheftel et al., 1985). 

Seules, la solubilité, la viscosité, et les propriétés d'émulsion et les propriétés 

moussantes seront considérées dans le cadre de cette étude. 

a) Solubilité 

La solubilisation correspond à la séparation des molécules de solvant et de protéines 

et a la dispersion des molécules de protéines dans le solvant avec un maximum 

d'interactions entre les protéines et le solvant. Pour être soluble une protéine doit par 

conséquent être capable de former des interactions avec le solvant (liens hydrogène, 

interactions dipôleldipôle ou ioniques). 

Deux méthodes standards sont utilisées pour mesurer la solubilité : l'indice de 

solubilité de l'azote (NSI = Nitrogen Solubility Index) (Anon, 1985a) et l'indice de 

dispersibilité des protéines (PD1 = Protein Dispersibility Index) (Anon, l985b). Dans les 

méthode NSI et PDI, le contenu en protéine d'un échantillon et de sa fraction soluble sont 

estimés par la détermination du contenu en azote par Kjeldahl, Léco ou d'autres méthodes 

spectrophotométriques, et la solubilité est exprimée par un simple pourcentage. 

La solubilité est influencée par la force ionique, l'espéce ionique, le pH et la 

température. Un profil de solubilité typique des caséines montre que proche du point 

isoélectrique (pH 4.0-5.0), la forme acide des caséines est complètement insoluble, dors 

qu'aux valeun de pH supérieures à 5.5, cette forme est convertie en caséinates ( ~ a + ,  K+, 

ca23 et est complètement soluble. L'addition progressive de sel augmente la solubilité de 

la protéine (effet de saiting-in) ; après avoir atteint un maximum, la solubilité commence à 

diminuer (effet de salting-out). Ainsi, la solubilité du caséinate de sodium décroît aux 

valeurs de pH située de part et d'autre du point isoélectrique. A- pH 7 ou 9, l'indice de 

solubilité est de 100% (10 g/L de protéines) mais, en présence de 1 M de chlorure de 

sodium, la solubilité décroît à 80%. En présence de la même concentration de sel, à pH 2 

ou 3, la solubilité baisse de 90% 75% (Courthaudon et al., 1989). Les effets de salting-in 



et salting-out dépendent très fortement du type de sel utilisé, comme cela est indiqué dans 

la série de Hoheister (Kinsella, 1984). Ainsi, les caséinates de calcium sont moins 

solubles que les caséinates de sodium (Bastier et al., 1993); la solubilité du caséhate de 

sodium peut diminuer à des forces ioniques inférieures à 0.2 M de NaCl. Les caséines sont 

étonnamment plus solubles à faible température. Celles-ci ont en effet tendance à moins 

s'associer entre elles lorsque la température diminue (interactions hydrophobes); leur 

sûlubilisitiûn s'cr, ü o w î  rccrtie (We!!a, 1984). En général: la solubilité des 

protéines augmente pour une hausse de température comprise entre O et 40-SOT. Au- 

dessus de 40-5O0C, le mouvement moléculaire devient sufisant pour briser les liaisons 

engagées dans la stabilisation des structures tertiaires et secondaires. Cette dénaturation est 

souvent suivie d'une agrégation, auquel cas la solubilité de la protéine diminue par rapport 

a celle de la protéine native (Cheftel et al., 1985; Kinsella et al., 1985). 

b) Viscosité 

La viscosité d'un fluide caractérise sa résistance à l'écoulement uniforme et sans 

turbulence. Le facteur principal influençant la viscosité de fluides protéiques est le diamètre 

apparent des molécules ou particules dispersées. Ce diamètre dépend des paramètres 

suivant : a) les caractéristiques intrinsèques de la molécule protéique, tels sa masse 

moléculaire, sa taille, son volume, sa structure et son asymétrie, ses charges élec~iqües et 

sa facilité de déformation ; les facteurs enviromementau~, tels le pH, la force ionique et la 

température, peuvent modifier ces caractéristiques suite au déplissement de la molécule ; b) 

les interactions protéines-solvant, lesquelles influencent le gonflement, la solubilité et 

l'espacc d'hydratation hydrodynamique entourant la molécule ; c) les interactions 

protéines-protéines, lesquelles déterminent la taille des agrégats (Cheftel et al., 1985; Cayot 

et Lorient, 1998). 

Des viscosimètres à tube capillaire sont utilisés pour mesurer la viscosité de fluide à 

fkible viscosité , alors que des viscosimètres rotatiomels permettent la mesure de fluide 

protéique plus visqueux (Yamamoto et al., 1986; Shoemaker et al., 1992). 



La viscosité d'une solution de caséinate de sodium est fortement dépendante du pH, 

avec un minimum a pH 7.0. A ce pH les charges électriques négatives entrainent un 

déplissement et une élongation supérieure des protéines. La viscosité des caséines est plus 

élevée à bas pH (2.5-3.5) qu'à pH neutre. La viscosité des solutions de caséinate de sodium 

est reliée de façon logarithmique à la concentration en protéines à cause d'une 

augmentation des interactions protéineslprotéines. Les caséinates ont un comportement 

rhéolopiq~e psez.'opI-ctique et agissent comme des systèmes thixotropiques à hauts taux de 

cisaillement, lorsque la baisse du coefficient de viscosité est réversible. Les cations présents 

ont un effet significatif sur la viscosité des caséinates, tout en étant étroitement liés au pH, à 

la température et à la concentration en protéines, car ils entraînent une rupture des liaisons 

hydrogènes (Mulvihill, 1997; Cheftel et al., 1985). La viscosité d'un caséinate contenant 

1% de calcium diminue fortement de façon curvilinéaire entre 30 et 3 8 O C .  Elle demeure 

constante jusqu'à environ 5 7 O C  ; la gélification des protéines swient  au-delà de cette 

température à pH 5.4, mais pas à des valeurs de pH plus élevées. De bas niveaux de 

calcium augmentent la viscosité du caséinate de sodium au-dessus de pH 7.0, alors que la 

viscosité diminue en-dessous de pH 7.0 suite à la formation de micelles (Mulvihill, 1992). 

Émulsion 

Une émulsion est un système contenant d e u ~  phases liquides non-miscibles, l'une 

étant dispersée dans l'autre sous forme de gouttelettes dont le diamètre varie entre 0.1 et 

50pm (Kinsella et al., 1985). La phase présente sous la forme de gouttelettes est appelée la 

phase interne ou dispersée; la matrice dans laquelle les gouttelettes sont dispersées est la 

phase externe ou la phase continue. 

De nombreuses méthodes telles que le changement de conductivité électrique 

(Webb et al., 1970)' la chute de courant électrique (Crenwelge et al., 1974), ou encore la 

turbidité du milieu (Pearce et Kinsella, 1978; Cameron et al., 199 1) ont été employées pour 

l'étude des émulsions. Diffërents termes sont utilisés pour exprimer les résultats des études 

sur les propriétés émulsinantes : la capacité émulsifiante, l'indice d'activité de l'émulsion, 



la stabilité d'émulsion, l'aire interfaciale et la charge protéique. Seuls les trois demiers 

termes sont considérés dans cette étude. 

La stabilité d'émulsion est l'aptitude d'une émulsion à ralentir, en cours de rupture, 

sa séparation en une couche aqueuse ettou une couche de lipide ; elle est exprimée en 

rn ' lm~ d'émulsion. La capacité d'une protéine à stabiliser une émulsion est reliée à son 

abilité 3. s'adsorber 9 !?~te?t.erf-ce hui!e-eau. Elle est donc reliée à l'aire interfaciale qui peut 

être recouverte par la protéine (en m ' /m~ d'émulsion). Enfin, la charge protéique 

correspond à la quantité de protéines adsorbées dans la phase huileuse d'une émulsion (en 

mg/m2) (Vuillemard et al., 1990 ; Mulvihill, 1992). 

Les propriétés d'émulsion dépendent de la solubilité des protéines, de leur 

concentration, du pH, de la nature du sel et de la force ionique, et des modifications 

chimiques (Mohanty et al., 1988; Blecker et al., 1997). Les protéines non dissoutes 

c o k b u e n t  très peu à la formation d'émulsion car les protéines doivent être en solution et 

migrer vers l'interface avant que l e m  propriétés de surface entrent en jeu (Cheftel et al., 

1985). Le pH influe sur les propriétés d'érnulsification des protéines de différentes façons. 

Certaines protéines, à leur point isoélectrique, sont modérément solubles et cela ne leur 

permet pas de contribuer a la stabilisation de la charge de surface des gouttelettes d'huile et 

par conséquent à former une émulsion. En revanche, la stabilité de l'émulsion dépend du 

pH et de la température du système colloïdal. A pH 6 et 8, l'émulsion faite à partir de 

caséinate de sodium possède une stabilité supérieure à celle obtenue avec un concentré de 

protéines sériques, quelle que soit la température alors qu'à pH 7 et à 6S°C, le résultat est 

inverse (Cayot et Lorient, 1998). Les caséines, protéines flexibles et capables de se 

déplisser et de s'étaler lorsqu'elles sont en contact avec la surface lipidique, peuvent établir 

rapidement des interactions hydrophobes avec les gouttelettes lipidiques pour produire des 

films adsorbés ayant les propriétés viscoélastiques voulues et stabiliser efficacement les 

émulsions. Pour leur part, les protéines sériques globulaires possèdent une structure stable 

et une grande hydrophilicité de surface, ce qui en fait de médiocre agents émulsifiants à 

moins d'être au préalable déplissée par un traitement thermique modéré (Cheftel et al., 

1985). 



d) Mousses 

Une mousse est une dispersion de bulles de gaz dans une phase continue liquide 

(Phillips et al., 1990; Britten et Lavoie, 1992). Dans de nombreux cas, le gaz est de l'air ou 

éventuellement du gaz carbonique, et la phase continue est une solution ou une suspension 

aqueuse contenant des protéines (Cheftel et al., 1985). 

Pour fabriquer une mousse, diffirentes méthodes sont possibles : faire barboter un 

gaz dans une solution protéique, procéder à une décompression de la solution en présence 

d'un faible volume d'air, secouer la solution en présence d'air dans un récipient clos, ou 

encore battre cette solution (battage) (Kinsella, 1984; Cayot et Lorient, 1998). L'évaluation 

de la propriété moussante se fait par la mesure de la capacité moussante et de la stabilité de 

la mousse. La capacité moussante est l'aptitude des protéines a générer de la mousse et se 

mesure par le volume de mousse produite. La stabilité moussante est l'abilité à maintenir la 

mousse et à résister à la rupture (Huang et al., 1997). Le suivi du drainage au cours du 

temps est un paramètre hautement discriminant pour déterminer l'aptitude d'une protéine à 

retarder I'effondrement d'une mousse (Elizalde et al., 199 1). Le drainage est l'écoulement 

du liquide dispersant autour des bulles sous l'action de la pesanteur terrestre ou lors d'une 

centrifugation ménagée (Cayot et Lorient, 1998). La stabilité de la mousse peut aussi être 

suivie par une mesure de la taille des bulles ou par granulométrie laser (Kinsella, 1984). 

Les propriétés moussantes dépendent et sont influencées par des facteurs 

intrinsèques comme la solubilité, la taille des protéines et leur concentration, la longueur et 

la constitution des chaînes d'acides aminés, ainsi que par des facteurs e.ctrhsèques comme 

le pHy la température, la force ionique, la présence de sels ou d'additifs (Huang et al., 1997; 

Britten et Lavoie, 1992; Bastiaens et al., 1990). Une solubilité élevée des protéines est un 

prérequis à une bonne capacité et stabilité des mousses. Cependant, les particules 

protéiques insolubles peuvent avoir aussi un rôle bénéfique sur la stabilisation des mousses 

en augmentant probablement la viscosité de surface. Le drainage est d'autant plus faible 

que la concentration en protéine est forte, quel que soit le type de protéine (Britten et 

Lavoie, 1992). Les protéines sériques ralentissent moins efficacement le drainage que les 



caséinates après 3 minutes de battage (Elizalde et al., 1991), et jusqu'a une concefitration 

protéique de 10% (PN) à pH 7 et 5 minutes de battage (Britten et Lavoie, 1992). 

Généralement, les caséinates produisent des volumes de mousses élevés mais ces mousses 

sont moins stables que celles formées par des blanc d'oeuf ou des concentrats de protéines 

du lactosérum. Les protéines globulaires de haute masse molaire résistent partiellement au 

déplissement en surface et produisent des f i h s  adsorbés épais ayant de bonnes propriétés 

rk~ologiques de surfixes et des mousses stables. De plus. l'ovalbumine. qui représente 54% 

des protéines de l'albumen d'œuf, est très sensible à la dénaturation de surface, ce qui lui 

permet de stabiliser les mousses formées à froid (Cheftel et al., 1985). Dans le cas des 

caséinates, le pH optimum pour la stabilisation des mousses se situe autour de pH 7. À ce 

pH, une augmentation de température n'affecte pas la stabilité. À pH 6 ou 8, la mousse est 

relativement stable a température ambiante mais pas à la chaleur. À pH 8, la stabilité 

pounait être afiectée par un manque de cohésion du film en raison des fortes répulsions 

électrostatiques. À pH 6, l'augmentation de température pourrait induire des agrégations de 

caséines par interactions hydrophobes (Cayot et Lorient, 1998). L'addition de sels aux pH 

éloignés du point isoélectrique améliore la stabilité des mousses de solution de caséinate, 

probablement en réduisant les répulsions électrostatiques. La cohésion du film s'en trouve 

renforcée, ce qui ralentit l'éclatement des bulles (Cayot et Lorient, 1998). 

LES MÉTHODES DE SÉPARATION DES CASÉINES 

De nombreuses méthodes permettent la séparation des deux fractions protéiques du lait : les 

méthodes classiques de précipitation, les méthodes électrophorétiques, le fractionnement 

chromatographique et les procédés à membrane (Tableau II-1). Les méthodes classiques de 

précipitation et les procédés à membrane sont utilisés actuellement en industrie pour la 

séparation ou le fiactionnement car ils permettent des rendements en protéines bien plus 

important que cem des deux autres méthodes. Les méthodes électrophorétiques et 

chromatographiques sont adaptées à l'analyse fine des composants protéiques du lait, mais ne 

sont pas utilisables à grande échelle. Au niveau industriel, seules les méthodes 

d'acidifications chimiques ou par la présure sont employées pour la production de caséines. 
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Tableau 11-1 : Tableau non exhaustif des techniques de séparation des caséines. 

PRINCIPES 
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Les caséines présures 

Dans le cas des caséines présure, le mécanisme sous-jacent est identique à celui de la 

production d'un caillé fromager et dépend uniquement de la sensibilité du lien peptidique 

Phelos-Metio6 de la caséine-K à l'hydrolyse par des protéinases acides, composants 

principaux de la présure Narnam et Sutherland. 1994'). 

Dans le procédé de production de caséines présure, de la présure de veau ou 

microbienne (Southward et Elston, 1976) est ajoutée au lait écrémé dans un ratio de 1 :4500 

à 1:7000. Le mélange est maintenu à une température d'environ 30°C pendant une heure 

(Weal et Southward, 1974). Lorsque la coagulation a atteint le stade désiré, le gel est cassé 

par agitation pour permettre la formation de particules de caillé de taille optimale pour les 

étapes ultérieures du procédé. Par la suite, le mélange est chauffé à la vapeur B une 

température de 55OC avant de le séparer du lactosérum. Le coagulum est ensuite lavé 

plusieurs fois avec de l'eau dans des bassins (Jordan, 1983) ou des tours (Varnarn et 

Sutherland, 1994) avant d'être égoutté par pressage mécanique (Munro et Vu, 1983) OU 

centrifugation (Munro et al:, l98O), et séché (Figure 11-3). 

Les caséines acides 

Pour la production de caséines acides, les trois procédures existantes sont basées sur 

la précipitation isoélectrique des caséines soit par acidification chimique, échange ionique 

ou fermentation. 

a) Acidification chimique 

La production chimique de caséines par un acide minéral comprend le brassage de 

lait écrémé pasteurisé maintenu à une température de 20°C avec de l'acide chlorhydrique 

ou sulfurique dilué (0.5 N) pour baisser le pH jusqu'à une valeur de 4.6 (Figure II-3). Le 



mélange est chauffé, par injection de vapeur, jusqu'à une température de 50-5S°C afin de 

faciliter l'agglomération des particules de caséines. Après une courte période de résidence 

dans une ligne de chauffage et dans un bassin d'acidulation (période complétant 

l'acidification et initiant la synérèse)(Mulvihill, M g ) ,  le caillé résultant est séparé du 

lactosérum, lavé et séché selon la procédure présentée pour la caséine présure et commune 

à tous les types de caséines. Au cours de la phase de déstabilisation acide, la formation d'un 

caillé oü d ' v a  prkipite wec des cmctér is t iqxs  physiques optimales est essentielle afin de 

faciliter la séparation du lacrosérum et les étapes suivantes de rinçage, égouttage, séchage et 

mouture. Ces caractéristiques optimales sont obtenues en utilisant le bon pH de 

précipitation et en ajustant la température pour contrôler les propriétés du caillé (Segalen, 

1985; Southward, 1993; Varnam et Sutherland, 1994). 

En Australie et en Europe, l'acide chlorhydrique est l'acide le plus employé comme 

agent de coagulation car ce dernier, en tant que sous-produit des industries chimiques, est 

disponible à un prix très abordable (Southward, 1993). 

b) Acidification lactique 

L'acidification d'un lait par une culture bactérienne est basée sur le phénomène 

naturel de fermentation par les bactéries lactiques, généralement la sous-espèce 

Lactococcus lactis, qui acidifient le milieu (Heap et Lawrence, 1984). 

La précipitation de la caséine lactique est réalisée par l'ensemencement de lait 

écrémé pasteurisé avec des ferments de souches bacténemes mixtes ou multiples, suivie 

d'une incubation à 22-26°C. Durant la période d'incubation de 14-16 heures, les ferments 

transÎorment une partie du lactose en acide lactique. Au fur et à mesure que le pH diminue, 

le phosphate de calcium collofda1 fixé dans les micelles 'de caséine se dissout 

progressivement. Lorsque le pH avoisine le point isoélectrique des protéines, un coagulum 

ou réseau gelifié de caséines ayant une forte capacité de rétention d'eau se forme alors. Le 
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coagulum peut ensuite être chauffé et suivre le schéma commun de préparation des caséines 

ou des caséinates (Segalen, 1985; Southward, 1993; Varnam et Sutherland, 1994) (Figure 

11-3). 

Acidification par échange ionique 

L'abaissement du pH par l'utilisation de résines échangeuses de cations, dans leur 

forme hydrogénée, se traduit par une perte des ions c>, M ~ ~ ~ ,  K' et ~ a '  et un gain de 

protons provenant de la résine. Ainsi, le lait écrémC est acidifié et partiellement 

déminéralisé dans le même temps (Mulvihill, 1989). 

Une partie du lait écrémé est acidifié à pH 2.2 par mélange avec une résine 

échingeuse de cations au sein d'une colonne de réaction maintenue à une température 

infërieure à 10°C. Le lait déionisé est mélangé avec du lait non traité dans des proportions 

qui permettent d'atteindre une valeur finale de pH conduisant à la précipitation. Le mélange 

est alors chauffé à la température de précipitation désirée pour induire la coagulation. Le 

coaguIurn est par la suite chauffé et préparé conventionnellement (Segalen, 1985; 

Southward, 1993; Vamam et Sutherland, 1994) (Figure 11-3). Cette méthode a été 

développée à une échelle industrielle par la société Bndel (Rialland et Barbier, 1980) et 

serait appliquée dans au moins une de leurs usines en France (Pierre et Douin, 1984). 

Lorsque le procédé d'échange ionique est utilisé à la place de l'addition d'acide minéral, le 

lactosérum est dépourvu des anions acides, ce qui augmente sa valeur pour d'autres 

procédés (RiaIland et Barbier, 1980). Ce procédé permettrait une augmentation de 

rendement en caséines de 3 à 5% par rapport aux procédés utilisant des acides minéraux. 

Cela serait lié à la CO-précipitation des protéoses peptones qui sont normalement perdues 

dans les lactosénuns produits lors des acidifications chimique et lactique (Pierre et Douin, 

1984). 



Les méthodes aIternatives 

Récemment, d'autres techniques ont été proposées pour la production de caséines 

acides : acidification du lait par échange ionique couplé à un acide (Salmon, 1983), par 

électrodialyse du lait écrémé à pH 5.0 suivi d'une acidification à pH 4.6 par un acide 

(Laiteries Tnballat, 1979) ; par acidification à l'aide de protons générés par l'électrolyse 

des molécules d'eau à l'interface de membranes empilées au sein d'un système 

d'électrodidyse (ED) (Bolzer, 1985). Cette dernière méthode d'acidification, appelée 

procédé SAFIR, appliquée à un lait écrémé maintenu à une température de 4'C, permet le 

trînsfcrt et l'échange stoichiométrique des protons et des cations constitutifs du lait : Na+, 

K', ca2+ et M~".  Une élimination des cations par électromigration apparaît de façon 

simultanée avec un abaissement du pH de la solution par les protons électrogénérés. Ainsi, 

dans ce procédé, un réservoir principal contenant des caséines à pH 2.5 est utilisé comme 

contrôleur de pH du procédé. Un volume calculé de lait est ajouté a w  caséines acides pour 

atteindre un pH de 3.5. Le mélange est alors circulé dans la cellule ~ ? E D ,  dont le pH de 

sortie est de l'ordre de 1.8 à 2.4. Une partie de cette solution caséinique très acide est 

ensuite utilisée pour maintenir le pH du réservoir principal, alors que le reste est envoyC 

vers les autres étapes du pro-cédé de fabrication de caséines. 

Les méthodes alternatives ont comme principal avantage de produire des lactosérums 

acides à teneur réduite en minéraux. Ce lactosérum est par conséquent plus facilement 

utilisable que les lactosérums acides produits par les procédés conventionnels (Southward, 

1993). 

Les techniques de production de caséine utilisées en industrie ont dans la majorité 

des cas le désavantage de générer de grands volumes d'effluents chimiques, dus a l'ajout de 

bases et d'acides durant les traitements, et d'engendrer des risques inhérents liés à la 

manipulation, au stockage et au transport des acides et des bases fortes. Dans le cas des 

fermentations, il est nécessaire d'utiliser des ferments mixtes et de les changer régulièrement 

afin d'éviter les contaminations par les phages. D'autre part, au cours de la fabrication des 

caséines présure, la cas-K est dénaturée par formation de deux molécules, le casého- 



rnacropeptide et la para-caséine-K (Cayot et Lorient, 1998 ; Cheftel et al., 1985). Enfin pour 

ce qui est du procédé SAFIR, il a eté démontré que la génération de protons à la surface des 

membranes anioniques et cationiques se fait avec une moins grande efficacité électrique 

que lors de l'utilisation dans I'électrodialyseur de membranes spécifiques bipolaires 

(Bazinet et  al., 1996 ; 1997~). 

L~ÉLECTRODIALYSE AVEC MEMBRANES BIPOLAlRES 

Cette technologie est dérivée de l'électrodialyse avec membranes rnonopolaires. Les 

principales utilisations actuelles de l'électrodialyse avec membranes bipolaires, une 

technologie récente, sont orientées vers la génération de bases et d'acides ( ~ a n i ,  1991 ; 

Nagasubramanian et al., 1 977 ; Mani et al., 1 98 8) 

L'électrodialyse 

a) Principe et généralités . 

L'électrodialyse (ÉD) est un procédé électrochimique basé sur la migration 

d'espèces ioniques (chargées électriquement) à travers des membranes rnonopolaires à 

perméabilités sélectives, sous l'influence d'un champ électrique créé par l'application dune 

diffërence de potentiel entre deux électrodes plongées dans une solution aqueuse riche en 

espèces ionisées minérales ou organiques (Gardais, 1990 ; Chaput, 1979). La continuité 

électrique est assurée par le flux des ions (anions et cations) porteurs du courant. 

Au début du vingtième siècle, l'utilisation de membranes neutres avec de fortes 

réimnces électriques inhérentes rendait L ~ E D  peu efficace au niveau énergétique et par 

conséquent relativement coûteuse à opérer. Ainsi, dans les années cinquante, la fabrication 

de membranes synthétiques échangeuses d'ions à faibles résistances électriques , par Juda 



et McRae (1950) aux États-unis et Kressrnan (1950) au Royaume-Uni, relança l'intérêt 

industriel pour ~ É D .  Aujourd'hui, l'utilisation de membranes sélectives performantes 

permet une plus grande versatilité de YÉD. Ainsi, ~ É D  est une technologie mature avec de 

nombreux systèmes en opération de par le monde. En Europe et au Japon, I'ED domine en 

temps que procédé de déminéralisation, respectivement pour le lactosérum et l'eau de mer, 

avec une capacité de l'ensemble des installation dépassant celle de l'osmose inverse et de la 

distillation (Shnposhik et Kesox, 1997). L'ÉD est appliquée ou peut être appliquée à de 

nombreux systèmes pour la déminéralisation du lactosérum (Glassner, 1992; Houldswoah, 

1980; Batchelder, 1986; Pérez et al., 1994), des acides organiques (.lain et Reed, 1985) et 

des sucres (Maigrot et Sabates, 1890; Cassel et Kempe, 18%; Chaput, 1979), la séparation 

des acides aminés (Kikuchi et ai., 1995), la stabilisation des vins (Guérif, 1993; Audinos et 

al., 1979, 1985; Escudier et a!., 1995), la déacidification des jus de h i t s  (Lamarche et 

Boulet, 1992) et La séparation des protéines (Jain, 1983 ; Reed, 1984; Amundson et al., 

1982; Slack et al., 1986). Ces applications utilisent le principe de dilution-concentration par 

empilement de membranes au sein d'une cellule d'électrodialyse pouvant aller jusqu'à 300 

membranes échangeuses d'ions rnonopolaires. 

Dans un électrodialyseur, des membranes perméables aux anions et perméables aux 

cations, sont disposées alternativement dans des modules de type filtre presse (Figure 11-4). 

Un cadre séparateur équipé d'un grillage, qui sert à la fois de support pour les membranes 

et de promoteur de turbulence, est placé entre chaque membrane. Le motif élémentaire ainsi 

constitué représente une cellule à deux compartiments : un compartiment de dilution et un 

de concentration. Un empilement de cellules forme un module. Aux extrémités de chaque 

module se trouvent les électrodes dans des compartiments à circuits indépendants. Chacun 

des compartiments ainsi formés, par la solution à traiter, et les solutions aux électrodes, a 

son circuit relié à son propre réservoir, dont le contenu est régulièrement remis en 

circulation par une pompe. Dans la pratique, un électrodialyseur est constitué d'un grand 

nombre de compartiments alimentés en série du point de vue élecirique et en parallèle du 

point de vue hydraulique (Houldsworth, 1980). 
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Pimire ZI-4 : Principe de fonctionnement d'un électrodialyseur. 



Du point de vue électrique, un module d'électrodialyse doit être considéré comme 

une résistance résultant d'une suite de résistances élémentaires montées en série et 

constituées par les membranes et les couches de concentrat et de diluat intermembranaires. 

Une partie de l'énergie mise en jeu pour I'6lectrodialyse se dissipe sous forme de chaleur, 

pouvant provoquer un échauffement important du produit et du matériel, lorsque l'intensité 

de travail est supérieure à celle préconisée par le fabricant ; elle est généralement bien plus 

f!cïit 4ÿe celle co~espondxt 9 !r vdeu du courant limite (Mafard et Béliard. 1992). Le 

courant limite est la valeur maximale de courant affectée au transpoa des ions qu'un système 

d'électrodialyse peut supporter sans que n'apparaisse de dissociation des molécules d'eau. 

b) Transfert de masse 

Le transfert de masse au travers des membranes ioniques se fait en deux étapes 

(Komgold, 1984) : 1) la réduction de la concentration en sels dans la solution de diluat par 

électrotransport des ions de la couche limite proche de la membrane et 2) la diffusion des 

ions jusqu'à la couche limite partiellement désalinée. 

Lors de la mise sous tension d'une cellule d'électrodialyse, il apparaît une variation 

du profil des concentrationi aux abords des membranes, dans les couches limites relatives 

au diluat et au concentrat, entre la zone de turbulence des solutions et la membrane. Après 

un court régime transitoire, des gradients de concentration s'établissent dans les couches 

limites, où la diffusion fournit le flux complémentaire d'ions nécessaires au maintien d'un 

courant stationnaire (Figure II-Sa). 

Une augmentation de la tension appliquée aux bornes du module ~ ' E D  accroît la 

densité de courant et les gradients de concentration dans les couches limites, de manière ê 

permettre un accroissement de la force motrice pour la diffusion. Le flux d'ions par 

électrotransport est aussi augmenté jusqu'à ce que la concentration des solutions dans les 

couches limites MEC-diluat et MEA-diluat approche zéro. La résistance des couches 

limites du diluat augmente fortement et la densité de courant plafonne à une valeur limite 

(Figure II-Sb). Dans ces conditions le fiwc d'ions par diffusion est maximum. 



Concentration 
en ion MEC 

Concentration 
en ion 

Solution 

Concentration 
en ion MEC 

So Iution 
diluée 

- . * a  - 

Solution 
concentrée 

+- 

Solution 
dilu& 

-... - 

MEA 

MEA 

Solution 
concentrée 

- 

- 

MEC : membrane échangpuse de cations MEA : membrane échanguse d'anions 
SI : couche limite du diluat & : couche limite du concentrat 
CH+ : concentf~tion en ion H ' &- : concentmion en ion OH ' 

Fieore II-5: Phénomène de concentration de polarisation en électrodialyse (Source 

Bazinet et al. (1998~)): a) formation des gradients de concentration, b) atteinte de la densité 

de courant limite et, c) dépassement de la densité de courant limite et hydrolyse irréversible 

de l'eau- 



Lorsque la valeur du flux par électrotransport est égale à la valeur du flux maximum 

par diffusion, l'unité d'électrodialyse fonctionne a son optimum de transfert de masse. 

c) Densité de courant limite 

Une augmentation subséquente de la tension aux bornes du module d'ED augmente 

!a dcnsid Vt C O ~ U I ~ ~  et non p ! u  le t~,ncfen de n ime .  La p!us grande partie de ce courant 

additionnel sert dors a la dissociation des molécules d'eau (Brun, 1989; Komgold, 1984). 

En effet, les contre-ions nécessaires au transport dans la membrane doivent être générés au 

niveau des interfaces membranes-diluat par un mécanisme autre que la diffusion. Ainsi, la 

dissociation de l'eau libère des ions H' et O R  immédiatement consommés par le transport 

ionique (Figure II-Sc). Cela entraine une forte augmentation de pH a l'interface MEC-diluat 

et MEA-concentrat, et une diminution proportionnelle, aux interfaces MEA-diluat et MEC- 

concentrat. - 

Dans la pratique de déminéralisation des solutions, les deux tiers de la densité de 

courant limite ne sont pas dépassés afh que cette densité limite ne soit pas atteinte en 

aucun point de l'électrodialyseur. Ainsi, i7électrodiaiyse est limitée par le ' transfert de 

masse, mais une augmentation de la vitesse d'écoulement accroit la densité de courant 

limite. 

Les membranes ioniques 

Les membranes échangeuses d'ions (ou sélectives aux ions), qui sont en fait des 

résines échangeuses d'ions laminées, sont au coeur du procédé ~ ' É D .  

Principe 

Une membrane échangeuse d'ions (MEI) est constituée d'un matériau généralement 

macromoléculaire (squelette) portant des groupes ionisables (Figure 11-6). Une fois imbibée 



d'un solvant dissociant tel que l'eau, la membrane contient des ions fixes, solidaires du 

squelette, électriquement neutralisés par des charges mobiles de signes opposés, les ions 

compensateurs ou contre-ions (Baiinet et d., 1996). Sous l'influence d'un coumnt 

électrique, les contre-ions peuvent s'échanger par diffusion entre la membrane et la solution 

adjacente (Gardais, 1990). Ils migrent d'un site vers un autre site au sein du réseau des 

groupements ioniques fixés sur la matrice de polymère et traversent la membrane. En 

parallilc, lcs CG-ions, charges mobiles de nitme s igx  .,up celui des groupement ionisés 

fixés sur le squelette, sont rejetés du corps de la membrane ; cette répulsion électrostatique 

est appelée exclusion de Donnan (Donnan, 191 1 ; Komgold, 1984). 

b) Les membranes monopolaires 

Il existe deux types principaux de ME1 basés sur la nature des groupes 

fonctionnelles fixés sur la matrice de polymère : les membranes perméables aux cations 

appelées membranes échangeuses de cations ou cationiques (MEC) et des membranes 

perméables aux anions, appelées membranes échangeuses d'anions ou anioniques (MEA). 

Ces membranes sont des membranes monopolaires, c'est-à-dire perméable à un seul type 

d'ions. Les principaux groupements ioniques utilisés comme charges fixes dans les MEC 

sont des groupements sulfoniques (-so33 et carboxyliques (-C003, et plus rarement des 

groupements anonique ( - A s o , ~ ~  et phosphoriques (-PO:-) (Juda et McRae, 1953; Even, 

1948; Bodamer, 1952; de Korosy et Schorr, 1963). Dans les MEA, les principales charges 

fixes sont des groupements alkyl ammonium (-Nt3+, -NHR'*, -MIzR'), phosphnium (- 

PR~? ou sulfonium (-SR2? (Guérif, 1993; Hurwitz, 1999). 

Les caractéristiques les plus importantes des ME1 utilisées en ÉD sont une 

résistance électrique faible, une bonne permsélectivité aux cations et aux anions, de bonnes 

propriétés mécaniques, une bonne stabilité physique et une haute stabilité chimique 

(Korngold, 1984; Sûathmann, 1990). Les propriétés des ME1 sont déterminées par deux 

paramètres ; le type de la matrice polymèrique et le type et la concentration des groupes 



Fiare II-6 : Principe de fonctionnement d'une membrane échangeuse de cations (Source 

BaPnet et al. (1996)). 



ioniques fixés. La maûice de polymère détermine pour une grande part, la stabilité 

mécanique, chimique et thermique de la membrane. Très souvent la matrice de la ME1 

consiste en un polymère hydrophobe comme le polystyrène, le polyéthylène ou le 

polysulfone (Streat et Cloete, 1987). Bien que ces trois polymères soient insolubles dans 

l'eau et qu'ils montrent un bas niveau de gonflement, ils peuvent devenir solubles dans 

l'eau par l'introduction de groupements ioniques. Par conséquent, la matrice polymèrique 

de la MEI est très souvent composée cie liens entrecroisés. Le degré ci'enuecroisement des 

liens détermine alors pour une large part le degré de gonflement ainsi que la stabilité 

chimique et mécanique, en plus d'avoir un effet important sur la résistance électrique 

(Meares, 1983; Spiegler et Laird, 1980). Le degré de liens entrecroisés établit aussi le 

niveau de restriction aux ions de la matrice structurelle et sa porosité ou plus simplement la 

taille des pores (Streat et Cloete, 1987). La taille des pores des membranes commerciales 

peut varier de 10 a 100 A suivant t'application visée. La taille des pores définit la 

perméabilité aux ions. Les membranes lâches ont une taille de pores de l'ordre de 100 A 
permettant une perméabilité aux ions du même signe que ceux fixés sur la matrice plus 

élevées que celle des membranes serrées dont la taille des pores, de l'ordre de 20 A, ne 

présente qu'une perméabilité minime aux CO-ions. Une membrane typique ~ ' É D  a des pores 

d'environ 10 à 20 A avec une capacité de 1.6 à 3 .O méq par gramme de résine sèche (Jain et 

Reed, 1 985).  

Les MEC employées généralement en électrodidyse sont des membranes 

monocouches. Des MEC particulières formées de trois couches ont été développées pour 

obtenir une pemsélectivité aux ions monovalents. De chaques cotés de la couche 

échangeuse de cations, des polymères électrolytiques, avec une charge électrique différente 

de celle de la couche échangeuse de cations sont appliqués en surface. La pemsélectivité 

au ions monovalents ainsi obtenue peut s'apparenter à un effet de filtration, car la 

similitude est frappante avec l'effet de piégeage des ions divalents.par un filtre (Mizutani, 

1990; Streat et Cloete, 1987). 



Des efforts tout particuliers ont été portés sur le développement de membranes 

échangeuses d'ions ayant des tendances faibles au colmatage et à perméabilités hautement 

sélectives. Le colmatage donne lieu à une augmentation de la résistance (chute de courant), 

à une diminution du rendement (permsélectivité abaissée) et à une altération des 

membranes (réversible ou irréversible) (Ogata et al., 1989 ; Davis et a l ,  1997 ; Momose et 

al., 1991). Le colmatage des ME1 peut être de trois types : entartrage par formation 

Chy&oxyQ d ' i c~s  divdents et @iva!en!s, encrassement par des protéines oii des matières 

colloïdales ou empoisonnement des membranes par des agents tensio-actifs (Gavach, 

1999). Momose et al. (1991) ont démontré, à l'aide d'un spectromètre par dispersion 

d'énergie des rayons X, la formation de compleses d'hydroxyde de magnésium et de 

calcium au sein et en surface de membranes utilisées dans l'industrie chlore-soude. 

C) Les membranes bi~olaires 

Un nouveau type de membrane, appelée membrane bipolaire, est apparu 

commercialement à la fin des années 1980. Les membranes bipolaires réalisent la 

dissociation des molécules d'eau en présence d'un champ électrique (Mani, 199 1) (Figure 

11-7). Elles sont conçues pour fonctionner dans des conditions de courant limite et 

nécessitent des valeurs de courant limite beaucoup plus faibles que celles des membranes 

monopolaires (Bazinet et aL, 1996). 

Les membranes bipolaires sont dans la majorité des cas préparées en structure 

composite multicouche et formées de 3 régions : une couche échangeuse d'anions à 

permsélectivité élevée et ayant une excellente stabilité en solution alcaline; une couche 

échangeuse de cations de permsélectivité équivalente; une couche intermédiaire hydrophile, 

à leur jonction, avec des groupements ammonium tertiaire qui augmentent catalytiquement 

le taux de dissociation de l'eau (Sûathmann et al., 1993). Sous I'influence du champ 

électrique, I'eau diffise à l'interface de la membrane où elle est dissociée en ions 

hydrogéne et hydroxyle (OH-). Les ions Hf et 0K migrent respectivement à travers 
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Figure I I 4  : Principe de fonctionnement d'une membrane bipolaire (Source Bazinet et al. 

(1 9 9 8 ~ ) ) .  



les couches cationique et anionique vers les compartiments situés de part et d'autre de la 

membrane pour assurer le transport du courant (Mani, 199 1). 

Pour une efficacité optimale dans des applications pratiques, une membrane 

bipolaire doit présenter les caractéristiques suivantes : une résistance électrique faible à 

haute densité de courant? un taux de dissociation de l'eau élevé. un taux de transport des co- 

ions faibles, une forte sélectivité aux ions ainsi qu'une b o ~ e  stabilité thermique et 

chimique aux acides et bases forts. La faible résistance électrique des couches échangeuses 

d'anions et de cations des membranes bipolaires peut être obtenue par l'utilisation de 

groupements sulfoniques acides (-S033 pour la couche cationique et d'amines quaternaires 

(-NH~L) pour la couche anionique comme charges fixes à haute concentration dans la 

matrice de polymère. Pour minimiser la résistance de l'interface entre les deux couches de 

sélectivité opposée, cette interface doit avoir une épaisseur aussi mince que possible. Enfin, 

les groupes ioniques dans l'interface doivent avoir un taux de transfert des protons élevé et 

leur concentration doit être grande (Strathman et al., 1993). 

Applications de I'électrodialyse avec membranes bipolaires 

L'électrodialyse avec membrane bipolaire (ÉDMBP) combine l'action de 

déminéralisation des membranes monopolaires et la particularité unique des membranes 

bipolaires à dissocier les molécules d'eau. L'EDMBP fonc t io~e  dans deux sens : 

l'électroacidification (ÉAMBP) et l'électrobasification (ÉBMBP). Le pH d'une solution 

circulant A l'intérieur d'une cellule d'électrodialyse du côté cationique de la membrane 

bipolaire, où les H' sont générés, diminuera. De façon similaire, le pH d'une solution 

circulant du côté anionique de la membrane bipolaire, où les O R  sont produits, 

augmentera. 



a) Applications industrielles existantes ou potentielles 

Les premières applications industrielles des membranes bipolaires ont été orientées 

vers la production d'acide et de base à partir d'une solution saline. L'alimentation d'un 

électmdialyseur avec une solution de sels et l'application d'une différence de potentiel aux 

bornes des électrodes conduisent a la conversion de la solution aqueuse de sels, tel que le 

chlorure de sodium, en la base NaOH et l'acide HCI (Figure 11-8). Ainsi, les sels tels que le 

KF, KNOs, NH4C1, Na2S04, KCI, etc ..., de même que des sels organiques, peuvent aussi 

être dissociés pour former les acides et les bases correspondants. Le principal produit 

industriel bénéficiaire de l'usage des membranes bipolaires est évidemment la soude 

caustique (Hunvin, 1999). Cependant, si ce secteur économique reste déterminant pour le 

marché des membranes bipolaires, il faut aussi tenir compte de toute les applications 

importantes de ces membranes. La toute première installation industrielle utilisant les 

membranes bipolaires a été implantée en 1988, à l'usine Washington Steel en 

Pennsylvanie ; la régénération des acides HF et HN03 des bains de décapage d'acier 

inoxydable permettait la récupération totale des acides employés. Depuis 1994, une 

installation ~ ' É D M B P  a été établie à Batôn Rouge en Louisiane ; elle permet la 

régénération du KOH utilisé pour l'absorption d'HF gazeux, par réaction d'alkylation, dans 

les raffineries de pétrole. Il existerait à l'heure actuelle deux à trois installations en 

opération aux États-unis, produisant des acides organiques et inorganiques spéciaux 

(Hunvitz, 1999). L'ÉDMBP permet aussi la récupération d'acide sulfurique et de soude 

caustique à partir de sulfate de sodium résiduaire dans les industries chimiques de la 

viscose et de la pâte à papier ainsi que la régénération d'acide chlorhydrique et de soude 

diluées pour les résines échangeuses d'ions (Hurwitz, 1999). Récemment, Boyaval et al. 

(1993), Siebold et cil. (1995) et Alvarez et al. (1997) ont utilisés cette technologie pour les 

productions respectives à l'échelle laboratoire d'acides propionique, lactique et salicylique 

concentrés. 
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Finure II-8 : Schéma de fonctiomement d'une cellule d'électrodialyse pour la génération 

de base et d'acide à partir d'un sel (Source BaPnet et al. (1998a)). 



b) Apolications alimentaires 

En 1990, Hatudimitriu a breveté un procédé permettant I'ajustement du pH de 

fluide aqueux. Les revendications de ce brevet sont que ce procédé peut-être utilisé pour 

ajuster l'acidité de fluides alimentaires tels que les sirops de sucre, les jus de h i t s  et de 

légumes, les vins, ainsi que les sauces et pâtes de tomates, par électrodialyse au sein d'une 

cellule comprenant des paires de cellules composées de membranes bipolaires et de 

membranes sélectives aux ions monopolaires. Plus spécifiquement, Dykalo et al. (1996) ont 

breveté un procédé permettant de contrôler l'acidité des produits laitiers contenant une 

phase aqueuse. Ces deux applications, bien qu'utilisant directement la génération des 

protons produits à l'interface de la membrane bipolaire ont ouvert la voie a de nouvelles 

applications alimentaires au-delà de la production d'acide et de bases. Récemment, 

I~ÉDMBP a été appliquée au jus de pommes (Tronc et al., 1997 ; 1998) et aux protéines de 

soya (Bazinet et al., 1996 ; 1997~). Ces applications ne visent pas seulement le simple 

ajustement du pH mais aussi l'effet indirect de la dissociation des molécules d'eau sur le 

produit traité. 

Inhibirion du brzmissement en,zmati~zre du jus de pomme frais opalescent : La 

production de jus de haute qualité est rendue difficile par la présence de quantités 

importantes de polyphénols et de polyphénol oxydases (E.C. 1.14.18.1, PPO). Ces 

composés fixés sur les particules en suspension et contenues dans le jus de pomme 

opalescent rendent ce dernier très sensible au brunissement enzymatique. Les réactions de 

bruissement enzymatique sont catalysées par la PPO et résuitent en l'oxydation des 

composés phénoliques en ortho-quinones qui polymérisent par la suite en pigments 

complexes foncés (Macheix et al., 1 990). 

Zemel et al. (1 990) ont démontré que l'activité de la PPO pouvait être inhibée de 

façon irréversible par une diminution temporaire du pH ii 2.0, à I'aide de HCl et par un 

réajustement du pH à sa valeur initiale en ajoutant une solution de NaOH. Ce traitement a 



effectivement inhibé le brunissement enzymatique et stabilisé le jus de pomme, mais l'effet 

de dilution lié à l'ajout d'acide et de base et la formation de sels (NaOH + HCI + NaCl + 

&O) ont rendu le jus impropre à la consommation. 

Partant de ces observations, Tronc et al. (1 997 ; 1998) ont utilisé les membranes 

bipolaires pour baisser le pH du jus de pomme opalescent. Le jus de pomme circulait du 

côté cationique de la membrane bipolaire, la où sont générés les ions ions (Figure II-9a). 

Le pH du jus de pomme a été abaissé temporairement de 3.5 à 2.0, à l'échelle laboratoire, à 

l'aide d'un électrodialyseur et à une intensité constante de 40 &cm2. Cependant, l'ajout 

de sel ( K I )  a été nécessaire pour atteindre la valeur de pH 2.0, la solution de jus de 

pomme n'étant pas assez riche en ions libres à mobilité élevée. Ainsi, le K+ exogène permet 

l'accumulation des H+ dans le jus en compensant la perte de K+ du jus et en maintenant 

I'électroneutralité du milieu (Tronc et ci l ,  1998). La baisse du pH du jus à 2.0 a inhibé 

complètement l'activité de la polyphénol oxydase en comparaison avec un témoin (Tronc et 

a l ,  1998). Suite à I'acidification, le pH du jus a été retourné à sa valeur initiale par 

l'introduction des OH' produits par dissociation des molécules d'eau ; le jus a été mis a 

circulé du côté anionique de la membrane bipolaire, là où les OH' sont produits (Figure II- 

9b). Le réajustement du * pH a partiellement réactivé la PPO, mais l'inhibition du 

brunissement a été pour sa part complète et irréversible. Le traitement a permis d'obtenir un 

jus de pommes opalescent de couleur attrayante sans en altérer la saveur au cours de 

l'entreposage (Tronc et al., 1997; 1998). Cette modification du pH aurait d'autres 

conséquences positives sur la stabilités du jus de pomme opalescent. La pectine méthyle 

estérase, responsable de précipités opalescent dans le jus, serait elle aussi affectée par Ie 

traitement ~ É D M B P .  De plus, les faibles pertes en ions divalents, tels que le ca2+ et le 

hlg2+ par électromigration pourraient renforcer la stabilité des particules en suspension 

(Tronc, 1996). L'utilisation de I~EDMBP permet donc une stabilisation non thennique, de 

façon simple, efficace et applicable aux liquides alimentaires. 
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Fimre 11-9 : Configuration de la cellule d'électrodialyse utilisée pour l'inhibition du 

brunissement enzymatique du jus de pomme fiais non-clmifié : a) phase d'électro- 

acidification et b) phase d'électmbasification (Source Bazinet et al. (1998a)). 



Production d'isolats de protéines de soya : Les protéines de soya utilisées dans 

l'industrie alimentaire le sont majoritairement sous la forme d'isolats de protéines. La 

séparation par précipitation isoélectrique des protéines de soya à un pH compris entre pH 

4.2 et 4.6 est reconnue comme le principal procédé industriel (Figure II- 1 O). 

Le procédé conventionnel comporte 5 étapes : l'extraction, la précipitation. le 

lavage, la resolubilisation et le séchage. Les flocons de soya dégraissés sont dissous dans 

de l'eau à pH 9 * 2 dans des ratios allant de 6: 1 à 20:1 et à une température inférieure à 

80°C. La phase d'extraction dure généralement 30 minutes. Une fois l'extraction terminée, 

les protéines sont séparées par abaissement du pH à leur point isoélectrique, environ 4.5, 

avec de l'acide chlorhydrique concentré. La centrifugation permet de séparer le caillé 

protéique du surnageant (ou phytosérum) contenant les matières solubles et les composés à 

faibles poids moléculaires. Le caillé est alors lavé à l'eau pour ôter les impuretés solubles 

restantes. Une fois le caillé rincé, il est neutralisé par un ajout de soude caustique 

concentrée afin d'obtenir les protéines sous forme de protéinate soluble. Le produit fmal est 

séché par atomisation et empaqueté sous forme sèche (Bazinet et al., 1998~). 

Tous les isolats commerciaux de protéines de soya sont produits par précipitation 

acide. Les désavantages de cette méthode sont la dénaturation des protéines par des 

traitements acides et alcalins, un contenu élevé en cendres et une altération de la solubilité 

des protéines après réhydratation (Nash et Wolf, 1967). Localement, les fluctuations 

extrêmes de pH peuvent causer une dénaturation irréversible des protéines, altérant leur 

rendement de précipitation (Fisher et al., 1 986 ; Kilara et Sharkasi, 1986). 

Dans ce contexte, une procédure utilisant I'EDMBP a été développée pour 

précipiter les protéines de soya (Bazi.net et al., 1996; 1997~). Dans ce procédé, les protons 

générés par la membrane bipolaire entrent en contact avec les protéines, tout en abaissant le 

pH de la solution à leur point isoélectrique, résultant en une séparation sélective de ces 

dernières. Une étape de centrifugation peut alors être employée, comme dans le procédé 
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Fieure II-10 : Procédé conventionnel de production des isolats de protéines de soya. 



commercial de séparation des protéines. Pour abaisser le pH de la solution de protéines de 

soya, celle-ci a été circulée du côté cationique de la membrane bipolaire. Le pH de la 

solution protéique a été baissé de pH 8.0 à 4.5 dans une cellule de 100 cm2 de surface 

effective d'électrode, à une intensité de courant de 25 ' r n ~ / c m ~ .  L'atteinte du point 

isoélectrique par ÉAMBP a permis la préparation d'un isolat protéique (à 96% de protéines). 

Ces protéines ont présenté une qualité cornpositionnelle supérieure ou égale à celie de 

produits comrnerciauu cie référence (SùTRO-5 15, SbTRO-506 et SUPRO-600 j et des 

propriétés fonctionnelles comparables à ces derniers (Bazinet et al., 1996, 1997~). L'ajout de 

sel (KC1) améliore I'efficacité énergétique du système par une diminution de la résistance 

électrique globale du système d'électrodialyse (Bazinet et al., 1997a). En effet, l'ion K' est 

la principale espèce ionique à électrornigrer afin de conserver l'électroneutralité de la 

solution protéique traitée par ÉAMBP; les ions K+ migrés sont corrélés dans un ratio 1:1 

avec le nombre de H+ électrogénérés (Bazinet et al., 1999a). 

Avanta.ges et inconvénients de Z'EDMBP : L'ÉDMBP a de nombreux avantages par 

rapport aux procédés conventionnels de précipitation isoélectriques des protéines et de 

production de jus de pommes opalescent utilisés en industrie. L'ÉDMBP utilise l'électricité 

pour générer les espèces ioniques désirées pour acidifier ou alcaliniser 

solutions traitées. La dissociation de l'eau à l'inte~ace de la membrane 

façon continue tout en évitant les excès locaux d'acide. Dans l'appareil 

de façon douce les 

bipolaire se fait de 

d'électrodialyse, le 

processus de dissociation des molécules d'eau permet non seulement l'acidification de la 

solution, mais aussi la basification dans le cas du jus de pommes ou du soya, ou la 

production d'une base en solution qui peut être utilisée pour l'étape d'extraction ou de 

neutralisation dans le cas du soya (Figure 11-1 1). La génération in situ et la réutilisation des 

composés dangereux pour l'environnement (acides et bases) suppriment par conséquent les 

inconvénients et les risques liés au transport, au stockage, à l'utilisation et à l'élimination 

de ces matières. La consommation d'eau est diminuée par réutilisation d'une partie des 

effluents générés et la consommation énergétique est peu élevée (moins de 0.5 kWh/kg 

d'isolat produit) (Bazi.net et al., 1998~). 



De plus, par l'utilisation a la base d'un système d'électrodialyse, système connu en 

industrie, cette technologie est facilement adaptable au niveau industriel. En effet, 

l'électrodialyse conventiomelle est une technologie déjà utilisée en industrie agro- 

alimentaire pour le traitement des sous-produits de l'industrie laitière et le dessalement des 

eaux saumâtres. Une cellule d'électrodialyse, de par les nombreux formats disponibles a 

l'heure actuelle sur le marché, peut être adaptée à tous les niveaux de production et par 

col?séq;en.t B !o-tes !es tl;!!es d'entreprises. Enfin, p m r  !'inclushie! prc?d?ictel~r d'isolats de 

protéines de soya ou de jus de pommes, L'EDMBP a aussi pour avantage de s'insérer 

parfaitement dans le schéma du procédé conventionnel (Figure 11-1 1). L'installation de 

cette technologie ne demanderait pas m e  reconceptualisation complète du procédé de 

production, mais seulement quelques modifications (Bazinet et ai., 1998a,c). 

Les points faibles de ~'ÉDMBP sont le prix élevé de l'équipement de base et la 

possibilité de colmatage à long terme. Cependant ces désavantages sont le résultat de la 

récence de cette technologie. Le développement de I'ÉDMBP et ces applications dans 

l'industrie alimentaire participeraient à diminuer le coût des membranes bipolaires et des 

électrodialyseurs. Le colmatage qui peut apparaître en ÉDMBP des protgines de soya n'est 

pas un colmatage des membranes comme celui qui est fréquemment rencontré en 

ultmfiltration ou en nanofiltration, mais principalement un colmatage des cadres 

séparateurs, résultant d'un design de cellule d'électrodialyse non optimal du point de vue 

hydrodynamique. Le colmatage est lié aux particules de caillé protéique en suspension qui 

s'agglomèrent entre elles dans le grillage des cadres séparateurs quand leur concentration 

devient trop élevée. Cependant une centrifigation en ligne permettrait de récupérer ces 

particules et de diminuer les problèmes de colmatage @azinet et al., 1998%~). 
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Figure 11-11 : Procédé modifié de production d'isolats incorporant la phase 

d'électroacidification (Source Bazinet et al. (1 998~)).  



HYPOTHÈSE ET OBJECTIFS 

Tel que présenté dans la revue de littérature, la force ionique, de même que la nature 

des sels présents en solution interferent sùr les propriétés physicochimiques des caséines 

isolées et des micelles de caséines, ainsi que sur leur comportement en solution. Au niveau du 

système d'électrodialyse, les membranes ioniques présentent ai sein de ce dernier vont. de 

part leur permsélectivité, permettre une migration sélective des ions en solution. Par contre, 

un éventuel colmatage, par des protéines ou des sels divalents ou trivalents, des membranes 

empilées dans l'électrodialyseur peut altérer le rendement énergétique et un changement de 

l'hydrodynarnisme n'a plus d'impact sur l'efficacité globale du système. 

Hypothése 

L'hypothèse du présent travail est la suivante : L'électroacidification avec membranes 

bipolaires permet de produire des isolats de caséine dont la fonctionnalité et la composition 

chimique dépendent des paramètres du milieu (force ionique et sels présents) et des 

paramètres électrodialytiques (pensélectivité des membranes cationiques et débit) qui ont 

également une influence sur les performances énergétiques du système d'électrodialyse et 

l'intégrité des membranes au cours de la séparation des caséines du lait écrémé. 

Objectifs poursuivis 

1) Valider la faisabilité de ~EAMBP pour la précipitation des caséines du lait et étudier 

l'effet du débit; 



2) Étudier l'effet de la pemsélectivité des membranes cationiques (MEC) mono- et 

multicouches sur la migration des cations du lait et la précipitation des protéines au cours 

du procédé d T É m ~ p ;  

3) Étudier l'effet de la permsélectivité des MEC mono- et multicouches sur leur colmatage 

et identifier la nature du colmatage; 

4) Comparer les acidifications chimiques et électrochimiques du lait reconstitué et identifier 

les éléments éventuels de différenciation entre les deux procédés; 

5) Étudier l'équilibre ionique de la solution de lait électroacidifiée afin de : 

a) Évaluer le nombre de H' électrogénérés au cours de I'EAMBP, 

b) Identifier et quantifier les cations migrant au travers des membranes cationiques 

durant L'ÉAMBP du lait, 

c) Comparer les cinétiques de migration des cations à celle des H' électrogénérés. 

6 )  Étudier l'impact de la force ionique et de la nature des sels présents dans la solution de 

lait sur les performances de la technologie, la composition chimique et la fonctionnalité des 

isolats produits par ÉAMBP et, à cette fin : 

Les principaux sous-objectifs sont les suivants : 

Étudier l'effet de la nature des sels ajoutés et de la force ionique sur les 

performances énergétiques de I'EAME~P 

Étudier l'effet de la nature des sels ajoutés et de la force ionique sur la 

composition chimique et la fonctionnalité des isolats produits par ÉAMBP 

Comparer les qualités compositiomelle et fonctionnelle des différents isolats 

produits par ÉAMBP avec celles de standards commerciaux et chimiques. 



7) Étudier l'effet du type de lait électroacidifié (lait en poudre reconstitué et lait frais non 

pasteurisé) sur les perfomances de I'EAMBP, la composition chimique et la fonctionnalité 

des isolats produits. 



CHAPITRE III 

PRODUCTION D'ISOLAT DE CASEINE DE LAIT BOVIN PAR 

ÉLECTROACIDIFICATION AVEC MEMBRANES BIPOLAIRES 
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CHAPITRE III 

TRANSITION CONTEXTUlELLE 

Il ressort de la revue de littérature que l'électroacidification avec membranes 

bipolaires est une technologie récente et qu'elle n'a jamais été appliquée à la précipitation 

des protéines du lait. D'autre part, la dissociation des molécules d'eau à la surface des 

membranes monopolaires sous l'effet d'un champ électrique appliqué aux bornes d'une 

cellule d'électrodialyse étant affectée entre autres par le débit des solutions a traiter, les 

objectifs spécifiques de l'étude menée dans ce chapitre sont de valider la faisabilité de 

L'EAMBP pour la précipitation des caséines du lait et d'investiguer l'effet du débit. 

Ce chapitre a fait l'objet d'un article intitulé d3ipolar Membrane 

Electroacidification to Produce Bovine Milk Casein Isolate» publié dans J .  Agric. 

Food C'hem., 1999, 47(12), 5291-5296 . Les auteurs sont : Laurent Bazinet (Candidat au 

Ph. D.: planification et réalisation des expériences, analyse des résultats et rédaction de 

l'article), François Lamarche (Co-directeur de thèse : supervision scientifique de l'étudiant, 

correction et révision du manuscrit), Denis Ippeniel (participation a la réalisation des 

expériences, correction et révision du manuscrit) et Jean Amiot (Directeur de thèse : 

supervision scientifique de l'étudiant, correction et révision du manuscrit). 



L'électroacidification avec membranes 

précédemment et a été utilisée pour la précipitation 

bipolaires (ÉAMBP) a été étudiée 

isoélectrique des protéines du soya. 

L'objectif de cette étude était de valider la faisabilité de I'ÉAMBP pour la 

pricipitrtion des cméhes dr? !ait et d'investigiier l'effet du débit. 

Des isolats de haute pureté contenant 1.23 et 2.00 % de cendres et 85.4 et 9 1.6% de 

protéines ont été obtenu avec des débits de 0.2 et 1.2 gal/min. La composition des profils 

moléculaires des isolats obtenus par HPLC montrent que seules les caséines sont 

précipitées. Cependant, sauf pour les courbes de précipitation protéiques, le débit n'a pas 

influencé la composition et la pureté finale des isolats. Ces résultats ont mis en évidence 

que I~ÉAMBP est un nouveau procédé alternatif pour la production d'isolat de caséine 

boiine de haute pureté. 

Mots clés : Acidification électrochimique, Membrane bipolaire, Caséine, Lait, 

Précipitation. 



ABSTRACT 

Bipolar-membrane electroacidification (BMEA) has been developed previously 

(Bazinet et al., 1996, 1997a, b) and has been used for isoelectric precipitation of soybean 

proteins. 

The purpose of tis study was to validate the feasability of BMEA for the 

precipitation of milk casein and to investigate the effect of flowrate. 

High purity isolates containing 1.23 and 2.00 % ash and 85.4 and 9 1.6% total 

protein were obtained with flowates of 0.2 and 1.2 gal/min. The molecular composition 

profiles of the isolates obtained by HPLC showed that only caseins were precipitated. 

However, except for protein precipitation cuves, the flowrate did not influence the final 

composition and purity of the isolates. These results showed that BMEA is a new 

altémative process for production of high purity bovine milk casein isolate. 

Key words : Electrochemical acidification, Bipolar membrane, casein, Milk, Precipitation. 



INTRODUCTION 

Casein is extensiveïy used in the manufacturing of food products for its nutritional 

quality and functional properties. However, highly pure casein c m  only be obtained by an 

insolubilisation step and centrifugation can then be used for a simple separation of the 

casein from whey (Varnam and Sutherland, 1994). 

Two main types of casein usually produced in the industry are rennet and acid 

casein. In the case of rennet casein, the underlying mechanism is identical to that of the 

production of cheese curd and depends on the unique sensitivity of the Phelos-Metlas bond 

of K-casein to hydrolysis by acid proteinases, the active components of rennet. For acid 

casein production, the three main procedures used are based on isoelectric precipitation of 

casein by chernical, physico-chernical or fermentation acidification (Segalen, 1985; 

Southward, 1993; Varnam and Sutherland, 1994). Other techniques have been proposed for 

the production of acid casein : acidification of milk by ion-exchange plus acid (Salmon, 

1983), electrodialysis of skim milk to pH 5.0 followed by acidification to pH 4.6 with acid 

(Laiteries Triballat, 1979) and acidification by water electrolysis at the surface of 

monopolar anion or cation exchange membranes stacked in an electrodialysis ce11 (Bolzer, 

1985). 

A procedure derived from electrodialysis and using bipolar membranes was 

developed in order to precipitate soybean protein (Bazinet et cil., 1996 ; 1997% b; 1998b). 

BipoIar-membrane electroacidification (BMEA), uses a property of bipolar membranes to 

split water and the action of monopolar membranes for demineraikation. When a current is 

passed across a bipolar membrane, electncal conduction is achieved by the transport of H' 
and OH* ions generated by electro-dissociation of water (Mani, 1991). The protons thus 

generated can corne into contact with the proteins, bringing them to theu isoelectric point 

resdting in sefective separation. Water dissociation may occurs with a lower efficiency, 

using monopoiar membranes stacked in an electrodialysis cell (Bazinet et a[ ,  1996; 

Komgold, 1984; Davis et al., 1997). This dissociation appears only when the current value 

exceeds the limiting current value (Brun, 1989; Komgold, 1984). Bipolar membrane are 



made to be used above limiting current conditions and need a lower current to reach the 

limiting cment value than monopolar membranes (Bazinet et d, 1998~). 

As the electrical water splitting in an eiectrodialysis ce11 at the surface of monopolar 

membrane is affected, arnong other factors, by the flowrate of the solution to be treated 

(Gardais, 1990; Klein el oL, 1987), this study is a part of a broader research project aimed 

at przcipititior. cf bcvine mi!k protein, withoiit addine acids, by decreasine the pH through 

electrodialysis. Its specific objectives were to vdidate the feasability of BMEA for the 

precipitation of milk casein and to investigate the effect of flowrate. Both flowrates were 

compared in terms of electrodialysis cell parameters, percentage of proteins precipitated, 

protein composition profiles and chernical composition of isolates produced. 

MATERIAL AND METHODS 

The raw material used in this study was commercial fiesh pasteurized and 

homogenized skim milk (Quebon, Natrel, Longueuil, QC, Canada). 

Methods 

The electroacidification ce11 was the sarne as that used by Bazinet et al. (1997% b) 

with four Neosepta CMX cationic membranes and three Neosepta BP-1 bipolar membranes 

(Tokuyama Soda Ltd., Tokyo, Japan). This arrangement defmes three closed loops 

containing the rnilk solution, a 2 g.1-' aqueous KC1 solution and a 20 g-l -' Na2S04 solution. 

Each closed loop was connected to a separate extemal 600 d double-jacket glas  

container (School, Duran, Germany), allowing for continuous recirculation. The 

electroacidification s ystem did no t d o  w for constant temperature control. 



The anodekathode voltage difference was supplied by a variable 0-100 V power 

source, Powerstat Model 236BU-2 (The Superior Electric Co., Bristol, CO). The 

electrolytes were circulated using three centnhgal purnps Model WMD-30RT-220 (Iwaki 

Walchem, Tokyo, Japan), and the flow rate was controlled using Model E-03248-58 

flowmeters (Cole-Parmer instrument Company, Vernon Hills, IL, USA). The anode, a 

dimensionally-stable electrode (DSA), and the cathode, a 3 16 stainless-steel electrode, were 

cupplied with the MP cell. 

b) Protocol 

Electroacidification was performed in batch process using a current of 2.0 A, with 

electrolyte volumes of 1 litre. The electroacidification was stopped after the pH reached 

4.0. The initial pH varied behveen 6.5 and 6.7. Two flowrates during electroacidification 

were tested (1.2 and 0.2 gpm) and three replicates of each condition were performed in this 

expenment. 

During each treatment, 1.5 ml-samples of the milk solution were taken , in the 

outlet line outside of the BMEA ce11 and just before the milk reservoir, at every 0.2 pH unit 

decrease from initial pH (around 6.6) to pH 4.0. The tirne required to reach pH 4.0, the 

anodelcathode voltage difference, the conductivity and the temperature were recorded as 

the treatment progressed. ïhe  concentration of soluble protein was detemined on freshly 

acidified 1.5 mL samples. At the end of each run, 500 mL of pH 4.0 milk were taken. These 

sarnples were cenûifuged 10 minutes at 4OC, at 500 g (Centrifuge Model 52-21, rotor type 

JA-IO, Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA). The precipitate was washed twice with 

distilled water, before being lyophilized for 48 hours at room temperature (Model Freezone 

4.5, Labconco, Kansas City, MI). The lyophilized isolates were stored at 4 O C  before totd 

protein determination, protein composition profiles and ash content measurements were 

performed. 



c) Analvsis Methods 

Ash Content: in accordance with method 930-30 (AOAC International, 1995b) 

approximately 1.5 g of lyophilized sample was added to the cooled cmcibles, and the mass 

recorded. The sample  vas then ashed at 550 O C  for 16 hours and weighed again when they 

reached room temperature. 

Soluble protein and total protein determination : The protein concentration 

determination was done using an FP-428 LECO apparatus (LECO Corporation, Saint 

Joseph, MI). The instrument was cdibrated each time with ethylenediaminetetraacetic acid 

(EDTA) as a nitrogen standard. A preliminary cornparison of the LECO and Kjeldahl 

methods has demonstrated a very good correlation between both methods (R' = 0.986 and 

0.996 for the high and low ranges of protein respectively) 

Foi soluble protein determination the LECO conditions were the following : 

Sarnple size : 75 mg 

Analysis constants : Oxidation Fumace temperature 900°C 

Oxidation standby temperature 650°C 

Purge cycles 

Minimum timeout 

Cornparator level 

Loop select 

3 

30 

1 .O0 

Low range 

Flow constants : High 30 s 

High 30 s 

High End 

Gases : oxygen 99.99% and helium 99.99% 

Calibration standard : 75 mg EDTA (no 502-092, 9.56 k 0.03 % Nitrogen, LECO 

Corporation, Saint Joseph, MI) 



Conditions for total protein determination were the same as for soluble protein, except for 

loop select (High range), flow constant Wgh, 10 s; high, 30 s; high, end) and mass of 

EDTA (150 mg). 

Molectrlar profiles : The chromatographie analysis of protein composition profile of 

the lyophilized protein isolate and skim milk was performed by reverse-phase HPLC 

xcording tc Jmbert md Mzrtin (1992). Separation o f  a,!-, nc-: p- and r-caseins was 

carried out on a 15-cm Vydac C4 column (Model 214 TP 5415, Vydac, Hespena, CA) 

coupled with a Vydac Protein C4 guard column (Model 214 FSK 54, Vydac, Hesperia, 

CA). Elution at 1 mumin. was achieved using a linear gradient fiom 37 to 57% solvent B 

(0.096% (VN) trifluoroacetic acid in 80% 0 acetonitnle) and 63 to 43% solvent A (0.1 

% (VN) trifluoroacetic acid in water) for a total run time of 38 min at room temperature. 

The detection wavelength was 2 14 nm, and a 50 pL sample volume was injected. 

Before analysis, freeze dned samples of isolates (55 mg) and lyophilized skim milk 

(LsM) (1 35 mg) were added to 4 mL of buffer solution (100 mil Tris-HCI, 8M urea, 1.3 % 

trisodium citrate, pH 7.0). The mixture was reduced in 10 m M  DTT (1,4-dithiothreitol) and 

rnaintained for 1 h at 37 OC. Before injection, the homogenate sarnple was diluted 10 X 

with solvent A and filtered on 0.45 pm millipore filter. 

d) Statistical Analyses 

The duration of the electroacidification, the voltage, the conductivity and the 

percent soluble protein as a function of pH were subjected to a split-plot anaiysis of 

variance using SAS software (SAS, 1989). Regression equations and c w e  fitting were 

calculated for the voltage, duration and percent soluble proteins as a function of pH using 

SigmaPlot (version 3.0 for Windows, Jandel ScientSc, Corte Madera, CA). The ash 

content and the percent total protein data were anaiyzed by an analysis of variance and 

examined by Duncan tests in order to determine the signifîcance of dserences between the 

diEerent samples. 



RESULTS AND DISCUSSION 

M e r  electroacidification of the skim milk solution, the h a l  product was still 

miky. However, afier the solution was left to settle, the precipitate was composed of small 

and soft clumps of casein, and the supernatant was clear. In the BMEA cell, a slight fouling 

appeared due to the formation of a casein network in the spacer turbulence promoter 

fwmed by a double layer of wire-mesh. The casein filled the 2 x 2 mm square of the 

turbulence promoter to form a soft white curd. However, the fouling did not alter the yield 

of casein recovered, since the curd was formed only at the end of the process, when al1 the 

casein was precipitated, by recirculation of these small particles. An on-line centrifuge 

should allow the recovery of the casein particles and decreased fouling. 

conductivity 
, 

Results of the analysis of variance indicated that 

effect on the duration of electro-acidification (P0.10): 

Electro-acidification parameters : duration, anodelcathode voltage difference and 

1 

difference (P>0.92) and on the conductivity (D0.74) 

process. However, pH (Pq0.001) and the dual interaction 

the flowrate had no significant 

on the anodekathode voltage 

during the electroacidification 

of pH and flowrate (P<0.0009) 

had a highly significant effect on the anode cathode voltage difference. The first-order 

linear regression cdculated for the duration and the third-order regression curves calculated 

for the anodekathode voltage difference as a function of pH produced coefficients of 

detemination in the order of 0.950 to 0.999 . 

a) Duration of electro-acidification 

To decrease the pH of skim milk fiom 6.6 to 4.0, the duration was the same with 

17.8 and 18.1 min at 1.2 and 0.2 gpm respectively (Figure III-19. The fiowrate does not 

innuence the duration of electroacidification. However, at the beginning of the process, the 

time to decrease the pH from 6.6 to 6.4 were different, with 2.1 and 3.4 min for 1.2 and 0.2 

gpm respectively. This delay in acidification between 1.2 and 0.2 gpm was found from pH 
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Figure III-1 : Effect of the flow rate, 1.2 and 0.2 galfmin, on the time required to decrease 

the pH by bipolar membrane electroacidification of a skim m i k  solution run at 2.0 A 

constant current. 



6.4 to 5.0 and disappeared at pH 4.8. Considering that the system was at solution 

equilibration at pH 6.6, the acidification process was found to be linear in tirne, which was 

confirmed by the regession coefficients calculated in Figure 1114. From pH 6.4 to 4.0, 

delay in acidification was progressively diminished to disappear at the end of the process. 

This difference in time shodd be due to a faster circulation of the H* produced at the 

bipolar membrane at high flowrate, resulting in a better mixing of H' continuously 

produced with the milk protein solution in the bulk container. Moreover. the disa~pearance 

of delay in acidification between 1.2 and 0.2 gpm could be explained by a strong 

precipitation of milk protein between pH 5.0 and 4.8. These results are confïrmed by the 

fact that the production of H+, and consequently the time of acidification was previously 

s h o w  to rnainly depend on protein concentration and current density (Bazinet et al., 

1997a, b; 1998a ; Mani, 1991). When protein concentration and current density were 

maintained constant, the time of acidification was the same whatever the other conditions, 

except in the case of cornplete fouling of the electrodialysis ce11 spacers. 

b) Anode cathode/voltaee difference 

At both flowrates, the evolution of anodekathode voltage difference was the same : 

a &op followed by an increase (Figure 111-2). During the acidification of skim mi&, at 1.2 

and 0.2 gpm respectively, the voltage dropped from 73.7 to 49.7 Volts and from 71.0 to 

48.7 Volts, and then increases fiom 49.7 to 65.0 Volts and fiom 48.7 to 73 Volts. This 

phenornenon was previously observed by Barinet et al. (1997a, b) on soyabean protein. 

The decrease in voltage would be the result of the higher conductivity of Hf generated at 

the bipolar membrane in replacement of ions migrating across the cationic membrane, in 

order to maintain the electrical neutrality of the solution (Bazinet et al., 1998b): The molar 

conductivity of is much higher than al1 the other ions (Brett and Oliveira-Brett, 1994). 

This replacement in part of the mik cations by H+ in the protein solution, and the migration 

of these cations fiom the protein cornpartment to the KCI and Na2S04 compartments across 

the cationic membrane, coupled in the KCI cornpartment with generation of O K  at the 

anionic exchange Iayer of the bipolar membrane, induced a decrease in the overdl 

resistance of the system, and consequently a decrease in anodekathode voltage merence 



Fieure 111-2 : Effect of the flow rate, 1.2 and 0.2 gallrnin, on the anodekathode voltage 

difference during bipola. membrane electroacidification of a skirn milk solution nui at 2.0 

A constant curent. 



(Bazinet et al., 1998b). This phenomenon progressed during the entire process, but when 

the protein began to precipitate, the overail resistance of the system increased because of a 

slight fouling in the spacers of the cell. 

c) Conductivity 

!Zeer~~!tr cf the statistic analysis indicate that the flowate did not affect the 

conductivity (Figure III-)). The conductivity changed in the same way during 

electroacidification whatever the flowate, as shown in Figure 111-3. This demonstrates that 

conductivity at a level of 2.6-2.4 mS/crn does not appear to be a limiting factor in the 

electroacidification of milk protein. 

The apparent lower decrease in conductivity, about 0.1-0.2 mS/crn during 

electroacidification was similar to the results obtained by Bazinet et al. (1997b) on soybean 

protein. 

Soluble protein 

The analysis of variance of the data shows that the flowrate (D0.50) had no 

significant effect, while pH (P<0.0001) and the dual interaction of pH and flo~vrate 

(P<0.0009) had a highly significmt effect on the amount of soluble proteins. The equations 

of the curves representing percentage of soluble proteins as a function of pH were 

calculated and modelled ; R' ranged between 0.993 and 0.997. 

The flowrate had no effect on the amount of soluble protein which decreased from 

about 100% to 2 1.5-24.4% soluble protein (Figure 111-4). However, the rate the decrease of 

soluble protein fiom pH 6.6 to 4.0 was different between the two flowrates. Thus, at the 

beginning of the procedure, fiorn pH 6.6 to 5.6, soluble protein was the same for the both 

flowrates ranging between 93 and 100%. When the pH dropped fiom 5.6 to 5.2, at 0.2 gpm 

soluble protein decreased to 82.9 % at pH 5.4 and 70.9% at pH 5.2, while at 1.2 gpm 

soluble protein was constant at 93400%. At pH 5.0, soluble protein was comparable for 

both flowrates at 3 1.3 and 33.2%. As the electroacidification contiaued fiom pH 4.8 to 4.0, 



+ 1.2 gpm 
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Figure III3 : Effect of the flow rate, 1.2 and 0.2 gdrnin, on the conductivity of skim milk 

solution during bipolar membrane electroacidification run at 2.0 A constant current. 



Fiare  III-4 : Effect of the flow rate, 1.2 and 0.2 gal/min, on the percentage of soluble 

proteins in the skim milk solution during bipolar membrane electroacidification run at 2.0 

A constant current 



soluble protein was constant at about 24% whatever the flowrate. 

Decreasing the flowrate accelerated the precipitation of protein by increasing the 

residence time of the protein in the electrodialysis cell. Consequently, at 0.2 gpm, as the 

generation of H' was constant and as a lower volume of protein solution was in contact 

with more H', the pH decreased more rapidly and more protein precipitation occuned. 

Also, as protein kvas  longer in contact with Hf electrogenerated, a pH gradient occurred 

between the inlet of the electrodialysis ceIl, corresponding to the bulk container solution, 

and the outlet of the cell. At high flowrate, hoivever, the shorter residence time was not 

suEcient to create a measurable pH gradient between the inlet and the outlet of the cell. 

Then, as the mixing between the outlet solution and the bulk solution was hi&, . 

supplementary passes through the ce11 were required to obtain a pH close to the isoelectric 

point and to allow protein precipitation. The different evolution of soluble protein is 

confmed by the calculations of the inflection points and the width of transition of the 

soliibility curves : pH 5.08 and 0.04 pH unit, and pH 5.16 and 0.1 1 pH unit at 1.2 and 0.2 

gpm respectively. The 24% soluble protein remaining would correspond to the whey 

proteins which are soluble in the pH range from 4.8 to 4.0. This is confirmed by 

percentages of whey protein in milk composition cited in the literature ranging fiom 14 to 

24% ( Chefiel et  al., 1985 ; Brunner, 198 1 ; Swaisgood, 1982 ; Lorient, 199 1). 

Chernical composition 

The chemicai composition, in ternis of ash content and total protein, of isolates 

obtained at pH 4.0 afier electroacidification was compared to that of a lyophilized fiesh 

skim milk (LSM). 

The ash content of isolates was lower in comparison with LSM : 1.23 * 0.0 1% and 

2.00 * 0.60 % for 0.2 aod 1.2 gpm electrochemical isolates in comparison with 8.05 

0.01% for LSM. The ash content of LSM is in accordance with data found in the Iiterature, 

8.05 vs 7.9% (Hargrove and Alford, 1974; Bassette and Acosta, 1988 ; Renner et  al., 1996) 

while the ash content of the electroacidified isolate was lower than data cited in the 

literature, 2.0-3.8 and 8.0- 10.5% for commercial casein and coprecipitated casein 



respectively (Hargrove and Alford, 1974; Bassette and Acosta, 1 988 ; Alais, 1 984; Walstra 

and Jenness, 1984). This difference in ash content indicates a demineralization 

phenornenon acting during electroacidification. Indeed to maintain the milk solution 

electrically neutral, one cationic charge rnust cross the cationic membrane for each H' 

produced at the bipolar membrane (Bazinet et ai., 1997% b ; 1999a). 

The percentage of total protein is 2.3-2.5 times higher for electroacidified isolate in 

comparison witii iSii.1. x~is resuli c û r i C ~ i s  &c e;Ff;lcciencp of BME-4 for the precipitation 

and the separation of milk casein. Total protein in LSM is in accordance with the literature, 

36.9 versus 36.2% for regular non-fat dried milk (Hargrove and Alford, 1974; Bassette and 

Acosta, 1988 ; Renner et  al., 1996), while the percent total protein of electroacidified 

isolates (9 1.6 * 4.6 and 85.4 & 4.1 % for 0.2 and 1 2 gpm isolates respectively) is similar or 

slightly higher than data found in the literature, 83.0-88.5 and 83.0-85.0% for commercial 

casein and coprecipitated casein respectively (Hargrove and Alford, 1974; Bassette and 

Acosta, 1988; Alais, 1984). The difference in ash content could explain the difference in 

peicent total protein observed for the isolates obtained by BMEA versus commercial 

isolates. 

Molecular profile analysis 

The comparison of the molecular profiles obtained by HPLC showed that BMEA 

allows the separation of high purity bovine milk casein (Figure 111-5). Whey protein peaks, 

mainly a-lactalbumine and P-lactoglobulin, ranged from about 35 min. to 39 min. retention 

t h e ,  do not appear or appear in a very low quantity on the isolate profiles (Figure 111-5). 

BMEA allows a good separation of casein fiom raw milk. Moreover, the flowate does not 

innuence the purity and the rnolecular profile of the final isolate obtained by BMEA. 

CONCLUSION 

Resuits obtained in this study show that BMEA is a new alternative process for 

production of high purity casein bovine & isolate. Moreover, except for protein 

precipitation curves, flowmte does not influence the h a 1  composition and pur@ of the 

isolate 
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Figure III-5 : Reverse-phase HPLC chromatograrns of skim mik and of isolates produced 

by bipolar membrane electroacidification of skim rnik run at two different flow rates and at 

2.0 A constant current. 



The high purit. of the isolate is explained by the demineralization process coupled 

with the action of bipolar membranes. Bipolar membrane decreases the pH, without adding 

acid, and cations migrate accross the cation exchange membrane (CEM) to decrease the ash 

content of the final product in order to maintain the electroneutrality of the milk solution. 

However, a deposit, probably calcium hydroxide appears on the CEM side in 

contact with the base. The calcium ion migrating from the milk solution could precipitate 

with OH' produced on the anionic side of the BMP to form a fouling complex on the CEM. 

Hence M e r  research is needed to snidy the wvide possibilities of BMEA and to 

understand the membrane phenornena associated with the migration of cations. 
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ATTEINTE DES OBJECTIFS ET AVANCEMENT DES CONNAISSANCES 

Les premiers travaux effectués dans ce chapitre ont permis de répondre à l'objectif 

concernant la validation de la faisabilité de ~ÉAMBP pour la précipitation des caséines du 

lait et l'étude du débit. Des isolats de haute contenant 1.2-2.0% de cendres et 85- 

92% de protéines ont été produits par ÉAMBP. La composition des profils protéiques des 

sumageants a montré que seules les caséines avaient précipité. Cependant, excepté pour la 

cinétique de précipitation protéique, le débit (0.2 et 1.2 gaVmin) n'a pas influencé la 

composition et la pureté h a l e  des isolats. 

Ces résultats ont contribué à l'avancement des comaissances sur ~ÉAMBP et la 

compréhension des phénomènes électrodialytiques. Ces travaux ont mis en évidence que 



~ÉAMBP est un nouveau procédé alternatif pour la production d'isolat de caséine bovine 

de haute pureté. Ils ont aussi concouru à la compréhension du mécanisme de formation du 

colmatage des promoteurs de turbulence par le caillé protéique au cours de I'ÉAMBP des 

protéines du lait. 



CHAPITRE IV 

EFFET DE LA PEMSÉLECTIVITÉ DES MEMBRANES CATIONIQUES SUR 

L'EFFICACITÉ DU PROCEDÉ D'ÉLECTROACIDIFCATION AVEC 

MEMBRANES BIPOLAIRES ET LEUR COLMATAGE AU COURS DE 

L'ACIDIFICATION DU LAIT ÉcRkMÉ 
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CHAPITRE IV 

EFFET DE LA PERMSÉLECTIVITÉ DES MEMBRANES CATIONIQUES SUR ' 

L'EFFICACITÉ DU PROCÉDÉ D'ÉLECTROACIDIFCATION AVEC 

MEMBRANES BIPOLAIRES DU LAIT ÉcRÉMÉ ET LEUR COLMATAGE EN 

COURS DE PROCÉDÉ 

TRANSITION CONTEXTUELLE 

Dans le chapitre III, un dtpôt suggéré être de l'hydroxyde de calcium a été observé 

sur la face des membranes cationiques (MEC) en contact avec la base au cours du 

traitement d'électroacidification. L'ion calcium migrant hors de la solution de lait 

précipiterait avec les OH* produits sur la couche anionique de la membrane bipolaire et 

formeraient un colmatage complexe de la MEC. De plus, l'ajustement du pH du lait au 

point isoélectrique des caséines affecte la stabilité de la phase minérale des micelles. En 

effet, 68% du calcium présent dans le lait est associé aux micelles de caséines ; durant 

l'acidification, les micelles de protéines se brisent et libèrent le calcium dans le milieu. 

Dans ce contexte, les objectifs de l'étude menée dans ce chapitre sont (1) d'investiguer 

l'effet de la permsélectivité des MEC sur la migration des cations du lait et la précipitation 

des protéines au cours du procédé ~'EAMBP et plus généralement sur l'efficacité globale 

de ~'ÉAMBP, (2) d'étudier l'effet de la pemsélectivité des MEC sur leur colmatage et (3) 

de suivre et d'identifier la nature du colmatage. 

Ce chapitre a fait l'objet de deux articles : Le premier intihilé dffect  of Cationic 

Membrane Permseleetivity on the Efficiency of Skim ~ i l k  Electroacidüicatiom, 

publié dans J. Agric. Food Chem., 2000, 48(6), 2595-2601. Les auteurs sont : Laurent 

Batinet (Candidat au Ph. D.: planification et réalisation des expériences, analyse des 

résultats et rédaction de l'article), François Lamarche (Co-directeur de thèse : supervision 



scientifique de l'étudiant, correction et révision du manuscrit), Denis Ippeniel 

(participation à la réalisation des expériences, correction et révision du manuscrit), Behzad 

Mahdavi (révision du manuscrit) et Jean Amiot (Directeur de thèse : supervision 

scientifique de l'étudiant, correction et révision du manuscrit). 

Le second ayant pour titre ((Effect of Membrane Permselectivity on the Fouling of 

Cationic Membranes durhg S k i m  Milk Electroacidification», publié dans J. Membr. 

Sei., 2000, 174(1), 97-110. Les auteurs sont : Laurent Bazinet (Candidat au Ph. D.: 

planification et réalisation des expériences, analyse des résultats et rédaction de l'article), 

Denis Ippersiel (participation à la réalisation des expériences, correction et révision du 

manuscrit), Diane Monpetit (réalisation des analyses élémentaire par microscopie 

électronique), Behzad Mahdavi (révision du manuscrit), Jean Amiot (Directeur de thèse : 

supervision scientifique de l'étudiant, correction et révision du manuscrit) et François 

Lamarche (Co-directeur de thèse : supervision scientifique de l'étudiant, correction et 

révision du manuscrit). 



RÉsUMÉ (Premier article) 

Une procédure développée pour la précipitation des protéines de soya, qui est 

dérivée de l'électrodialyse, a été testée pour la production de caséine acide. Cette 

technologie, appellée génériquement électrodialyse avec membranes bipolaires (ÉDMBP) 

ou plus spécifiquement électroacidification avec membranes bipolaires (ÉAMBP), utilise la 

propriété des membranes bipolaires a dissocier les molécules d'eau et i'acrion de 

déminéralisation des membranes échangeuses de cations (MEC). Cependant, le contenu 

minéral du lait est très sensible a w  changements de pH et de force ionique. Dans le but de 

mieux comprendre l'effet des changements en minéraux du lait au cours de l'abaissement 

du pH et la déminéralisation du lait écrémé, les objectifs de cette étude étaient d'investiguer 

l'effet de deux différentes pemsélectivités de msmbranes cationiques (membranes CSV et 

CMX) sur la migration des cations du lait écrémé et la précipitation des protéines au cours 

de L'EAMBP. 

Les résultats ont montré que les deux membranes à permsélectivit6s différentes 

testées n'influencent pas I'efficacité h a l e  de I'ÉAMBP et que ~'EAMBP produit des 

isolats de caséine de lait bovin avec une pureté similaire ou supérieure (97-98% vs 93.4- 

96.7) à celle des isolats commerciaux, conséquence d'un contenu en cendres réduit par 

déminéralisation (1.2 vs 2.0-3.8%). Cependant, l'empilement des membranes CSV comme 

MEC semble stabiliser la conductivité de la solution de lait écrémé par une cinétique 

minérale de migration différente. Pour les deux membranes, les espèces ioniques migrant 

princip@ement sont les ions potassium, alors que les espèces secondaires sont le sodium et 

le calcium respectivement pour les membranes CMX et CSV. Cependant, la membrane 

CSV qui est vendue commercialement comme membrane permsélective aux ions 

monovalents, a été démontrée permsélective au calcium, qui est un ion divalent, au cours de 

I'EAMBP du lait écrémé. 

Mots clés : Acidification électrochimique, Pemsélectivité cationique, Caséine, Lait, 

Membrane bipolaire 



ABSTRACT 

A procedure developped for soybean protein precipitation which was derived fiom 

electrodialysis was tested for the production of acid casein. This technology, generically 

temed bipolar-membrane electrodialysis or more specifically bipolar-membrane 

electroacidification (BMEA), uses the property of bipolar membranes to split water and the 

demineralization action of carion-exchange membranes (CEMj. Ho wever, as rnineral sâl t 

content is very sensitive to ionic strenght and pH changes, the aim of this study was to 

bener understand the effect of changes in rnineral content during pH decrease and 

demineralization of skim milk. Our objectives were to investigate the effect of different 

cationic permselective membranes (CSV and CMX membranes) on skim milk cation 

migration and protein precipitation during BMEA 

Results showed that the permselectivity of both membranes tested does not 

influence the final efficiency of BMEA and that BMEA produces bovine milk casein 

isolates with a similar or higher purity (97-98% vs 93.4-96.7) than those of commercial 

isolates, due to a reduced ash content (1.2 vs 2.0-3.8%) resuiting from CEM demineralizing 

phenomenon. However, the stacking of CSV membranes as CEM seems to stabilized the 

skim rnilk solution conductivity by a differential mineral kinetic. For both membranes, the 

main ionic species to migrate was the potassium ions, while the secondary species were 

sodium and calcium for CMX and CSV membranes respectively. However, CSV 

membrane which is commercially sold as a monovalent permselective membrane, was 

demonstrated to be permselective to calcium which is a divalent ion during skirn milk 

BMEA. 

Key words : Electrochemical acidification, Bipolar membrane, Casein, Milk, Cationic 

permselectivity. 



INTRODUCTION 

Two main types of casein are usually produced in the dairy industry : rennet and 

acid casein. In the case of rennet casein, the underlying mechanism for purification is 

identical to that of production of cheese curd and depends on the unique sensitivity of the 

Phelos-Metioa bond in K-casein to hydrolysis by acid protehases, the active components of 

rennet. For acid casein production, h e e  main procedures exist, di based on isozlectric 

precipitation of casein use acidification by chernical, physico-chernical or fermentation 

(Segalen, 1985; Southward, 1993; Varnarn and Sutherland, 1994). 

A procedure developped for soybean protein precipitation (Bazinet et al., 1996 ; 

1997a,b; 1998b) which was denved fkom electrodialysis, was tested for the production of 

acid casein (Bazinet et oz., 1999~). This technology, genencally termed bipolar-membrane 

electrodialysis or more specificaily bipolar-membrane electroacidification (BMEA), uses 

the property of bipolar membranes to split water and the qction of cation-exchange 

membranes (CEM) to demineralize. 

A typical CEM for electrodialysis has a pore size of 10-20 A with a capacity of 1.6- 

3 .O meq. per gram of dry weight of resin. The demineralization action of cation-exchange 

or cationic membranes (CEM) is closely linked to its intemal strucb-e. CEMs are made of 

a macromolecular material (skeleton) consisting of a hydrophobie polyrner which carries 

ionizable groups. In a CEM, fixed anions are electronically neutralized by mobile cations in 

the interstices of the polyrner. Under the influence of an electric field, cations move fiom 

one site to another in the network of anionic hctional groups fixed on the skeleton and 

cross the membrane. Ions with the same charges as the ionized groups fixed on the polymer 

are rejected fiom the membrane core, as a result of an electrostatic repulsion called Donnan 

exclusion (Bazinet et al., 1998a). The concentration of fixed anionic charges, as well as the 

degree of cross-linking of the CEM determine the ion .permselectivity. The degree of cross- 

linking detemiines the tightness of the ma& structure, and thus its porosity or its pore size 

(Streat and Cloete, 1987). The CEM used in electrodialysis is genedly a monolayer 

membrane. Some special three-layer CEMs have been developped in order to obtain a 

monovalent cation permselectivity. On each side of the CEM layer, electrolyte polymers 



with a different electric charge are applied to the surface of the membrane. The monovalent 

cation permselectivity thus obtained is refened to as a filtering effect, because of its 

resemblance to the trapping of multivalent ions with a filter. 

In milk, casein interacts with ions and sdt, particularly calcium phosphate, to f o m  

voluminous micellar complexes with a diarneter varying from 20 to 600 nrn (Cheftel et al., 

1985; Schmidt, i9SZj. About 7% OC casein miceiiz dry matter is çonstituted by inorganic 

material, mainly calcium and phosphate (Walstra, 1990). A total of 68 per cent of calcium 

present in milk (1 17 mg of calcium per 100 g of milk) is associated with the micelle, that is 

to Say about 31 mg per gram dry micelle. The micelle also contains about 0.26 g of 

potassium, 0.1 1 g of magnesiun and 0.1 1 g of sodium per 100 g dry micelle (Schmidt, 

1982). By adjusting the pH of milk to the isoelectric point of casein, the intra- and inter- 

protein electrostatic attractions are increased, which affect the stability of the mineral phase 

of the micelle. 

As the mineral s d t  content is very sensitive to ionic strength and pH changes, the 

aim of this study was to better understand the effect of changes in mineral content durhg 

pH decrease and demineralization of skim milk. Our objectives were to investigate the 

effect of cationic membrane permselectivity on skim milk cation migration and protein 

precipitation during BMEA and more generally on the global efficiency of BMEA. Two 

cationic membranes, with different pemselectivity, were compared in term of 

electrodidysis ce11 parameters, percentage of proteins precipitated, ash content, mineral 

content, protein molecular profiles and chernical composition of isolates produced. 

MATERIAL AND METHODS 

The raw material used in this study was fiesh homogenized skim rnilk (Quebon, 

Natrel, Longueil, QC, Canada). 



Methods 

The module used was an MP type ceIl (1 00 cm2 of effective electrode surface) fiom 

ElectroCell Systems AB Co. (Model MP cell, Taby, Sweden). The ce11 consists of eight 

compartments separared 'by four cationic membranes and iiiret: irieosepta BP-i bipolar 

membranes fiom Tokuyama Soda Ltd. (Tokyo, Japan). This arrangement defines three 

closed loops containing the milk solution, a 2 g/L aqueous KCI solution and a 20 g/L 

Na2S04 solution. Each closed loop was connecteci to a separate extemal reservoir, allowing 

for continuous recirculation (Bazinet et al., 1997b). 

The anodekathode voltage difference was supplied by a variable 0-100 V power 

source, Powerstat Model 236BU-2 (The Supenor Electric Co., Bristol, CO). The 

electrolytes were circulated using three centrifuga1 pumps Model XVB56C34F2012b-W 

(Marathon Electric, Wausau, WI), and the flow rate was controlled using Model FC-FI-C- 

318 Flowmeten (Filter-Chem, Alhambra, CA). The temperature of the electrolyt~s was 

maintained at 20°C by circulating water inside a stainiess-steel coi1 immersed in each of the 

reservoirs. The anode, a dimensionally-stable electrode @SA), and the cathode, a 316 

stainless-steel electrode, were supplied with the Ml? cell. 

b) Protocol 

Electro-acidification was canied out in batch process using a current of 2.0 A, and 

after reaching 60 V, the voltage was maintained constant at 60 V, in order to not surpas the 

total power of the power supply. Electrolyte volumes of 4 litres were used for the Na2SO4 

and KCl solutions while a 1.5 L volume was used for the miik solution. The electro- 

acidification was stopped afier the pH reached 4.2. The initial pH varied between 6.5 and 

6.7. 

Two membranes were tested during electroacidification: the Neosepta CMX 

membrane Eom Tokuyama Soda Ltd., which is permeable to monovalent and divalent 

cations and the CSV membrane fiom Asahi Glass Co. Ltd, which is permeable to 



monovalent cations only. Three replicates of each condition were performed in this 

experirnent. 

During each treatment, 1.5 rnL samples and 30 mL samples of the milk solution 

were taken respectively every 0.4 and 0.8 pH unit decrease respectively from initial pH 

(around 6.6) to pH 4.2. In this experiment, milk was diluted (1.1 L rnilk and 0.4 L distilled 

water) in order to minimize the rîsk of spacer fouling. The time required to reach pH 4.2, 

thé system resistmcé, the conduetiviiy ail th2 tcmperatm ~ ~ z r z  rscordeil aj the üeat;nc~t 

progressed. On fieshly acidified 1.5 mL samples, the concentration of soluble protein was 

determined. The 30 mL samples were stored at -20°C before ash content, sodium, 

potassium and calcium concentrations, and molecular weight profiles were performed. At 

the end of each ru, 500 mL samples of the pH 4.2 milk solution were taken. These 

samples were centrifuged for 10minutes at 4'C, at 500 g (Centrifuge Model 52-21, rotor 

type JA-IO, Beckman Instruments Inc., Pa10 Alto, CA), the precipitate was washed twice 

with distilled water, before being lyophilized for 24 hours at room temperature (Model 

Fréezone 3.5, Labconco, Kansas City, MI). The lyophilized isolates were stored at 4OC 

before total protein detenination, molecular profiles and ash content were perfomed. 

c) Analvsis Methods 

pH measirement: The pH of the protein solution was measured with a pH meter 

Model 1 1 (Beckman Instruments Inc., Fullerton, CA) 

Svstem resistance: The system resistance was calculated, using Ohm's Law, fiom 

the voltage and the current intensity read directly fiom the indicaton on the power supply . 

Conductivity: A YS1 conductivity meter Mode135 was used with a YS1 immersion 

probe Model 3418, ceil constant K= 0.1 cme1 (Yellow Springs Instrument 

Co.,Yellowsprings, OH) to measure the conductivity of the protein solutions. 

iMoishire: Crucibles were washed beforehand in hydrochloric acid (HCI, 10%) for 

two hours, rinsed with deionized water and dried in a 550°C oven for one hou. They were 



removed fiom the oven and placed in a dessicator for 30 minutes. For lyophilized isolates, 

approximately 2.5 g was added to the cooled crucibles, and the mass recorded. The samples 

were then dried in a vacuum oven at 100QC overnight. The samples were cooled in a 

dessicator for 30 minutes and weighed when they reached room temperature (AOAC 

International, 1 995a). 

Ash Lunieni: Crucibits wem wasl~ed btforehand in iiyrlrociilorie acid (HCI, 10%) 

for two hours, rinced with deionized water and dned in a 550 OC oven for one hour. They 

were removed from the oven and placed in a dessicator for 30 minutes. For liquid samples, 

10 mL of milk solution was added to the cooled cmcibles. The sample was dried ovemight 

at 105T and then ashed at 500°C for at least 16 hours. For lyophilized isolates, ash was 

determined on same portion as moisture. The sarnple was then ashed at 550°C. The samples 

were cooled in a dessicator for 30 minutes and weighed when they reached room 

temperature (AOAC International, 1995b,c). 
, 

Potassium, sodium and calcirirn concentration determ ination: Sodium and 

potassium concentration were determined by a flame emission spectrometnc method 

(AOAC International, 199jd), while calcium concentration was measured by an atomic 

absorption spectrophotometric method (AOAC International, 1995e) with a Varian 

SpectrAA-100 (Malgnive, Victoria, Australia). The ion concentration was measured on an 

ashed sarnple diluted in 20 rnL HC12N. A specific hollow cathode larnp (mode1 3UNX-Ca, 

Cathodeon Limited, Cambridge, UK) at 422.7 nm wavelength was used to determine 

calcium concentration in the solution. For flame emission, sodium and potassium 

concentrations were measured at 589 nm and 766.5 nm wavelengths respectively. 

Totd Protein determination: The protein concentration determination was obtained 

using a FP-428 LECO apparatus (LECO Corporation, Saint Joseph, MI) under the same 

conditions used by Bazinet et al. (1999~). 

Molecular protein vrofiles: The chromatographie analysis of the molecdar profile 

of the lyophilized protein isolate and skim milk samples was performed by reverse-phase 



HPLC according to Jaubert and Martin (1992) under the same conditions used by Bazinet 

et al. (1 999c). 

d) Statistical Anaivses 

Time required for pH decrease, and measures of conductivity and of system 

resistance as a nincuon oTpH were subjected to an analysis of variance ushg SAS s d f h ~ ~  

(SAS, 1989) and linear regression was calculated using SigmaPlot (version 3.0 for 

Windows, Jandel Scientific, Corte Madera, CA). The concentration of soluble protein, the 

ash content, the concentration of Ca, Na and K ions in ash, and the percentage of K-, aSi-, 

a ~ - ,  p-casein and whey protein in milk solution as the pH decreased were anaiyzed with a 

split-plot andysis of variance, since the Huynh-Feldt condition was met (Huynh and Feldt, 

1970). Regression contrasts were calculated for each univariate analysis of variance, using 

SAS software, to examine the effect of interaction between the variables. Duncan tests were 

used to determine the significance of the diflèrence betwen both membranes. The total 

protein, ash content, the concentration of Ca, Na and K in ash, and the composition in K-, 

asi-, asz-, p-casein and whey protein in the isolates produced with different membranes by 

BMEA were subjected to an analysis of variance and as well as Duncan tests in order to 

determine the significance of difference between isolates. 

RESüLTS AND DISCUSSION 

Electro-acidification parameters : duration, system resistnnce and conductivity 

Results of the analysis of variance indicated that the pH has a highly significant 

effect on the duration of BMEA (P< 0.0001) and on the system resistance (P< 0.0004), and 

the dual interaction of the pH and the membrane have a significant effect on the duration 

(PK0.032) of BMEA and on the conductivity (p<0.0009) of ihe mik solution. The 

regression calculated for the variables as a fiinction of pH produced coefficients of 

determination ranghg between 0.636 to 0.997. 



a) System resistance 

The evolution of the system resistance is the same whatever the permselectivity of 

the membrane, and it is characterized by a slight increase (Figure IV-1). The system 

resistance increased from 24.3 to 29.8 R and fiom 22.3 to 3 1.5 R for the CSV and CMX 

membranes respectively. This increase should be mainly due to a slight fouling of the 

spacers in the ce11 by the precipitated protein. 

Lndeed, as the mesh wire design of the spacer is fine, precipitated protein forms a slight 

deposit on the mesh, which increase the global system resistance. This result is in 

agreement with those of Bazinet et al. (1998b) obtained on soybean protein. 

b) Duration 

Time required to decrease the pH of a skim milk solution from 6.6 to 4.2 was 17.3 

and 19.5 min for electroacidifications carried out with CMX and CSV membranes 

respectively (Figure IV-2). This is confirmed by the calculated slopes of -0.12 and -0.14 for 

CSV and CMX membranes respectively. ïhe  acidification of skim milk solution, during 

BMEA, whatever the membrane was carried out in a iinear fashion, as confirmed by 

coefficients of determination of 0.991 and 0.997 calculated for CSV and CMX membranes 

respective1 y. 

However the fact that the BMEA \vas not nui at a constant current explains the difference 

observed in duration between the both membranes. The CSV membrane, is a cationic 

monovalent permselective membrane, and by its intrinsic selectivity, it slows d o m  the 

crossing of divalent cations. As the BMEA was not carrîed out at constant current, the 

impact of membrane selectivity was even higher ; the CSV membrane increases the global 

resistance of the system by dlo\ving mainly the migration of monovalent cations. This is 

confirmed by the different system resistance vaiues discussed above (24.3 and 22.3 R , for 

CSV and CMX membranes respectively). Due to a higher resistance of the system, and at a 

constant voltage, the current intensity is lowered with CSV stacking and consequently, the 

number of H' electrogenerated is lowered. As the duration is directly linked to the quantity 
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Figure IV4  : Effect of the membrane permselectivity, CMX and CSV membranes, on the 

system resistance during bipolar membrane electroacidification of a skim milk solution run 

at 20°C. 



Figure N-2 : Effect of the membrane permselectivity, CMX and CSV membranes, on the 

t h e  to decrease the pH by bipolar membrane electroacidification of a skim mik solution 

nrn at 20°C. 
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of H+ electrogenerated (Bazinet et al., 1998b; 1999a), the duration of BMEA with CSV 

membrane is longer. 

c) Conductivitv 

Results of the statistical analysis indicate that the evolution of the conductivity as 

pH decreases is difFerent For both membranes (Figue IV-3). The i o d ü i t i ï i q  chmges 

differently during BMEA according to the membrane used : for the CSV membrane, the 

conductivity as characterized by a slight increase (or stabilization) from 2.6 to 2.7 mS/cm; 

while for the CMX membrane a decrease in conductivity was noted €rom 2.7 to 2.2 mS/cm. 

Decrease in conductivity obtained with the CMX membrane is in accordance with previous 

results obtained by Bazinet et al. (1999~). This demonstrates that the BMEA was camed 

out under excellent conductivity conditions, and that conductivity at a level of 2.2-2.7 

rnS/cm does not appear to be a limiting factor in BMEA of skim milk solutions. 

Ash content 

The analysis of variance of the data shows that the pH (P<0.0001) has a highly 

significant effect on ash content. The regression calculated for the ash content as a function 

of pH produced a coefficient of determination of 0.969. 

As the pH decreased, the ash content (mg/lO mL) dso  decreased for both 

membranes tested (Figure IV-4). Thus, the average initial ash content was about 38.4 

mg/lO mL at pH 6.6, and decreased linearly to 34.9, 29.4 and 25.7 at pH 5.8, 5.0 and 4.2 

respectively : a de-ashing rate of 33.1%. This resuit agrees with the data in the literature 

(Bazinet et al., 1997a; 1998b). 

Bazinet et ai. (1998b; 1999a) demonstrated that the quantity of necessary for 

electroprecipitation is related to the concentration of protein present in the solution. As the 

protein content was the same for both membranes, the same number of H* to be 

electrogenerated is consequently necessary. Hence, to obtain electricd neutrality of the 

skim m& solution, one cationic charge must cross the cationic membrane for each Hf 



Fimire IV-3 : Effect of the membrane permselectivity, CMX and CSV membranes, on the 

conductivity of the skim mik solution during bipolar membrane e!ectroacidification nin at 

20°C. 
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Figure I V 4  : Effect of the membrane perrnselectivity, CMX and CSV membranes, on the 

evolution of the ash content in the skim milk solution during bipolar membrane 

electroacidification run at 20°C. 



produced at the BPM interface. This decreases the quantity of minerais, and therefore the 

overall ash content, by desdinization of the protein cornpartment (Bazinet et al., 1997b; 

Houldworth, 1980 ; Chaput, 1979). 

Concentration of calcium, sodium and Potassium : 

The analyses of rziimce of t5e dma show tist sL,c pH h s  is ssigzificant efkct on, 

calcium (Pc0.0001) and potassium (P<0.0001) concentrations, as well as the dual 

interaction of pH and type of membrane on calcium (Pc0.0482) concentration. 

As the BMEA proceeded, the concentration of potassium, sodium and calcium 

decreased as a h c t i o n  of pH, but in a different way according to the membrane 

permselectivity (Figure IV-5). The potassium ion concentration decreased very rapidly, 

from 579.8 to 308.0 m@ (-46.8% variation) fiom pH 6.6 to 4.2 respectively. The sodium 

ion decreased (P=0.0598) very slowly fiom 360.5 to 300.2 mg/L (-16.7% variation) fiom 

the beginning to the end of the BMEA nui. The evolution of the calcium concentration was 

different according to the permselectivity of the membrane : with the CMX membrane, the 

calcium concentration in the milk solution decreased from 779.7 to 675.6 mgL (-13.3% 

variation) fiom pH 6.6 to 4.2 respectively; while with the CSV membrane, the decrease was 

from 766.1 to 569.8 mgL (-25.6% variation). Therefore, the calcium ion seems to migrate 

in a higher quantity with the CSV membrane than with the CMX membrane. 

Furthemore, from pH 5.0 to 4.2, according to the membrane permselectivity, the three ions 

have a different evolution : the sodium migrates in a linear fashion during d l  the BMEA 

treatments with the CSV membrane while with the CMX membrane, its concentration 

drops drastically in this particular intervai. In the same way, the calcium migrates linearly 

d u ~ g  BMEA with CMX membranes while with CSV membranes its concentration 

dropped. Contrary to both previous ions, migration of potassium seems to be reduced 

between pH 5.0 and 4.2 : with the CSV and the CMX membranes the concentration of 

potassium was stable, no change to the rate of migration of potassium ions. The significant 

decreases noted for the calcium and sodium ions for the CSV and CMX membranes 

respectively seems to compensate for the reduced migration rate of the potassium ions. In 
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Fieure IV4 : Effect of the membrane permselectivity, CMX and CSV membranes, on the 

evolution of the sodium, potassium and calcium concentrations in the skim miIk solution 

during bipolar membrane electroacidincation nin at 20°C. 



addition, calcium, a divalent ion, migrated across the CSV membrane commercially sold as 

a monovalent permselective membrane. 

These resdts confinn previous results indicating that monovalent ions seem to be 

much more mobile than divalent saits and that they c m  be easily removed from milk. 

Lower mobilities of the divalents ions and their abilities to form complexes with proteins 

wodd be involveci (Young, 1974; Kirmka ai ÜL, 1979; Higghs arc! Short, 1980; Ptrez e! 

al., 1994). 

However, in this expenment, sodium migrated more slowly than calcium. The migration 

rates of the different ions, in skim milk, is different according to the de-ashing rate, and 

their respective absolute conductivity and rnobility values of 73.5 ~ . c m ~ / m o l  and 7.6 

cm2/s.v for potassium, 50.1 ~.crn'lmol and 5,2 cm'ls.~ for sodium and 1 19.0 ~ . c m ~ / m o l  

and 6.2 cm2/s.v for calcium (Hiraoka et al., 1979; Brett and Oliveira-Brett, 1994). 

According to these conductivity and mobility values, calcium has the higher conductivity 

but a medium mobility due to its structure, the potassium has a medium conductivity and 

the higher mobility while the sodium has the loiver conductivity and mobility. Moreover 

the mobility of calcium c m  be changed by formation of a complex with protein. Hiraoka et 

al. (1979) studied the evolution of the sodium, potassium and calcium concentration during 

demineralization of skim milk by electrodialysis. Potassium, sodium and calcium were 

shown to migrate at different rates fiom a O to 90% de-ashing rate. All the sodium and 

potassium were removed while about one-fourth of calcium was not yet removed. At low 

de-ashing rates, from O to about 30%, sodium and calcium de-ashing kinetics are inverted. 

Therefore, our experiment was carried out in the de-ashing rate range where the sodium and 

calcium kinetics are inverted, since the de-ashing rate calculated from ash data was about 

33%. 

Soluble protein : 

The analysis of variance of the data shows that the pH (P<0.0001) has a significant 

effect on the percent soluble protein. A non-linear regression mode1 of the percent soluble 



protein as a function of pH (al1 membrane types averaged) was calculated and produced a 

good coefficient of determination (R' = 0.995). 

The membrane pemselectivity had no effect on the final percent soluble protein 

which decreased fiom about 100% to 25.3-25.6% soluble protein. Soluble protein decrease 

during the pH decrease f3om 6.6 to 4.2 was the sarne (Figure IV-6) and could be modeled 

as r simlcidd aAA cln:e. From FE 6.6 to 5.4, soluble protein was tuichanged. When the pH 

dropped to 5.0, the percent soluble protein decreased to about 69%. As the BMEA 

continued From pH 4.6 to 4.2, the percent soluble protein was constant at about 25%. 

The difference of cationic pemselectivity of the membrane does not appear to have an 

effect on the percent soluble protein during BMEA of skim milk. The percent soluble 

protein of 25% obtained at the end of the run is in accordance with the literature (Bninner, 

198 1 ; Swaisgood, 1982; Cheftel et al., 1985; Lorient, 199 1). In this experirnent, the percent 

soluble protein obtained at pH 5.0 is higher than that obtained in the previous experiment. 

In'this experiment the skim milk was diluted with water (1.1 L skim milk and 0.4 L water). 

This dilution, in addition to the dead volume of the electrodialytic system (tubing, 

reservoir, flowmeter and pump), have decreased the ionic strength and the protein 

concentration of milk which are an important factor in protein precipitation (Cheftel et aL, 

1985; Kinsella et al., 1985). Bazinet et al. (1997~; 1998b) have demonstrated on soybean 

protein that the protein-solvent interactions are increased as well as is the solubility of the 

protein when ionic strength and protein concentration are lowered. 

Molecular profiles : 

The ANOVA showed a highly significant effect of pH on K-cas (P<0.0001), ~ 2 - c a s  

(P<O.OOOl), as,-cas (P<0.0001) and p a s  (P<0.000 1), which were confimed by Duncan 

tests. The pH was demonstrated to have no effect on whey proteins (a-la and P-lg) by both 

ANOVA results (D0.97) and Duncan tests (Table IV-1). 



Figure IV-6 : Effect of the membrane pemselectivity, CMX and CSV membranes, on the 

evolution of the percent soluble protein in the skim m i k  solution during bipolar membrane 

electroacidification run at 2O0C. 



Table IV4 : Supernatant composition in each protein fraction during BMEA (data fiom 

both pemselective membrane averaged). 

Wkey proteir. 

(a-la and P-lg) 

Means within a column marked with different letters are significantly different (W 0.05) 



Membrane permselectivity had no effect on the evolution of each milk protein in the 

supernatant during BMEA of skim milk (Table IV-1). However, the evolution of the 

percentage of protein during pH decrease is different for each protein. 

These results agree with previous data obtained for soluble protein, and give more 

information on the differential precipitation evolution of each protein. Moreover the initial 

casein percentages, transformed as percentage of caseinic fraction, are in accordance with 

valms in &C liteïatüïe : K-iüS, 13.5 vs 13.9 54; o;z-CS, 7.3 YS !O.? 06; % ; - C S ,  Y . 6  YS 18.7 

%; and p-cas, 41.2 vs 36.6 % (Lorient, 1991; Swaisgood, 1982; Cheftel et al., 1985; 

Whitney, 1988). In the sarne way, the percentage of whey protein (mainly a-la and P-lg) of 

13.5 is also in accordance with the percentage of whey protein in milk composition cited in 

the literature, ranging fiom 14 to 24% of milk protein, BSA, proteose peptone and Ig 

included (Cheftel et a l ,  1985 ; Bninner, 198 1 ; Swaisgood, 1982 ; Lorient, 1991). 

Chemical composition of isoiates produced : 

The chernical composition of isolates obtained at pH 4.2 after BMEA wvith both 

membranes was cornpared in terms of ash content, total protein and percentage of each 

protein fraction (Table Nr2). 

Ash content of isolates was different for both membranes (Pc0.001) : the CSV 

membrane reduced the migration of cations by electrodialysis phenornena in cornparison 

with CMX membrane. The ash content of electroacidified isolate was lower than that of 

commercial casein, 2.0-3.8%, and coprecipitated casein, 8.0-10.5% (Hargrove and Alford, 

1974; Bassette and Acosta, 1988; Alais, 1984; Walstra and Jemess, 1984). 

Demineralization p henomenon acting during electroacidification would therefore produce 

isolates with lower salt contents (Bazinet et al., 1997a,b; 1999a). 

The total protein content was s h o w  to be the sarne for tEe permselectivity of both 

membrane (D0.69) : 98% (both membrane averaged). The protein content, on a dry basis, 

of electroacidified isolates is slightly higher than that of commercial casein, 93.4-96.7%, 

and coprecipitated casein, 86.0-87.0% (Bassette and Acosta, 1988 ; Renner et al., 1996; 



Table IV-2 : Percent total protein, ash content and moisture of the isolates produced by 

BMEA with difEerent permselective membranes. 

TrtA Protein 

(% dry basis) 

Ash content 

(% dry basis) 

CSV 98.2k 1.6 a 

* Means within a column marked with different leners are significantly different (Pc 0.05) 



Alais, 1984; Walstra and Jenness, 1984). The difference in ash content may explain the 

difference in percent total protein observed for the isolates produced by BMEA versus 

commercial isolates. 

The comparison of the molecular profiles obtained by HPLC and the statistical 

analysis results of each protein fraction showed that there kvas no difference between the 

two membnnes (Figwe IV-? md T&!e IV-?). SME.4. d!ow the separ~ticfi of k+h 3.. nllRty r-*- 

bovine milk casein, and the permselectivity of both membranes tested does not influence 

the purity of the isolates produced. 

CONCLUSION 

We can conclude, fiom the data presented in this study, that the permselectivity of 

both membranes tested does not influence the fmal efficiency of BMEA. Moreover, these 

results c o n f m  that BMEA dlows the production of bovine milk casein isolates with a 

higher purity than those of commercial isolates, due to a lower ash content resulting from 

the CEM demineralking phenornenon. However, the stacking of CSV membranes as CEM 

seems to stabilize the skim milk solution conductivity by differential mineral kinetics : for 

both membranes, the main ionic species to migrate was potassium, while the secondary 

species would be sodium and calcium for CMX and CSV membranes respectively. 

An important point noted in this study, was that the CSV membrane, commercially 

sold as a monovalent permselective membrane, was demonstrated to be, during skim milk 

BMEA, permselective to calcium which is a divdent ion. 

The authon would thank Mr. Chnstopher Barr for reviewing the manuscript. Financial 
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Fimire IV-7 : Reverse-phase HPLC chrornatograms of isolates produced by bipolar 

membrane electroacidification of skim milk nui with CMX and CSV membranes at 20°C. 



Table IV-3 : Percentage of each protein fraction in the isolates produced by BMEA with 

different pemselective membranes. 

Whey pro tein 

(u-la ad p-lg) 

csv 

* ~ e a n s  within a column rnarked with different letten are significantly diEerent (P< 0.05) 



RÉsUMÉ (Deuxième article) 

Une étude précédente sur le lait écrémé a démontré que I'électroacidification avec 

membarnes bipolaires (ÉAMBP) est une technologie qui peut être utilisée pour la 

précipitation isoélectrique des caséines du lait. Cependant, un dépot suggéré être de 

l'hydroxyde de calcium, a été observé sur la face des membranes échangeuses de cations 

(!MEC) en contact wec !t Dse. A h i ,  !es @'rmwes du nrccédé r dhlxen! de même que 

la durée de vie des membranes. L'objectif de la présente étude est par conséquent d'évaluer 

deux types de MEC, avec des permsélectivités différentes, en terme d'efficacité 

électrodialytique et de paramètres de membranes. 

Pour les deux types de membranes cationiques, les protéines sériques sont les seules 

protéines solubles restantes après électroacidification à pH 4.2 et les isolats de caséines 

produits (environ 97% de protéines) ont des profils protéiques moléculaires similaires. La 

migration des cations au travers de la membrane cationique a été influencée par la 

permsélectivité et les contenus en cendres des isolats produits ont été trouvés différents. La 

membrame CSV ralentit la migration des cations en comparaison avec la membrane CMX. 

L'EAMBP peut etre utilisée pour séparer les caséines du lait avec une pureté élevée, 

et la pennsélectivité des deux membranes testées n'a pas influencée la pureté des isolats 

produits. 

Mots clés : Acidification électrochimique, Caséine, Lait, Permsélectivité, Membrane 

cationique, Colmatage. 



A previous study on skim milk demonstrated that bipolar-membrane 

electroacidification (BMEA) is a technology that can be used to produce isoelecûic 

precipitation of casein from milk. However, a deposit, suspected to be calcium hydroxide, 

was observed on the cation-exchange membrane (CEM) side in contact with the base. Also, 

tl?e prfom-nce of &e process dececremd a ml! as the !ifetLnx of t'le medmme. The aim 

of the present study was therefore to evduate two types of CEM with different 

pemselectivity in term of electrodialysis efficiency and membrane parameten. 

For both type of cationic membranes, whey proteins were the only soluble protein 

remaining after electroacidification down to pH 4.2, and casein isolates produced (about 

97% protein) were found to have the same protein molecular profile. The migration of 

cations through the cationic membrane was found to be influenced by the permselectivity 

leading to isolates with different ash contents. The C S V ~ '  membrane slowed d o m  the 

migration of cations in cornparison with cMXmt membranes. 

BMEA c m  be used to separate high purity bovine milk casein, and the 

permselectivity of both membranes tested does not influence the purity of the isolates 

produced. 
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permselec tivity, fouling. 



INTRODUCTION 

Casein is extensively used as an ingredient in food products for its nutritional value 

and functional properties. Pure casein is obtained by insolubilisation using r e ~ e t  or acid. 

For acid casein production, the three main procedures are based on isoelectric precipitation 

by chernical, physico-chernical or fermentation acidification (Segalen, 1985; Southward, 

! 993; Varna= md S~&e:!~Ild, ! 994). 

Recently, a procedure developped on soybean protein, bipolar-membrane 

electroacidification (BMEA) (Bazinet et al., 1996, 1997a,b; l998b) and derived from 

electrodialysis, was tested for the production of acid casein (Bazinet et al., 1999~). This 

technology, also based on isoelectric precipitation, was used to produce of bovine milk 

casein isolates with a similar or higher protein content (97-98% on a dry basis) than those 

of commercial isolates (93.4-96.7% on a dry basis) (Hargrove and alford, 1974 ; Bassette 

and Acosta, 1988 ; Alais, 1984 ; Wdstra and Jemess, l984), due to a lower ash content 

(1.2 vs 2.048%) resulting from a cation-exchange membrane (CEM) demineralitation 

phenomenon (Bazinet et al., 1999~). However, a deposit, suspected to be calcium 

hydroxide, was observed on the CEM side in contact with the base. The calcium ion 

rnigrating fkom the milk solution would precipitate with OH' produced on the anionic side 

of the BPM and wouid fom a fouling complex on the CEM (Bazinet et al., 1999~). This 

phenomenon was not observed with soy isolates produced by BMEA, since the 

composition of the mineral content of soybean is different from milk; 50 % of the minera1 

sdt content of soy protein concentrate is potassium (Waggle and Kolar, 1979 ; Pearson, 

1983) while calcium represents only 5%. In miik, potassium and calcium represent 18.5 

and 15.6% respectively of the total mineral content (White and Davies, 1958). In addition, 

by adjusting the pH of milk to the isoelectric point of caseins, the intra- and inter-protein 

electrostatic attractions are increased, affecthg the stability of the mineral phase of the 

micelle (Graet and Brulé, 1993; Cayot and Lorient, 1998) : 68% of the calcium present in 

is associated with the micelle and during milk acidification, protein micelles break 

d o m  releasing calcium (Cayot and Lorient, 1998; Schmidt, 1982). 



The aim of this study is to investigate the effect of cationic membrane 

permselectivity on the fouling of cationic membrane, to follow the build-up and to identa  

the nature of the fouling. Two cationic membranes, with different permselectivity, were 

compared by measuring electrodidysis ce11 parameten, electroacidification efficiency and 

membrane parameters. 

Commercial homogenized and pasteuized skim milk was used as raw material in 

this study (Quebon, Natrel, Longueuil, QC, Canada). 

Methods 

The electroacidification ce11 was the same as that used by Bazinet et al. (1997qb) 

with four Neosepta CMX cationic membranes and three Neosepta BP-I bipolar membranes 

(Tokuyama Soda Ltd., Tokyo, lapan). This arrangement defines three closed loops 

containhg the milk solution, a 2 g-l " aqueous KCI solution and a 20 gel " Na2S04 solution. 

Each closed loop was connected to a separate extemal 600 mL double-jacket glas 

container (School, Duran, Germany), allowing for continuous recirculation. The 

electroacidification system was not equipped to maintain constant temperature (Bazinet et 

al., 1999~). 

b) Protocol 

Two types of membranes were tested for electroacidification : Neosepta CMX 

membranes from Tokuyama Soda Ltd., which are permeable to monovalent and divalent 

cations and CSV membranes from Asahi Glass Co. Ltd (Tokyo, Japan), which are 



permeable to monovalent cations only. Two replicates of three electroacidifications were 

performed. For each senes of three BMEA, four membranes of the same permselectivity 

were cut fiom the same sheet, and always positioned at the same place in the ce11 stack, the 

same side always in contact rvith the same solution. Membranes #2 and 3 were in contact 

with the solution which becomes alkaline on one side, and the solution which turns acid on 

the other side (Figure IV-8). 

The original membrane characteristics were measured on membrane #3. freshly cut 

fiom the sheet. The membrane characteristics were detertnined by measuring resistance and 

ion-exchange capacity. Then the membrane was soaked ovemight in an HCl solution and 

the characteristics of the test membrane were determined once again. Membrane #2 \vas 

never cleaned and was called the control membrane. After each BMEA, the test membrane 

characteristics were measured and at the end of each three BMEA series, the control 

membrane characteristics were determined. In addition, the thickness of the control and test 

membranes were dso measured. Potassium, sodium and calcium concentrations were 

defermined in the HCl solution used to soak the test and control membranes and in the ash 

content of membranes, in order to follow the build-up and identiQ the nature of the fouling. 

Elemental analyses were performed on the CEM of ; the original membrane; the test 

membrane afker three BMEA and HCi treatments; the control membrane after three BMEA; 

and the control membrane after three BMEA and HCI treatments. Ody  the side of the CEM 

in contact with the alkaline solution was analyzed. 

Milk was diluted (1.1 L milk and 0.4 L distilled water) in order to minimize the risk 

of spacer fouling. During each BMEA, 1.5 ml-samples of the milk solution were taken 

every 0.4 pH unit, from the initial pH (around 6.6) down to pH 4.2. The tirne required to 

reach pH 4.2, the ce11 resistance, the conductivity of the milk solution and the temperature 

were recorded. On fieshly acidified 1.5mL-samples at difTerent pH, the concentration of 

soluble protein and the molecular profiles were determined. At the end of each run, 500 mL 

of sample of the milk solution at pH 4.2 was taken. These samples were centrifuged for 10 

minutes at 4*C, at 500 g (Centrifuge Model J2-21, rotor type JA-10, Beckman Instruments 

Inc., Pa10 Alto, CA). The precipitate was washed twice with double-distilled water 

(Fistreem III Glass Still, Barnstead, Dubuque, IA) before being lyophilized for 24 hours at 

room temperature (Model Freezone 4.5, Labconco, Kansas City, MI). The lyophihed 
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Fimre IV43 : Membrane stacking in a BMEA ce11 configuration during treatrnent of s k i m  

mik solution, run at 20 mA/cm2 constant current or at 60 V constant voltage. 



isolates were stored at 4°C before total protein determination, molecular profiles, ash 

content and calcium, sodium and potassium concentration analyses were performed. 

c) Analvsis Methods 

Condzictivirv: A YS1 conductivity meter Model 35 was used with a YS1 immersion 

probe Model 3418, ce11 constant K= 0-1 cm" (Yel!c?w Sprigs Iistmment 

Co.,Yellowspnngs, OH) to measure the conductivity of the protein solutions. 

Membrane resistance: The membrane resistance was measured using specially 

designed pliers from the Association Montpellièraine pour le Développement des Procédés 

à Membranes (St. Jean de Védas, France) as follows : 

(1) Pliers ends are plunged into a 0.1 N NaCl reference solution with the jaws wide 

apart for 1 minute, in order to bath the platine platinized electrodes fixed on 

each jaw. The measurernent was performed on the same YS1 conductivity rneter 

as for the conductivity measurement. Ri. the reference solution resistance, was 

measured. 

(2) The membrane was equilibrated beforehand for 10 minutes in the reference 

solution, and then introduced behveen the plier jaws and the resistance R2 was 

measured. The membrane resistance (b) is given by : R, = R2 - Ri. 

Six measurements of the reference solution resistance and six measurements at 

different spot on the membrane were performed, and the differences averaged to give the 

membrane resistance value. 

Thichess: The thickness of the membrane was measured using a Mitutoyo Corp. 

digimatic indicator (Model ID-1 IO ME, Japan) and digimatic mini-processor (Model DP- 

1 HS, Japan). specially devised for plastic film thickness measurements, with a resolution of 

1 p and a range of 10 mm. Ten measurements at different spotS on the membrane were 

performed, and the differences averaged to give the membrane thickness value. 



Ion-exchme caoaciiv: The membrane ion-exchange capacity (IEC), corresponding 

to the number of active sites, \vas measured as follows : 

the membrane is soaked in a 1 .O00 N hydrochioric acid solution (HCI, VWR 

Scientific, West Chester, PA, USA) overnight on an orbital shaker (speed = 

50 rotations per min.), in order to exchange the hydroniurn ions with the 

cations held by the negatively-charged sites of the CEM and to obtain the 

acidic f o m  of the membrane. 

Afienvard, the membrane is rinced with double-distilled water and soaked in 

a known volume of 0.100 N sodium hydroxide (NaOH, VWR Scientific) for 

15 minutes on an orbital shaker (speed = 100 rotations per min.). 

The membrane is rinced again with double-distilled water. The rince water is 

mixed with the NaOH solution and then titrated with 0.500 N HCl solution. 

The IEC is calculated fiom the following equation : 

IEC is the number of milliequivalents per gram of wet membrane, VN~OH and 

[NaOH] the volume in milliliten and the concentration in normality of the NaOH solution 

in which the membrane is soaked, VHCl and [HCl] the volume in milliliter and the 

concentration in normality of the HCI solution used to titrate the NaOH solution; Mm is 

the mass of the wet membrane. 

Moisture: The moisture was measured according to AOAC method no. 927-05 

(AOAC international, 1995a). 

Ash Content: The ash content was deterrnined according 'to AOAC methods no. 

930-30 and 945-46 (AOAC international, 1995b,c). 



Potassium. sodizim and calcium concentration determination: Sodium and 

potassium concentration were detemined by the flame emission spectrometnc method 

(AOAC international, 1995d), while calcium concentration was measured by the atomic 

absorption spectrophotometric method (AOAC international, 1995e) with a Varian 

S pectrAA-1 00 (Malgruve, Victoria, Australia). 

rp 
1 oid h w t &  ddrlrr~tiiriuîioir. TIx proicin isiïccritriàtisîi deteminatioii &tk,?ed 

using a FP-428 LECO apparatus (LECO Corporation, Saint Joseph, MI) under the same 

conditions used by Baiinet et al. (1 999c). 

Moleczilar protein orofiles: The chromatographie analysis of the molecdar profile 

of the lyophilized protein isolate and skim milk samples was performed by reverse-phase 

HPLC according to Jaubert and Martin (1992) under the same conditions used by Bazinet 

et al. (1999~). 

Membrane surface elernental onalvsis : Elemental analyses were performed on an 

X-ray energy-disprnive spectrometer (EDS) (Oxford Link Isis, Odord Instruments 

Microandysis Group, Concord, MA) coupled to a scanning electron miscroscope (JMS- 

5600LV, Jeol, Boston, MA). The EDS conditions were 20 kV accelerating voltage, 15-mm 

working distance and a take off angle of 35'. 

RESULTS AND DISCUSSION 

EIectroacidification parameters 

Time required for the electroa~i~cat ion to reach pH* 4.2 was found to be 

siMficantly (Pc0.027) longer for the CSV than for the CMX membrane (18.9 vs 23.0 

minutes). However, the acidification of skim m i k  proceeded in a linear fashion 



(detemination coefficients of 0.995 and 0.996 for CSV and CMX membranes 

respectively). 

These results agreed with those reported by Bazinet et al. (2000a) which showed a 

difference in BMEA duration, with however shorter durations of 17.3 and 19.5 min. for 

CSV and CMX membranes respectively. This difference could be explained by the 

membrane variability. In our previous work concerning the effect of permselectivity on the 

BMEA efïïciency, the diree repeurions for each membranes pemseiecuviry were canied 

out with the same batch membrane, while in the present study, both repetitions of three 

BMEA were realized with two different batches of membranes. 

Moreover, the BMEA was not nui at constant current, which could explain the difference 

observed in duration behveen these membranes. The CSV, by its intrinsic selectivity, 

increased the global resistance of the system; therefore at a constant voltage, the current 

intensity was reduced. Consequently, the amount of electrogenerated is reduced. As the 

duration is directly linked to the amount of electrogenerated H*, the duration of BMEA 

w6h the CSV membrane is longer (Bazinet et al., 1997b; 19993). 

b) Ce11 resistance 

The ce11 resistance was calculated. using Ohm's Law, from the voltage and the 

current intensity read directly from the indicators on the power supply. The variation of the 

ce11 resistance between the begiming and the end of the BMEA was not infhenced by the 

membrane permselectivity (PX). 17). The ce11 resistance @oth membrane types averaged) 

varied from 28 to 41.5 Q (a + 48.3% variation) (Figure IV-9). In addition, the ce11 

resistance changes in an exponential fashion (R' = 0.999) : slowly from pH 6.6 to 5.0 (a + 

3.1 NpH unit increase) and very rapidly fkom pH 5.0 to 4.2 (a + 7.1 N p H  unit Uicrease). 

The high increase in resistance is due to the protein fouling of the spacer, as 

previously observed by Bazinet et al. (1999~). In fact, most of the protein in the skim milk 

solution was precipitated between pH 5.2 and 4.8, as confirmed by the soluble protein 

content (Figure IV-9). 
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Fimre IV-9 : Evolution of the system resistance, and the conductivity and the percent 

soluble protein of the skim milk solution during bipolar membrane electroacidification run 

at 20°C, and at 20 m ~ / c m ~  constant current or at 60 V constant voltage. 



c) Conductivity of the skim milk solution 

The membrane pemseiectivity had no effect on the variation of the conductivity of 

the skim milk solution from the beginning to the end of the BMEA (PN.13). The milk 

solution conductivity decreased @oh  membrane types averaged) fiorn 2.61 to 2.30 mS1cm 

(Figure IV-9). The regression c w e  calculated for the solution conductivity as a f i c t i on  of 

pH showèd a slow iinear ckcreas3 cf îoiidiictiii;). fioiii pH 5.5 :o 5.0 ûnd a stnbi!izrtion of 

the conductivity between pH 5.0 and 4.2. The linear decrease is due to the demineralization 

effect of CEM during BMEA to maintain the solution electrically neutral as demonstrated 

by Bazinet et al. (1997a,b; 1998b) on electroacidification of soybean. However, for 

soybean protein precipitation, the conductivity decrease was linear. The non-linear decrease 

for miik could be rclated to micellar calcium released during milk protein precipitation. 

Indeed, 68% of the calcium in milk is bound in the micelle (Schmidt, 1982), and this 

calcium release acts in a manner opposite to the demineralization effect. This results in a 

stabilization of the conductivity. 

Electroacidifcation efficiency and isolate composition 

a) Soluble protein 

Whey proteins were the only soluble proteins found at pH 4.2 for both types of 

cationic membrane (P0.96). The non-linear regression mode1 of soluble protein (%) as a 

function of pH (data fiom al1 membrane types averaged) gave a high coefficient of 

determination (R' = 0.998) (Figure IV-9). 

The concentration of soluble protein (23%) obtained at the end of the run should 

correspond to whey proteins and minor proteins (Bazinet et al., 1999c; Cayot and Lorient, 

1998; Brumer, 198 1; Swaisgood, 1982). 

b) Chernical com~osition of isolates produced 

The chemical composition of isolates obtained with BMEA for both membranes 

was compared in t ems  of ash and protein contents, perceotage of each protein fraction; and 

calcium, sodium and potassium concentrations (Table IV-4). 



The ash content of isolates was different for each membranes (P4.05). The CSV 

membrane slowed d o m  the migration of cations in comparison to the CMX membranes, as 

confirmed by the ash composition in cationic species : the ash content of isolates produced 

with CSV membranes showed higher sodium and potassium concentrations than those 

produced with the CMX membranes, while the calcium concentration was similar for both 

membranes (Table IV-4). The calcium concentration of the CSV isolate was surprising, 

because the calcium concentration should have been higher than that of CMX isolate, due 

to the CSV membrane intrinsic selectivity. Total protein content, calculated on a dry ba i s  

(Table AM), was shown to be the same for both membranes (P>0.22) : 97% (both 

membrane types averaged). 

The comparison of the molecular profiles obtained by HPLC and the statistical 

analysis results of each protein fraction indicated that there was no difference between the 

membranes (Table IV-5). These results agreed wiih data obtained by Bazinet et al. (1999~). 

BMEA cm be used to precipitate high purity bovine milk casein, and the permselectivity of 

boh membranes tested does not idluence the purity of the isolates produced. 

Membrane parameters 

a) Membrane resistance 

Both membranes were demonstrated to have a different resistance originally 

(P<0.0001) with 3.8 and 9.8 pi2 for CMX and CSV respectively, which is in accordance 

with their physico-chernical structure (Figure IV-IO). ï h e  evolution of the membrane 

resistance with tirne was the sarne whatever the membrane permselectivity, but the 

resistance values were higher for CSV. The onginal resistance value and the resistance 

values after each HCI treatment were found to be the same; about 4.0 and 9.9 pi2 for CMX 

and CSV respectively. For both membrane permselectivities, HC1 treatment restores the - 

original resistance of the membrane after BMEA. Hydrolysis of tlie deposit or/and salts by 

HCI was confirmed by pictures taken of the CSV membranes. Similady, after each BMEA 

for the test membrane, or after three BMEA for the control membrane, the resistance of the 



Table IV4 : Ash content, moisture and concentration in calcium, sodium and potassium 

of the isolates produced by BMEA with two different types of permselective membranes. 

Ash content Moisture Sodium Potassium Calcium 
dry basis) [Oh) [melg ash) [m-g ash) (mgle ash) 

CSV 1.26 10.24 b 2.2 2.5 a 15.1 k 4.1 b 17.0 k 4.5 b 8.5 * 3.2 a 

* Means within a column followed by different letters are significantly different (Px 0.05) 



Table IV-5 : Percent total protein and percentage of each protein fractions of the isolates producd by BMEA with two diffcrent 

types of pemselective membranes. 

Total Protein K-casein c casein in -casein p-casein Whey protein 
(?A dry basis) (%) w) (%) (%) @-la and P-lg) 

(W 

O CSV 97.2k1.4 a 13.1A0.8 a 5.5*0.5 a 34.1-1-1.0 a 46.1k1.8 a 1.1 k0.2 a 
2 

* Means within a columri followed by different Ietters are significantly different (P< 0.05) 



Original First Second Third Control 
membrane BMEA + BMEA ,i, BMEA ,h membrane 

I 1 
HCI Treatment HCL Treatment HCL Treatment HCI Treatment 

Fimre N-10 : Evolution of the CMX and CSV membrane resistance (original, test and 

control) during consecutive bipolar membrane electroacidifications of skim milk solution, 

nui at 2o0C, and at 20 m~lcrn' constant current or at 60 V constant voltage. 



membrane was the same. However, these values were higher than the resistance of the 

respective original membranes : about 18.4 and 141.2 pi2 for CMX and CSV respectively. 

The BMEA affect greatIy the resistance value of the membrane by fomiing a deposit on the 

sides of CEM as previously noted by Bazinet et al. 199%; resistance values were 4.6 and 

14.3 time higher for CMX and CSV respectively. This was c ~ ~ r m e d  by pictures 

comparing one original membrane to one membrane used for BMEA (Figure IV-1 1) : 

BMEA treatmenr i e a ~ s  ro fouiing of the CEM. Tne pictures du no& realiy shwi a itiEzrence 

for CMX membranes used for three BMEA, and CMX membranes used during BMEA and 

then cleaned by HC1, but the cleaning effect of HCl on CSV membranes was very effective. 

Membrane thickness 

The thickness values measured for both membranes may explain the membrane 

resistance results. There is no difference in thickness for the CbR membrane at any place 

on'the membrane where the measures were performed (outer edge and exposed portion of 

the membrane), or afier difierent treatments (original, control and test) (P>0.16). The 

thickness of the CMX membrane was 0.1794 k 0.0090 mm (Table IV-6). For the CSV 

membrane a difference in thickness was measured for the exposed portion of the control 

membrane in cornparison with al1 othermeasurements : the thickness of the CSV membrane 

was 0.1054 i 0.0069 mm, while a deposit of 0.0105 * 0.0055 mm was formed on the 

exposed portion of the control membrane after only three BMEA. 

The IEC measured on both membranes confïrmed the effect of BMEA on the filling 

of MEC active sites by ionic species or organic complexes. The CSV and CMX membranes 

were demonstrated to have similar original IECs while the IEC for CSV membranes after 

each HCl treatment were higher than values obtained for CMX membranes (Pc0.006) 

(Figure IV-12). The evolution of the iEC in time was the same for both membranes. After 

each BMEA, for the test membrane, or after three BMEA for the control membrane, the 

IEC is equivalent to the original respective IEC values : IEC values were 0.14 and 



CMX control before HC1 treament CMX original 

CSV control before HC1 treatment CSV original 

Fieure IV-11 : Pictures of CMX and CSV membranes, before (original membrane) and 

after (control membrane) consecutive bipolar membrane electroacidifications of skim mik 

solution, run at 20°C, and at 20 mA/cm2 constant curent or at 60 V constant voltage. 
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Table IV-6 : Membrane thickness measured during the course of BMEA on the outer edge 

and on the exposed portion. 

Outer edge 
(mm) 

Exposed portion 
(mm) 

csv 

Original 0.1 822 0.0004 a* 0.1809 k 0.0030 a 
Test 0.1695 i 0.0095 a 0.1866*0.0045 a 
Control 0.1701 k 0.0123 a 0.1874 * 0.0039 a 

Original 0.1052 i 0.0007 a 
Test 0.1 048 * 0.000 1 a 
Control 0.1 063 0.000 1 a 

* Means for a given membrane followed by different letters are sipificantly 

difTerent (P< 0.05) 



0.26 meq. per gram wet membrane for the CMX and CSV membranes respectively. Both 

membranes exchange sites were saturated in their original fonn and after each BMEA. For 

the CMX membrane, the IEC was the sarne after HCl treatment following BMEA as that of 

the original membrane. For CSV membranes, Duncan's tests showed no statistical 

difference behveen the IEC afier HCl treatment of the membrane d e r  BMEA compared to 

the IEC of the original membrane. However, large standard deviations were obtainc:! 

indicahp an intrinsic mémbranz variability betmen e x h  prûdüctim batch, xhich was 

noted previously for BMEA duration measurements. However, the IEC of the acidic form 

of the CSV membrane afier BMEA decreased slowly, which could confïrm fouling of the 

membrane. 

d) Ion fixation on the membrane 

The concentration of sodium, potassium and calcium released by the membrane 

after HCI treatment was detemined in order to follow a possible built-up of the membrane 

fouling (Davis et al., 1997). 

A higher concentration of sodium was released by the CSV membrane dian the 

CMX membrane, whenever the HCI treatment was done (P<0.04) (Figure TV- 13). In fact, 

the original CSV contained more sodium than the original CMX, 6.5 vs 4.1 meq./g wet 

membrane respectively. Moreover, the sodium released during HCl treatment of both 

membranes decreased slightiy : for the CMX membranes, 4.1, 2.6 and 1.2 rneq./g wet 

membrane were released by the original membrane, the membrane after the third BMEA 

and the control membrane respectively. Similarly, for the CSV membrane, the sodium 

concentration decreased fiom 6.5 to 3.4 and to 1.6 meq./g wet membrane for the original 

membrane, the membrane d e r  the third BMEA and the control membrane. 

For potassium, except for the CMX and CSV control membranes, the concentrations 

released after the HCl treatment were sirnilar for d l  membranes at an average value of 

0.071 meq./g wet membrane (P<0.0007) (Figure IV4 3). For the cmtrol membranes, higher 

concentrations of released potassium were noted : 0.248 and 0.474 rneq./g wet membrane 

for the CMX and CSV membranes respectively (W0.03 1). Moreover, if the sum of the 

concentration released by the original membrane and the membrane after each BMEA is 



Original Firsr Second Third Control 
membrane // BMEA f B m A  BMEA f membrane 

HC1 Treatment HCI Treatment HCI Treatment HCI Treatment 

Fieure N-12 : Evolution of the CMX and CSV membrane ion-exchange capacity 

(original, test and control) during consecutive bipolar membrane electroacidifications of 

skim miik solution, run at 20°C, and at 20 &cm2 constant current or at 60 V constant 

voltage. 
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Figure IV-13 : Sodium, potassium and calcium concentrations released by CMX and CSV 

membranes (original, test and control) in the HC1 bath before and after BMEA of skirn mille 

solution, nui at 20°C, and at 20 m.A/cm2 constant current or at 60 V constant voltage. 



compared to the potassium concentration released by the control membrane, the figures are 

quite similar : 0.21 1 vs. 0.248 meqlg wet membrane for the CMX membrane and 0.383 vs 

0.474 meq./g wet membrane for the CSV membrane. The potassium accumulated in the 

membranes and was released almost completely by the HCI treatment. 

For calcium released during the HC1 beatrnent, the tendancy for both membranes 

was the same (P<0.031) (Figure N-13), except for the control membranes. The original 

membrane reieascd a ver). jnlall q' l i~~nt i~ j  ~f sdciüii, while foi the  n;embimes ~~at i tcd  ky 

HCl after each BMEA, the quantity is similar but higher than the amount released by the 

respective original membrane : 0.73 1 and 0.839 meq./g wet membrane for the CSV and 

CMX original membrane respectively compared to an average of 1.654 and 2.858 rneq./g 

wet membrane for the CSV and CMX membranes treated after each BMEA (Pc0.026). For 

the CMX control membrane, the calcium released was measured at 2.47 meq./g wet 

membrane, which was higher than that released by the membrane after each BMEA. For 

the CSV control membrane, the calcium released was 2.35 meq./g wet membrane, a 

concentration similar to that released by the membrane after each BMEA. Therefore. we 

concluded that calcium accumulates in the control membrane ; for CMX membranes, the 

HCI treatment released the majority of the calcium trapped in the membrane. However, for 

the CSV membrane, the calcium was not released completely. 

In spite of its intnnsic structural characteristics, the CSV membrane could allow the 

passage, through the first multivalent ion rejection layer, of a part of the calcium ions of the 

solution, due to a possible saturation of the Donnan exclusion capacity. Following the 

migration of a some of calcium ions accross this fist selective Iayer, these ions wodd 

migrate accross the non selective cation exchange Iayer and most ions would be trapped 

inside the CSV membrane : the repulsive effect of the second selective layer, combined 

with a precipitation with O K  ions migrating fiom the sodium hydoxide solution would 

induce an irreversibie calcium fouling of the membrane b e r  layer. This irreversible 

fouling by calcium hydroxide wodd explain that the IEC of the CSV membrane after HCI 

treatment decreases with BMEA treatment. Some of calcium ions that succeed in crossing 

the second multivalent ion rejection layer are precipitated with O K  ions on the outer iayer 

of the membrane. Results obtained by electronic microscopy (Figures IV44 and 15) and by 



photographs of the whole membranes (Figure IV-1 1) showed that the fouling of the outer 

layer was fiom calcium and magnesiurn, and both membranes (CSV or CMX) c m  be 

cleaned-up by a simple HCl treatment, to give a surface composition in ions comparable to 

the original membrane. The fouling formed at the outer layer of the CEM is therefore 

reversible. 

Similar observations were made in the chlor-alkali industry, where magnesium and 

calcium cause piablems Vy fhziing precipitaks :ritiin tk mmbme. These c-fions 

migrate fiom the anolyte towards the catholyte and meet hydroxide ions back-migrating 

through the membrane and crystals of precipitates gradually grow with time. These 

precipitates will tend to block the passage of sodium ions through the membrane giving nse 

to higher resistances (Ogata et al., 1989; Davis et al., 1997; Momose et al., 199 1). Ogata et 

al. (1989) shown that the accumulation of impurities in the membrane in the chlor-alkali 

industry increased greatly at the t h e  of significant change in the voltage. The brine 

impurity precipitates in the membranes and damages the membrane irreversibly. The 

piecipitates in the membranes were identified as the respective hydroxides of alkaline earth 

metals found in the feed brine : calcium \vas the most harmful followed by magnesium, 

strontium, and bariurn. 

Moreover, the hypothesis that some ions would be trapped irreversibly in the CSV 

and not in the CMX membrane was confirmed by ashing a piece of the second trial 

membranes. nie ash content (on a dry basis) did not change for the CMX membrane 

(original membrane, test membrane after 3 BMEA and HCI treatment and control 

membrane after HCI treatment), about 8.9 k 0.2 %, while for the CSV membrane the ash 

content increased fiom 7.8 * 0.3 % to 8.3 0.2 % for the original and the test membrane 

respectively and to 9.5 0.7 % for the control membrane. 



Figure IV44 : Elemental analysis profiles of CMX membranes (original, test, control and 

control after HC1 matment). 



Fimire IV45 : Eiemental d y s i s  profiles of CSV membranes (original, test, control and 

control afler HCl treatment). 



CONCLUSION 

From membrane parameters and surface elemental analysis, the membrane fouling 

of cation-exchange membrane was identified as precipitating calcium and magnesium 

hydroxides. The fouling formed at the outer layer of the CEM was revenible while the 

fouling of the membrane inner layer was irreversibk. 

Moreover, riie IUgh increasz in céli rèsistmct &serveil d.wLig BLEX \voufd m t  De 

o d y  the result of the protein fouling of the spacer, but also fiom the membrane fouling by 

calcium and magnesium hydoxide. This hydroxide fouling may have the most important 

effect on ce11 resistance since calcium and magnesium fouling increased the membrane 

resistance by a factor of 4.6 and 14.3 for CMX and CSV membranes respectively. 

A m e r  study aimed at decreasing the membrane fouling is currently under way to 

improve the efficiency of skim milk BMEA. 

The authors thank Mr. Christopher Barr for reviewing me manuscnpt. Financial 

support of this research by Novalait Inc., Québec (Québec), Canada, is gratefully 

acknowledged. 

ATTEINTE DES OBJECTIFS ET AVANCEMENT DES CONNAISSANCES 

Les résultats obtenus dans ce chapitre ont permis d'atteindre l'objectif visant à 

étudier l'effet de la permsélectivité de membranes cationiques sur la migration des cations 

du lait et la précipitation des protéines au cours du procédé ~'EAMBP. Ces résultats ont 

montré que pour les deux membranes de permsélectivités différentes testées, les ions 

potassium sont l'espèce ionique migrant p~cipalement,  alon que les espèces secondaires 

sont le sodium et le calcium respectivement pour la membrane permsélective aux cations 

mono- et divalents et la membrane permsélective uniquement aux cations monovalents. La 

migration des cations au travers de la membrane cationique a été influencée par la 

permsélectivité, et les contenus en cendres des isolats produits ont été trouvés différents. 



Cependant, les cinétiques de précipitation des protéines au cours de l'électroacidification 

n'ont pas été influencées dans les deux cas et, pour les deux types de membranes 

cationiques, les protéines sériques ont été les seules protéines solubles restantes après 

électroacidification à pH 4.2; les isolats de caséines produits (environ 97% de protéines) 

ont des profils protéiques similaires. 

Ces résultats ont aussi concouru à répondre à l'objectif concernant l'étude de l'effet de la 

pzmistiectiviti dzs membnilcs fcblir,ge*sts d'ions @EC) sur !eu c o l m z t ~ ~  O- et 

d'identifier la nature de ce colmatage. Les résultats obtenus dans cette partie de l'étude ont 

permis de comprendre la formation du colmatage des MEC (colmatages interne et de 

surface des membranes), de déterminer la réversibilité du colmatage (colmatages interne et 

de surface réversibles pour la membrane permsélective aux cations mono- et divalents, 

colmatage de surface reversible et colmatage interne irréversible pour la membrane 

permsélective aux cations monovalents) et enfin d'identifier la nature de ce colmatage 

(précipité d'hydroxyde de calcium et de magnésium). Ce colmatage a pour effet 

d'augmenter la résistance électrique des membranes au cours du temps et ralentit la 

migration des espèces ioniques. Il est ressorti de ces travaux que la membrane 

permsélective au .  cations monovalents ralenti la migration des cations en comparaison 

avec la membrane permsélective aux cations divalents et monovalents. 

Ces résultats ont contribué à un avancement des connaissances sur la 

compréhension des phénomènes membranaires au cours de ~'ÉAMBP. Les travaux ont 

permis de comprendre le mécanisme de formation du colmatage des MEC, d'en connaître 

sa réversibilité et enfin, d'en identifier la nature. Une information importante a été apportée 

par les travaux sur la permsélectivité des MEC : les membranes CSV vendues 

commercialement comme des membranes permsélectives aux cations monovalents, sont 

apparues, au cours de ~ÉAMBP du lait, permsélectives aux ions calcium qui sont pourtant 

des ions divalents. 



CHAPITRE V 

COMPARAISON DE L'ACIDIFICATION ÉLECTROCHIMIQUE 

ET CHIMIQUE DU LAIT ÉcRÉMÉ, ET MODÉLISATION DES ÉQUILIBRES 

CATIONIQUES AU COURS DE L'ÉLECTROACIDIFICATION 



COMPARAISON DE L'ACIDIFICATION ÉLECTROCHIMIQUE ET 

CHIMIQUE DU LAIT ÉCRÉMÉ, ET MODÉLISATION DES ÉQUILIBRES 

CATIONIQUES AU COURS DE L~ÉLECTROACIDIFICATION 

TRANSITION CONTEXTUELLE 

Dans les résultats obtenus dans les chapitres III et IV, Les isolats de caséines 

produits par EAMBP, en comparaison avec les valeurs respectives des isolats commerciaux 

citées dans la littéraîure, semblent avoir une teneur en cendres inférieure (0.98-1.49 vs 2.0- 

3.8%) et une teneur en protéines totales similaire ou supérieure (97-98 vs 93.4-96.7%). 

Cependant, les isolats acidifiés chimiquement et électroacidifiés n'ont pas été préparés dans 

les mêmes conditions, ce qui rend la comparaison relative. De plus l'équilibre ionique dans 

le cas des deuv procédés est différent : durant l'électroacidification les cations migrent au 

travers de la membrane cationique conduisant à une déminéralisation, alors qu'au cours de 

l'acidification chimique des ions supplémentaires sont apportés par ajout d'acide. Ainsi, les 

objectifs principaux de cette étude sont (1) de comparer les acidifications chimiques et 

électrochimiques d'identifier les éléments éventuels de différenciation entre les 

procédures, (2) d'évaluer le nombre de H' électrogénérés au cours de ~ÉAMBP,  (3) 

d'identifier et quantifier les cations migrant au travers des membranes cationiques durant 

I'EAMBP du lait, et (4) de comparer les cinétiques de migration des cations à celle des 

électrogénérés. 

Les résultats de ce chapitre ont fait l'objet de deuv articles : Le premier intitulé 

«Cornparison of Electrochemical and Chernical Acidification of Skim M i l b  soumis pour 

publication dans J. Food Sci Les auteurs sont : Laurent Bazin& (Candidat au Ph. D.: 

planification et réalisation des expériences, analyse des résultats et rédaction de l'article), 

François Lamarche (Co-directeur de thèse : supervision scientifique de l'étudiant, 

correction et révision du manuscrit), Denis Ippeniel (participation a la réalisation des 



expériences, correction et révision du manuscrit), Christine Gendron (participation à la 

réalisation des expériences et révision du manuscrit), Behzad Mahdavi (révision du 

manuscrit) et Jean Amiot (Directeur de thèse : supenrision scientifique de l'étudiant, 

correction et révision du manuscrit). 

Le second ayant pour titre Kationic Balance in Skim Milk during Bipolar Membrane 

Electroacidificatiorm publié dans J.  Membr. Sci., 2000, 173(2) 201-209. Les auteurs sont 

: Laurent Baziner [Canciiciar au Ph. D.: planification et réaiisation des expiriences, analyse 

et modélisation des résultats et rédaction de l'article), Denis Ippersiel (participation à la 

réalisation des expériences, correction et révision du manuscrit), Christine Gendron 

(participation à la réalisation des expériences et révision du manuscrit), Jocelyne Beaudry 

(analyse des minéraux par ICP), Behzad Mahdavi (révision du manuscrit), Jean Amiot 

(Directeur de thèse : supervision scientifique de L'étudiant, correction et révision du 

manuscrit) et François Lamarche (Co-directeur de thèse : supervision scientifique de 

l'étudiant, correction et révision du manuscrit). 



RÉsUMÉ (Premier article) 

L'objectif de cette étude était de comparer les acidifications chimiques et 

électrochimiques afin d'identifier les éléments éventuels de différenciation entre les 

procédures. Les résultats obtenus montrent que 1 ' acidi fication chimique et 1' ÉMP 

présentent quelques différences dans les profils d'acidification. Cette différence serait liée à 

un &et de salting-in dhdiàiX de l'ajout de sels, dans !t cas de 1'aci.cidificaticn chirniqw' 

opposé, dans le cas de ~ É A ~ M B P ,  à un retrait des sels par déminéralisation électrochimique, 

qui favoriserait la précipitation des protéines. Ainsi, à pH 4.6, toutes les caséines sont 

précipitées par ÉAMBP, alors qu'il reste quelques traces de ces protéines par acidification 

chimique. Cependant, la composition chimiques et le pourcentage de chacune des fractions 

protéiques entrant dans la composition des isolats produits ne semblent pas différer. 

Mots clés : Électroacidification, Membrane bipolaire, Caséine, Acidification chimique, 

~ s d a t  . 



The purpose of this study was to compare chemical and electrochemical 

acidification, in order to identiQ differences between the two acidification procedures. The 

results reveal differences in the acidification profiles obtained with the hvo methods. 

Whereas chemical acidi fication showed a salting-in effect fiom addition of salts, BMEA 

Hence, at pH 4.6, al1 the caseins were precipitated by BMEA, while some were not yet 

precipitated by chemical acidification. Nevertheless, the chemical composition and the 

casein fraction composition of the isolates were the sarne for both chemicai and 

electrochemical acidification. 

Key words : Electroacidification, Bipolar membrane, Casein, Chernical acidification, 

Isolate 



INTRODUCTION 

Milk proteins are the animal proteins that have been most widely consumed by 

humans for the longest t h e  (Cheftel e t  al., 1985). The nutritional and technological 

importance of milk proteins in the agriculturd and food sectors, accounting for a quarter of 

dl food proteins used in the industrial world, has made this food category a focus of 

: c s c ~ c h  fcr XLTj  y:xs md p:~,- i , td ~ffofis to dcvdop izdi~ûial pi~ccsscs 3 separate the 

proteins or improve their properties and quality. 

In the food industry, two main types of casein are produced: remet caseins and acid 

caseins. The three main procedures employed to produce acid caseins are based on 

isoelectric precipitation of casein by chemical, physico-chernical or fermentation 

acidification (Segalen, 1985; Southward, 1993; Vamam and Sutherland, 1994). Other 

techniques have been proposed for the production of acid casein: acidification of milk by 

ion exchange plus acid (Salmon, 1983), electrodialysis of skim milk to pH 5.0 followed by 

chemical acidification to pH 4.6 (Laiteries Triballat, 1979), and acidification by water 

electrolysis at the surface of monopolar anion- or cation-exchange membranes stacked in an 

electrodialysis ce11 (Bolzer, 1985). 

Bipolar-membrane electroacidification (BMEA), a technology that uses the property 

of bipolar membranes to split water and the action of monopolar membranes for 

demineralization, was recentIy applied to acid casein production (Bazinet et  al., 1999~). 

The casein isolates produced by BMEA (Bazinet et al., 1999c) appear to have a Iower ash 

content (0.98-1.49 vs 2.0-3.8%) and a simila. or higher total protein content (97-98 vs 93.4- 

96.7%) (Hargrove and Alford, 1974; Bassette and Acosta, 1988; Alais, 1984; Wdstra and 

Jenness, 1984; Renner et al., 1996) than do commercid isolates. 

The purpose of this study was to compare chernicd and electrochernicai 

a ~ i ~ c a t i o n ,  in order to identiS differences between the two acidification techniques. The 

two procedures were compared in terms of conductivity, percent protein precipitation and 



molecular profiles obsewed during the process, as well as in terms of chernical composition 

and molecular profiles of the resulting isolates. 

MATERIALS AND METWODS 

Materiab 

The raw material used in this study \vas reconstituted milk (10% solids W N )  fiom 

low-heat skim milk powder, which was provided by Agropur (Granby, Quebec, Canada). 

The starting pH varied between 6.5 and 6.7. The averaged composition of the powdered 

milk was as follows (g/lOOg): total protein, 33.9; serum protein, 7.4; fat, 0.6; 

carbohydrates, 53.5; a h ,  8.2; moisture, 3.8. 

Methods 

a) Electroacidification ce11 

A MP type electroacidification cell (1 00 cm' effective surface area) manufactured 

by ElectroCell (Taby, Sweden) kvas used according to the set-up described by Bazinet et al. 

(1 999a) 

b) Measurernent of electroacidification parameters 

During electroacidification, the milk solution pH was measured with a pH meter 

(Model <p 11, Beckman Instruments hc., Fullerton, CA). The voltage was read directly 

from the indicator on the power supply (Powerstat Model 236BU-2, Supenor Electric Co., 

Connecticut, USA). A YS1 Model 35 conductivity meter was used with a YS1 Model 3417 

immersion probe, ce11 constant K= 1 cm-' (Yellow Springs Instrunient Co., Yellowsprings, 

OH) to rneasure the conductivity of the protein solutions. 



c) Chernical analvses 

Moisture and ash content were determined using AOAC methods No. 927-05 and 

No. 930-30 (AOAC, 1995a,b) respectively. The soluble protein and total protein 

concentrations were determined with an FP-428 LECO apparatus (LECO Corporation, 

Saint Joseph, MI) using the methods and parameters developed in an earlier study (Bazinet 

ri ui, i999c). Ciiromatugrapliic analyses of iht mùlecular profiles of th2 ikczc-kied 

proteins and skim milk were performed by reverse-phase HPLC according to the method of 

Jaubert and Martin (1992) and applying the same conditions as Bazinet et al. (1999~). 

d) Protocol 

For the chemical acidifications, 250 mL samples of milk were used. HCI solutions 

of different normdities ( IN  and 3N) were added to acidie these milk solutions to a pH of 

4.2. Electroacidification !vas performed in batch process using a constant current of 2 A, 

with electrolyte volumes of 3 litres. The electroacidification was stopped when the pH 

reached 4.2. The temperature was held constant at 20 I 1°C d u ~ g  the electrochemical 

treatments and at 21 1°C during the chemical acidifications. Three replicates of each of 

the acidification conditions were performed in this experiment. 

During each treatment, milk solution samples were collected at every 0.4 pH unit 

decrease. The tirne required to reach pH 4.2, the voltage difference, and the conductivity 

were recorded throughout the treatment. The soluble protein concentration and the 

molecular profiles were detennined on freshly acidified samples. At the end of each nin, 

both chemical and electrochemical, 250 rnL milk samples at pH 4.2 were collected. These 

samples were centnfuged for 10 minutes at 4'C, at 500 g (Model J2-21 centrifuge, JA-IO 

rotor type, Beckrnan Instruments Inc., Pa10 Alto, CA); the precipitate was ruised twice with 

doubledistilled water and then lyophilized for 24 hours (Freezone Model 4.5, Labconco, 

Kansas City, MI). The lyophilized isolates were stored at 4OC until total protein 

determination, molecular profile and ash content rneasurements were perfomed. 



e) Statistical analyses 

Data on the duration of electroacidification, the voltage, the conductivity and the 

percent soluble protein as a function of pH were subjected to multivariate analysis of 

variance using the SAS sofhvare (1989). The regression equations and c w e  fitting were 

cornputed for the voltage, duration, conductivity and percent soluble protein as a f i c t i on  

of pH using SigrnaPlut (vzision 3.0 pûür Windows, Jandel Scientific, Csrtc Madera, CA). 

Mukivariate analyses of variance were performed on the percentages of K, a,!, a,? and P 
caseins and of whey proteins in the milk solutions collected as the pH dropped. The 

analysis of percent soluble protein and protein Fraction composition was completed by 

Duncan tests to determine the significance of differences between samples taken at pH 4.6 

and at pH 4.2, for the different acidification methods. Ash, total protein and the percentages 

of K, a , ~ ,  a,z and p caseins and of serum proteins in the isolates were subjected to analysis 

of variance and Duncan tests to determine the significance of differences between the 

saripies. 

RESULTS AND DISCUSSION 

Electroacidification parameters: durntioo, voltage and conductivity 

The mean time required to electroacidiG the three litres of reconstituted milk was 

52.9 k 2.2 minutes. Electroacidification occurred in a linear fashion, as shown by the dope 

of 22.1 (R' = 0.991) calculated for the regression line (Figure 1 ) .  Since 

electroacidification was done at a constant curent, the production of H+ ions was constant, 

which is consistent with the results of earlier studies (Bazinet et al., 1997a; 1999a,b). 

The voltage applied at the electrodes of the electrodialysis system remained 

constant initially with a mean value of 41.2 k 2.7 volts, as pH decreased from 6.6 to 5.4; 

however the voltage then increased exponentially, reaching 83.4 * 8.1 volts at pH 4.2 

(Figure V-1). 

This rise in voltage corresponded to a fouling of the ceIl spacea by precipitated 

proteins, as previously reported by Bazinet et al. (1997a). In fact, most of the mik proteins 



Fimire V-1 : Electroacidification duration and voltage evolution during bipolar membrane 

electroacidification of skim milk solution, nui at a cuurent density of 20 mA/cm2. 



precipitated out between pH 5.2 and 4.6. At lower pH values, the electrodialysis system 

merely stirs up the protein curd that forms in the spacer mesh. 

The multivariate analysis of variance showed that the acidification method had a 

significant effect (IN HCl, 2N HCl and electroacidification) (P<0.0001) as did pH 

(P<0.0001), and that there was a duai interaction between pH and acidification method 

(pc0.000 1 ), affecting conductivity . Linear regressions were calculated for the different 

acidificaiion mciliùds as a h c î i o n  of pH ("R varicd bètwetn 0.983 a d  û.991). 

It therefore appears that the acidification method has a considerable effect on 

changes in conductivity as the pH decreases, with mean conductivity values (al1 pH values 

combined) for the milk solution being 6.6, 6.6 and 1.2 mS/cm respectively for solutions 

that were chemically acidified with 1N and 2N and those that were electroacidified (Figure 

V-2). The conductivity of solutions that were chemically acidified with 1N and 2N HCl 

rose by 5.15 and 5.1 mS/cm to 8.1 and 8.7 mS/cm respectively between pH 6.6 and 4.2, 

whereas the conductivity of electroacidified samples declined by 4.8 to 4.0 mS/crn over the 

sarhe pH interval. The conductivity of acidified sarnples exhibited the same trend, 

regardless of the normality of the acid ernployed (RI = 0.983, Figure V-2). These major 

differences in conductivity relate to the fact that, during chemical acidification of the millc, 

CI- (molar conductivity of 76.4 ~.crn~.mol=') and H+ ( 349.6 ~.crn~.mol") ions are 

introduced into the solution wvhen HCl is added, whereas during electroacidification 

demineralization of the solution occurs with the addition of H' ions , but there are no 

associated Cl- ions (Bazinet et aL, 1 W b ;  Lopez Leiva, 1988a,b; Pérez et al., 1994). 

Soluble protein 

Based on the results of the multivariate anaiysis of variance, pH has a highly 

significant effect (P<O.0001) on the soluble protein concentration. Non-linear regressions 

were cornputed for the different acidification methods relative to pH, giving R~ values 

varying fiom 0.996 to 0.998. To refine the results of the multivariate analysis of variance, 

Duncan tests were performed on the values obtained at pH 4.6 and pH 4.2 to identiS. 

sipnificant differences between the acidification methods and the nomality levels at these 

pH values. 
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0 Electroacidification 
O 1N HC1 acidification 

1 r ZN HCi acidificarion 1 

Figure V-2 : Evolution of skim milk solution conductivities during chernical (IN and 2N 

HCl) and electrochemical acidi fications. 



The change in percent soluble protein appears to be the same, regardless of the 

acidification method or the nonnality used (Figure V-3). In fact, between pH 6.6 and 5.0, 

percent soluble protein (for d l  acidification methods averaged) decreased slightly fiom 100 

to about 93.6%, and then dropped sharply fiom 93.6 to 19.8% as the pH went from 5.0 to 

4.6. After that, percent soluble protein rernained stable at 19.8 and 19.0% as the pH 

dropped fiom 4.6 to 4.2. Thus, about 80% of the proteins are precipitated between pH 5.0 

anci 4.5, ami 'bis sitùation xsiilts b fûüling of the spcccn by pm:cins, -diich oxplaiïii thc 

increase in voltage observed previously. However, the Duncan test performed at pH 4.6 

revealed a significant difference in percent soluble protein between the acidification 

methods or the level of normality employed, whereas the same test done at pH 4.2 shorved 

no significant difference. At pH 4.6, percent soluble protein was 20.5, 21.7 and 17.3% 

respectively for the samples acidified chemically with 1N and 2N HC1 and those that were 

electroacidified, whereas at pH 4.2 the mean percentage (for al1 acidification methods 

cornbined) was 19.0%. Thus, at pH 4.6, electroacidification should allow precipitation of 

allethe proteins, in contrat with chemical acidification, where a lower pH value must be 

reached before the saine result c m  be obtained. Cornplete chemical acidification of caseins 

should occur at about pH 4.5, which is intermediate between the values of the sampling 

done. 

Finally, the milk solution undergoes a slight dilution during the electroacidification 

treatment, owing to the dead volume (about 500 rnL of water) of the electrodialysis system 

(tubing, reservoir, flowmeter and pump). This dilution might have an effect on protein 

precipitation by decreasing the ionic strength of the solution and reducing the concentration 

of the milk solution (Riel, 1984; Bazinet et al., 1997a). For example, an increase in the 

solubility of whole caseins following the addition of salts at a pH slightly lower than the 

isoionic point was observed by Sharp and Mc Inemey (1936) and by Ho and Waugh (1965) 

for a,, caseins, as well as by Cayot et  al. (1991) for B caseins. Ho and Waugh (1965) 

attributed this solubility increase to a salting-in effect associated with a decrease in 

electrostatic interactions within the protein (Creighton, 1984), wcch are maximal at the 

isoelectric point. 



Figure V-3 : Evolution percent soluble protein of skim milk solution during chernical (IN 

-l 

and 2N HCI) and electrochemical acidifications 
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Molecular profiles 

The multivariate analyses of variance dealing with the results of the different 

protein fractions of the milk showed that pH has a highly significant effect (P<O.0001) on 

the percentage of each of the protein fractions (K casein, a, casein, P casein and whey 

protein) compared with the starting composition of the milk supernatant. Duncan tests were 

c a i e d  oü: oii 'UL pcicc~t of eaîh of ~ h e  fizctiûïîs iil the siipernaiûn: ai pII 4.6 in ùrder ta 

identiQ significant differences between the acidification methods. 

The a, and P casein fractions showed comparable trends (Table V-1), regardless of 

the acidification conditions. Between pH 6.6 and 5.4, these two protein fractions were fairly 

stable, accounting for 34 and 41.2% of the proteins in the supernaant respectively. The a, 

and p casein concentrations decreased by 7.6 and 7.8% between pH 5.4 and 5.0, by 91.8 

and 90.7% between pH 5.0 and 4.6, and by 1.5 and 0.6% between pH 4.6 and 4.2. Hence, 

most of the hvo protein fractions precipitated between pH 5.0 and 4.6. The K casein 

concentrations decreased from 9.2 to 8.5% in the supernatant between pH 6.6 and 5.0, 

regardless of the acidification method and conditions. Between pH 5.0 and 4.6, the 

concentration of K caseins then decreased to 87.3%, followed by a very small decline of 

1.4% between pH 4.6 and 4.2. Most of the K caseins were thus precipitated between pH 5.0 

and 4.6. The mean concentration of senun proteins in the supernatant was 12.7% (al1 

acidification rnethods and conditions averaged) fiom pH 6.6 to 5.4. Between pH 5.4 and 

5.0, the serum protein concentration decreased by 7.9%; it then declined by 8.7 and 4.0% 

respectively as the pH went fiom 5.0 to 4.6 and then fiom 4.6 to 4.2. This drop in whey 

proteins appears to be linked to coprecipitation of a-la and B-lg with the caseins, owing to 

the formation of complexes during the drying treatment applied to the milk powder. Hence, 

during thermal processing the quantity of proteins in the whey associated with the caseins 

increases as heating intensity nses (Iametti et al., 1993). The P-Ig forms a complex with K 

caseins via disulfide bond exchange at the naniral pH of mik (Cayot and Lorient, 1998; 

Sawyer, 1969; Singh and Fox, 1987; Tessier and Rose, 1964). In addition, a-la appean to 

form complexes with P-lg. Furthemore, the thiol group of P-lg appears to catalyse the 

formation of disulphide bonds between a-la and K casein (Cayot and Lorient, 1998; 



Table V-1 : Evolution of protein fractions (K-cas, %-cas, p-cas and whey proteins) in the supernatant. 

Whey protcins. 
(W 

PH BMEA IN 2N BMEA 1N 2N BMEA 1N 2N BMEA IN 2N 



Kinsella, 1984). The seventy of the heat treatment used to produce milk powder explains 

why the decrease in whey proteins obsewed as pH decreased in this study was not observed 

in earlier research where the raw material used was fieshly pasteurized milk (Bazinet et al., 

1999~). 

The Duncan tests done at pH 4.6 revealed differences in supernatant composition 

(?'&!e V-7). This t m d  ?vis  alredy noticcAAe at pH 5.0 (Table Y- l), xith a u, îasein 

value of 29.6 vs 32.6-32.0%, a P casein value of 35.4 vs 39.7-39.0%' and 10.6 for whey 

proteins vs 12.5-1 1.9%. Thus, the supematant composition results obtained at pH 4.6 show 

that the supematant of electroacidified milk had a higher whey protein content compared 

with the supernatants of chemically acidified solutions, with values of 95.0% and 87.2% 

respectively. In addition, superposition of the chromatograms obtained by HPLC (Figures 

V-4) revealed differences in the profiles at pH 4.6. At this pH value, there were still some 

unprecipitated a, and P casein fractions in the chemical acidification treatments, whereas in 

the'case of electrochernical acidification, there was no trace of these two casein fractions on 

the chromatogram. The difference observed behveen the molecular profiles cofirms the 

resuits obtained previously for total protein and indicates a slight delay in precipitation of 

a, and J3 caseins during the chemical acidifications. This precipitation difference may be 

due to a salting-in effect from the addition of salü (Ho and waugh, 1965) during chemical 

acidifications with HCI. By contrast, in electroacidification the rernoval of salts by 

electrochemical demineralization, combined with a dilution effect fiom the system's dead 

volume, appears to promote precipitation of the proteins. indeed, at the isoelectric point 

(pH 4.5-4.7 for caseins), the proteins have a net charge of zero, and they precipitate due to 

the ef5ect of hydrophobic interactions. Under these conditions, there are no electrostatic 

repulsions between the moIecules. Hence, if the ionic strength is increased, as in the case of 

chernical acidifications, the salting-in effect of salts on hyàrophobic interactions tends to 

slow the formation of aggregates and increase their solubility, leading to slower protein 

precipitation (Cheftel et al., 1985; Creighton, 1984; Kinsella et al., 1985). 

Electroacidification, on the other hand, appears to accelerate the formation of protein 

aggregates and their precipitation, by prornoting hydrophobic interactions through a 

decrease in the salts that are present in solution. 
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Fimire V-4 : Reverse-phase HPLC chrornatograms (214 nm) of skim milk supernatant 

sampled at different pH values during chemical and electrochernicd acidifications. 



Composition of the isolates 

The chemical compositions of the isolates obtained by BMEA and by chemical 

acidifications were compared in terms of total protein and percent of each protein fraction 

(Table V-3). 

The ash content of the isolates was the same regardless of the acidification method 

employed and the conditiom (?>O. 5 1). ne tota! prctein cmtents, compted cn a dry hasis, 

were also the same (P>0.24). A cornparison of the rnolecular profiles obtained by HPLC 

and the statistical analysis conducted for each of the Fractions showed that there was no 

difference between the acidification methods. 

CONCLUSION 

Based on the results of this study, there are a few differences in the acidification 

profiles obtained for chemical acidification and BMEA. The difference in the precipitation 

profile appears to be due to a salting-in effect from the addition of salts in chemical 

acidification. In contrast, with BMEA salts are removed through electrochemical 

deminerakation, thereby favouring protein precipitation. Thus, at pH 4.6, al1 the caseins 

are precipitated with BMEA, whereas a few traces of these proteins remain when chemical 

acidification is employed. 

However, at pH 4.2, the chemicai composition and the percent of each of the protein 

fractions contained in the resulting isolates appear not to differ for BMEA and chemical 

acidifîcation, 

This study was made possible through fuiancial assistance from Novalait Inc. 

(Quebec). 





RÉsuMÉ (Deuxième article) 

L'électroacidification avec membranes bipolaires (ÉAMBP) a été appliquée aux 

protéines du lait écrémé, a f h  de produire des isolats de caséines de pureté élevée. 

L~ÉAMBP utilise la propriété des membranes bipolaues a dissocier les molécules d'eau et 

l'action de déminéralisation des membranes monopolaires. Lorsqu'un J f  est géneré par la 

membrane bipolaire, une charge c a t i ~ n i q o  i?térente 5 11 reluticri en ccws d'acidification 

doit traverser la membrane échangeuse de cations (MEC) pour conserver 1 ' élec troneutralité 

de la solution. 

Le but de cette étude est de suivre la migration des charges au travers de la MEC 

pour contrebalancer les H' générés a la membrane bipolaire. 

Les ions K' sont les ions prédominants à électromigrer de la solution de lait écrémé 

jusqu'à ce que pH 5.0 soit atteint. A ce point leur concentration devient insuffisante pour 

contrebalancer les H ~ .  Les autres cations présents remplacent partiellement les K+ pour 

continuer à conserver I'électroneutrdité de la solution. 11 apparaît que les K' sont l'espèce 

ionique nécessaire pour assurer une bonne efficacité de I'ÉAMBP et pour limiter la 

migration non-désirée des H' au travers de la MEC. Ainsi, l'efficacité électrique de 

I~ÉAMBP est diminuée par une perte de H+ électrogénérés, liée à un manque en ions 

suffisamment mobiles tels que les ions potassium. Par conséquent, l'ajout de potassium 

dans la solution de lait écrémé apparaît comme une nécessité pour obtenir une meilieure 

efficacité électrique. 

Mots clés : Lait, Protéine, Membrane bipolaire, Électroacidification, Migration cationique, 

génération de H'. 



ABSTRACT 

Bipolar membrane electroacidification (BMEA) technology has been applied to 

skim milk protein, in order to produce high purity casein isolates. BMEA uses a property of 

bipolar membrane to split water and the action of monopolar membranes for 

demineralization. When the H' are generated at the bipolar membrane, one cationic charge 

inherent to the sc?!?ition hehg x?ci&fied nlust cross th.t c3tion exchmge ncrnbrzx (CEM) to 

keep the solution electrically neutlal. 

The purpose of this study tvas to rnonitor the migration of charge through the CEM 

to counterbalance Hi generated at the bipolar membranes. 

K+ ions were identified as being the predominant ions that electromigrate from the 

skim milk solution until pH 5.0 is reached, at which point its concentration becomes 

insmcient to counterbalance H'. The other cations partially replaced K' to assure the 

electroneutrality of the solution. It appears that Ki is a necessary ionic species to ensure the 

best eficiency of the BMEA and to limit the non-desired migration of K' across the CEM. 

Therefore, the electrical efficiency of BMEA is decreased by a loss of electrogenerated H*, 
due to a lack of sufficiently mobile ions such as potassium. Consequently, the enrichment 

of the skirn milk with some potassium would be required in order to obtain a better 

elecûicd efficiency. 

Key words : Milk ; Protein ; Bipolar-membrane electroacidification ; cation migration ; H' 
generation 



INTRODUCTION 

Bipolar membrane electroacidification (BMEA) uses a property of bipolar 

membrane to split water and the action of monopolar membranes for demineralization. 

When a current is passed across a bipolar membrane, electrical conduction is achieved by 

transport of and OH' ions generated by electrodissociation of water. For a solution 

circulated in an electrodialysis cell on the cationic side of fie h i p ! o  r n e m b e ,  vhshere tL.e 

H' are generated, the pH of the solution will decrease. In the same time, one cation of the 

solution being acidified mut  cross the cation exchange membrane to keep the solution 

electncally neutral, resulting in its demineralization. Bazinet er al. (1999a) have 

demonstrated, in the case of BMEA of soybean protein emact (SPE), that electromigration 

of the K', which is the predominant cation in SPE, is strongly correlated with the amount of 

electrogenerated H+ in a 1 : 1 ratio. 

Recently the BMEA technology has been applied to skim milk solutions, in order to 

produce high-purity casein isolates (1999~). The composition of the minera1 content of 

soybean is, however, very different fiorn milk : 50 % of the minerai salt content of SPE is 

potassium while calcium represents only 5% (Waggle and Kola, 1979; Pearson, 1983). In 

milk, potassium and calcium represent 18.5 and 15.6% respectively of the total mineral 

content (White and Davies, 1958). In milk, casein interacts with ions or salt (particularly 

calcium phosphate) to form a voluminous rnicellar compiex with a diarneter which varies 

fiom 20 to 600 nm (Cheftel et al., 1985; Schmidt, 1982). By adjusting the pH of rnilk to the 

isoelectric point of caseins, the intra- and inter-protein electrostatic attractions increase, 

which affect the stability of the mineral phase of the micelle (Graet and Brulé, 1993; cayot 

and Lorient, 1998) : 68% of the calcium present in milk is associated with the micelle and 

during milk acidification, the protein micelle breaks down, releasing calcium (Schmidt, 

1982; Cayot and Lorient, 1998). 

The purpose of this study is to identify the cations migrating across the cationic 

membranes during mik BMEA, to quanm them and to improve the BMEA of miik by 

determinhg the appropriate minerai balance. This study has four objectives: (1) to titrate 



milk protein in order to determine the amount of H' necessary to decrease the pH of the 

solution, (2) to evaluate the amount of H+ to be generated during BMEA by chernical 

titration and determination of the amount of electrical charge, (3) to measure the cations 

rnigrating during BMEA nuis, in reference to previous work (Bazinet ei al., 2000b), and 

finally (4) to compare the arnount of cations migrating relative to the amount of 

electrogenerated Hf. 

MATERIAL AND METHODS 

Materia t 

The raw matenal used in this study \vas reconstituted milk (10% W N )  from low 

temperature spray-dried skim milk powder (Agropur, Granby, Canada). The average 

composition of the skim milk powder was the following (g/100g) : total protein, 33.9 ; 

whey protein, 7.4 ; fat, 0.6; carbohydrates, 53.5; ash, 8.2; moisture, 3.8. 

Methods 

a) Electroacidification ce11 

The module used  vas an MP type ce11 (100 cm2 of effective surface) from the 

ElectroCelI Systems AB Company (Taby, Sweden). The cell consists of a structure of nine 

compartrnents separated by four Neosepta CMX cationic membranes (Tokuyama Soda 

Ltd*, Tokyo, Japan) and three Neosepta BP-1 bipolar membranes fiom Tokuyama Soda 

Ltd. This arrangement has the same configuration as that used by Bazinet et d (1999a). 

The anodekathode voltage difference was supplied by a variable 0-100 V power source 

Powentat Model 23 6BU-2 (The Superior Electric Co., Bristol, CO). The three electrolytes: 

milk, KCI (5@) and NazS04 (20 glL) were circulated using three centrifuge pumps Model 

XVB56C34F2012b-W (Marathon Electric, Wausau, WI), and the flow rate was controlled 

at 4.5 Lpm using Filterochem flowmetea Model FC-FI-C-3/8 (Aihambra, CA). The pH of 

the skim mik solution was meamred with a Mode1 411 1 pH meter (Beckmao Instniments 



Inc., Fullerton, CA). The anode, a dirnensiondly-stable electrode @SA), and the cathode, a 

3 16 stainless steel electrode, were supplied with the MP cell. 

b) Protocol 

For chemical acidification, volumes of 250 ml of the skim milk solution were used. 

HCI solutions o f  1 and 2 W w r e  added to acidi@ the prctein s o l ~ t i o ~  to pH 4.7. 

Electroacidification was carried out in batch process at a constant current of 2 A 

(current density, 20 m~lcm'), with electrolyte volumes of 6 litres for the Na2SO~ and KCI 

solution, and 3 litres for the milk solution (Bazinet et al., 2000b). Electroacidification was 

stopped after pH 4.2 was reached. The Uiitial pH of the reconstituted skim milk varied fiom 

6.5 to 6.7. The temperature was maintained constant at 20 k I0C during electrochemical 

treatrnent and was stable at 21 * 1°C during chemical acidifications. Three replicates of 

each expenment were performed in this study. 

During each treatment, samples of the milk solution were taken at the following pH 

: initial pH (about 6.6), 6.2, 5.8, 5.4, 5.0, 4.6 and 4.2. During acidification treatment, the 

volume of HC1 added was recorded at each sampling. During electrochemical acidification, 

the time required to reach pH 4.2 was recorded as well as the anodekathode voltage 

difference, and the conductivity of the protein solution. The concentration of soluble 

protein (on the freshly acidified sarnple) and the concentrations of potassium, sodium, 

calcium and magnesium (on ash redissolved in 2N HCI) were determined, on each sample 

of milk solution. 

c) Anaiysis Methods 

Ash conlent : The ash content of the skim milk samples was determined according 

to the AOAC method no. 945-46 (AOAC, 19952). 

Soltrble protein concentration : The protein concentration was d e t e d e d  ushg a 

FP-428 LECO apparatus (LECO Corporation, Saint Joseph, MI) following the same 

conditions and parameters used by Bazhet et al. (1 999c). 



Potassium, sodizrm. magnesittm and calcizirn concentration rneasurements : 

Sodium, potassium, magnesium and calcium concentrations were determined by 

inductively coupled plasma (ICP, Optima 3300, dual view, Perkin-Elmer, Norwalk, CT). 

The wavelengths used to determine sodium, calcium, magnesium and potassium 

concentrations were 589.59,422.67,285.2 1 and 766.49 nrn respectively. The analysis were 

carried out in radial view. Sarnples were prepared from known weight skim milk solution 

ash dissc?!ved iri !O PL HC! ( 2 9  md di!gtd ~,<t.;.th HC! (3) to he w i t h r ,  the cdibration 

ranges for each cation. 

RESULTS AND DiSCUSSION 

Chernical titration of milk protein solution 

The volumes of HCI added to 350 rnL of skim milk solution to reduce the pH from 

6.6 to 4.2 were 15.1 * 0.8 mL and 7.7 * 0.2 mL respectively for 1 N and 2 N HCI. The 

amount of H' needed to decrease the pH of a protein solution and to overcorne the protein 

buffering capacity is protein concentration dependent (cheftel et al., 1985; Prakash and 

Narasinga Rao, 1990; B m e r ,  198 1). 

Mode1 eurves of soluble protein concentration 

The data obtained for the percentage of soluble protein as the pH decreases from 6.6 

to 4.2, were fitted using Sigrnaplot (Table V-4). The equations were calcdated as sigrnoidal 

cuves a s  done by Bazi.net et al. (1999a) : 



Table V-4 : Parameter calculated values of the sigrnoidal soluble protein curves for 

electroacidification and 1N and 2N HCl chernical acidifications. 

Acidification Parameters CalcuIated 
values 

EIectroacidi fication 

1 N HCI acidification 

2 N HCl acidification 



S, is the percentage of soluble protein, pH, the pH value ranging from pH 6.6 to 

4.2, a the amplitude of the c w e ,  b the percentage of soluble protein at the isoelectric point, 

c the center or point of inflection and IV the width of the transition region of the sigrnoidal 

cuve. 

The protein precipitation curves obtained during electroacidification and chemical 

xidific3tion si si mi!^, s confirrned hy the comparable parameters obtained for a11 curves 

(Table V-4). The soluble fraction at pH 4.2 was composed mostly of whey proteins while 

the insoluble fiaction was the milk caseins (Cheftel et al., 1985; Swaisgood, 1982; Lorient, 

199 1). A trend in the extent of precipitation was observed : by acidification procedures 20.1 

and 19.7% soluble protein were recovered in solution at the isoelectric point (about pH 4.6 

for milk casellis), while by the electrochemical procedure 17.2% of the soluble protein was 

recovered. A decrease of the mik protein concentration and of the ionic strength of the 

mik solution related to the water containing-dead volume of the electrodialysis ce11 may be 

reiponsible for the difference recorded between both process. 

Electrogeoerated H* 

a) Chernical titration determination 

Following the chemical precipitation of the milk caseins, the volumes of acid added 

were transformed into equivalent of H' added, expressed as mMole per gram of protein 

insolubilized at pH 4.2. As expected, the arnount of H+ added to precipitate one gram of 

protein at pH 4.2 is the same whatever the normality of HC1 used (~~=0.997) and this 

relationship between pH and H? added at a given pH could be represented by the following 

quadratic relation (Bazinet et al., 1999a) : 



&.2 is the number of added (by addition of HCl) per gram of protein 

insolubilized at pH 4.2 and ph: the pH value ranging from pH 6.6 to 4.2. 

By analogy, fiom equation (2), the amount of H' electrogenerated at a given pH to 

pH 4.2 to insolubilize a certain amount of protein can be obtained as follow (Bazinet et al., 

1999a) : 

He 4.2 is the number of mMole of H' electrogenerated per liter of protein solution, 

pH' the pH value of the electroacidified protein solution, pHi the initial pH value, C, the 

percent total solids of the reconstituted skim milk, and A the percentage of total protein in 

theeskm milk powder. 

Frorn equation (3) the amount of H* elecuo-generated to precipitate the respective 

protein amount at pH 4.2 tvas determined as s h o w  in Figure V-5. 

As the concentration of soluble protein varies with the pH value, at a given pH, the 

amount of Hf added was calculated and expressed as rnMole of H* per gram of protein 

precipitated at this pH. This amount was obtained by calculating the difference in mMole of 

H+ between two pH values per gram of precipitated protein at pH 4.2 and dividing this 

value by the difference in precipitated protein in the same pH range: This calculation is 

related to the efficiency of added H+, at a particular pH, to insolubilize protein. An increase 

in H* needed to precipitate one gram of protein represents a decrease in protein 

precipitation efficiency. The equation is : 



Fimre V-5 : Cornparison of the amount of electrogenerated H* (rneq.L) and the amount of 

cations migrated (meq./L) during electroacidification of skim milk. 



and 

Hi is the number of rnMole of H+ added (by addition of HCI) per gram of protein 

insolubilized, pH, the pH value, pHFd, the pH, value decreased by 6x (both ranging from 

pH 6.6 to 4.2), C, the percent total solids of the reconstituted skim milk, A the percentage 

of total protein in the skim milk powder, di and dz are respectively the pHx and p ~ x 2  

coefficients from equation (2), a, b, c and IV are parameters fiom equation (1). 

Simplification of equation (4) gives : 

(5) 

Although, the sigmoïdal curve (eq. (1)) was diEerent fiom the one caiculated by 

Bazinet et al. (1 999a) for the precipitation of soybean protein, the sirnplified equations for 

the amount of H+ added per gram of protein insolubilized ( eq. (5) ) were the same for the 

soybean and miik protein. It appears that this equation could be generalized to every 



sigmoïdal protein precipitation fitting in order to determine the amount of required (by 

addition of HCl) per gram of protein insolubilized and to determine the amount of 

electrogenerated Hf by BMEA, for any ninning conditions. 

Protein \vas not precipitated between pH ranging fiom 6.6 to 5.4. Consequently, the 

amount of H' added per gram of protein insolubilized obtained fiom equation (5) were 

!bitec! to pH rmging from 5.4 to 4.6 in order to avoid an unrealistic deviation of the 

model. At the beginning of the protein precipitation fiom pH 5.4 to 5.0, a high amount of 

H+, ranging between 8 and 30 mMole, is needed due to a low quantity of protein which 

may insolubilize in this range of pH. In fact, in this range of pH the percentage of soluble 

protein decreases slightly fiom 100 to 94.5% (Bazinet e t  a l ,  1999~). The largest amount of 

protein is precipitated in the pH range of 5.0 to 4.6 (Bazinet et  al., 1999~). In this range, the 

relative efficiency of the H+ added is the highest with about 0.6 mMole per gram 

insolubilized protein. These results agree with the literature indicating that milk casein 

completely precipitates in the pH range between 5.0-5.2 and 4.6-4.8 (Cheftel et al., 1985; 

Cayot and Lorient, 1998; Lorient, 1991). 

The amount of H' 
insolubilized, by introducing 

into eq. (5) (Table VA). This 

electro-generated can be calculated in mMole/g protein 

BMEA parameters from eq. (1) (79.0, 17.2, 4.88 and 0.0449) 

produces the following equation : 

with 

and 



He is the number of mMole of electrogenerated H+ per gram of insolubilized 

protein, pH, the pH value and pHx-& the pHx value decreased by 6x (both ranging fiom pH 

6.6 to 4.2). 

The theoretical relative efficiency of the electrogenerated H+ during BMEA c m  be 

cdculated fiom equation (6). At the beginning of the precipitation, about 20 rnMole of H' 

will be needed to render one gram of protein insoluble. The relative efficiencies are the 

highest in the sarne range of pH as chemical acidification, with amount of electrogenerated 

H* about 2.4-9.9 mMole : the maximum eEciency is at pH 4.8 wivith 0.3 mMoIe. The H+ 

relative efficiency values are comparable for both chemical and electrochemical 

acidification, since the protein precipitation curves are similar. 

The mass equivalent transported by application of a direct electric current is given 

by Faraday's Law ( ~ o ~ e z - ~ e i v a ,  l988a; Bard and Faulkner, 1983): 

E, is the equivdent mass transported, i the duration, I the cunent intensity and F 

the Faraday constant. 

The amount of electricity necessary to produce a certain separation can also be 

calculated for a stack of N cell pairs by Faraday's Law (lopez-Leiva, 1988a). Equation (7) 

becomes : 



E, is the equivalent mass transported, r the duration, I 

current efficiency coefficient and F the Faraday constant. 

the current intensity, q the 

As the mass expressed in equivalents is related to the molar mass (Emi = n, d, 
equation (8) becomes : 

n, is the number of moles of species i, r, the valence of the species i, N the number 

of ce11 pairs , t the duration, I the current intensity, q the current efficiency coefficient and 

F the Faraday constant. 

Application of equation (9) to the production of H' (MolelL) during 

electroacidification of skirn milk solution with a electrodialysis stack containing N bipolar 

membrane gives the foilowing equation : 

H, is the amount of electrogenerated El? at time t, (Molen), N the number of cell 

pairs , t, the duration of electroacidification, I the current intensity, q the current efficiency 

coefficient, F the Faraday constant and V the volume of skim milk treated. 



The BMEA was carried out on 3L skim milk, at a constant cunent of 2 A. The 

calculation was based on a 90% current efficiency coefficient, since 90-99% of the current 

is carried by the counter-ions across the membranes (Lopez-Leiva, 1988a). Then, the 

amount of electrogenerated H' at a given tirnepoint during BMEA can be calculated in 

Molen by simplification of equation (IO) : 

He, is the amount of electrogenerated H' at time tx (MolelL) and tx the duration of 

electroacidification (s). 

Figure V-5 shows the resuit of the experimental values obtained for the arnount of 

electrogenerated H+ calculated fiom equation (1 1). For any pH value, the amount of 

electrogenerated H' estimated by calculation of electrical charge for a 90% current 

efficiency was very close to the amount of total migrated cations. In addition, the 

cornparison behveen the arnount of electrogenerated H' estimated by both calculation types 

showed a difference from pH 5.0 to pH 4.2. Before pH 5.0, both calculations gave similar 

responses. The difference in response, after pH 5.0, should be due to a salting in effect by 

addition of HC1 which delayed the protein precipitation by 0.1-0.2 pH units (Bazinet et al., 

1999~). By chemicai acidification, there was a simultaneous addition of H' and Cl- which 

consequently increased the conductivity and ionic strength. ïhese curve calculations should 

be considered as the upper and lower limits of the confidence intemal. 

Determination of migrated cations 

As shown in Table V-5 and Figure V-5, fiorn pH 6.6 to 5.4 during BMEA, the 

potassium is the predominant cation to migrate accross the CEM, with a decrease in its 

concentration of 76.8%. In the same range of pH the sodium, magnesium and calcium 

concentrations are constant at about 536, 89 and 1078 mg/L respectively. From pH 5.4 to 

4.2, the sodium, magnesium and calcium concentrations decreased by 60.5,33.7 and 3 1.7% 

respectively, while the potassium concentration in the skim milk solution increased by 

61.0% (fiom 236 to 380 mg/L) in a linear fashion (12 mgL per 0.1 pH unit decrease). The 



Table V-5 : Changes in potassium, sodium, calcium and rnagnesium concentrations during 

bipolar membrane electroacidification of skim milk. 

Potassium Sodium Calcium Magnesium 

(mgfL) (rrigL) 

* Means widiin a column followed by different lettea are significantly different (P< 0.05) 



results obtained are in accordance with those of Bazinet et al. (2000a) and indicated that at 

the end of the BMEA there is a real increase of potassium ions in the skim mik solution. 

Moreover, these results confirmed that potassium is the first ion to migrate during BMEA 

(Bazinet et al., 1999a), due to its higher elecvical mobility and conductivity (Brett and 

Oliveira-Brett, 1994). It is also the predominant ion to leave the skim milk solution until a 

criticd concentration of about 20% of its initial concentration was reached. 

Cornparison between generated H+ and migrated cations during the 

electroacidification procedure 

The values for migrated cations (rng/L) were normalized by calculating the 

variation of each cation concentration, for each pH interval, from the beginning to the end 

of the electroacidification at pH 4.2, and then normalized variation concentrations were 

expressed in meq./L. The sums of the contribution of each cation at different pH were 

compared to the amount of electrogenerated H' determined from equations (3) and (1 1) 

(Figure V-5). It appears that 6om pH 6.6 to 5.4, the H+ are well counterbalanced by cation 

migrations, while from pH 5.0 to pH 4.2 there is a lack in cation migration. Moreover, this 

difference between electrogenerated H+ and migrated cations increases as long as the 

BMEA nuis. The main explanation of this phenomenon is the differential mobility and 

concentration of cations. At the beginning of the process, the potassium is the main ion to 

counterbalance the electrogenerated H' because of its highest mobility and relatively high 

concentration in skim milk. When its concentration is no longer sufficient, the other slower 

cations try to counterbalance the H'. Their contribution is proportional to their mobility and 

valence, as shown previously (sodium, magnesium and calcium). However, these cations 

can not counterbalance completely the H+ electrogenerated, as the H' have the highest 

mobility ; 7.6, 5.2, 11.0 and 6.2 crn'ls.~ respectively for potassium, sodium, magnesium 

and calcium (Brea and Oliveira-Brett, 1994) compared to H+ (36.2 cm2/s.v). Therefore FI+ 

have to migrate across the cation-exchange membrane to ensure the electmneutrality. These 

migrated are lost for the process and decrease the electncal efficiency. Bazi.net et a[. 

(1999a) did not observed this phenomenon on soybean protein electroacidification due to 

the higher concentration in potassium ions in the raw materiai. 



The increase in potassium observed in the skim milk afier pH 5.0-5.4 was reached, would 

be explaüied by a leak of potassium across the bipolar membrane. Since the water 

molecules must enter the bipolar membrane, potassium ions are c&ed across the anionic 

layer of the BPM with water molecules, ovemding the D o ~ a n  effect controhg the 

selectivity of the anionic Iayer, as the concentration in potassium on the anionic side of the 

BPM is high. Anion-exchange membranes are not completely selective to anions, and allow 

2 smd! leâkap of cations on the order of 1-2% [Davis et al.? 1997). 

CONCLUSION 

The different mathematical relations obtained from experimental values of H' added 

by chemical acidification allowed the determination of electrogenerated H' during the 

BMEA process in relation to the concentration of protein to be precipitated. These 

mathematical relationships cm be easily generdized to sigmoidal protein precipitation 

cuives. 

Moreover, the electromigration of K' from the protein solution to the KC1 

cornpartment dwing BMEA has been demonstrated to be strongly correlated to the amount 

of H+ electro-generated until its concentration becomes insufficient to counterbalance the 

g. It appears that K* is a necessary ionic species to ensure the best efficiency of the 

BMEA and to limit the non-desired migration of H' across the CEM and that other cations 

are not as successful in compensating for the lack of K+ migration. 

We can conclude from the data presented in this study that the electrical eEciency 

of BMEA is decreased by a loss of electrogenerated Hf, due to a Iack of sufficiently mobile 

ions such as potassium. Consequently, the addition of a certain amount of potassium (about 

7 to 25 rneq/L) in the skim m i k  should be applicable in order to obtain a better electrical 

efficient y. 
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ATTEINTE DES OBJECTIFS ET AVANCEMENT DES CONNAISSANCES 

Dans ce chapitre, les résultats obtenus ont d'abord permis de répondre à l'objectif 

concernant la comparaison des acidificatioos chimiques et électrochimiques du lait et 

d'identifier d'éventuels éléments de différenciation entre les deux procédés. Ainsi, les 

résultats ont montré que l'acidification chimique et ~ É A M B P  présentent quelques 

différences dans les profils d'acidification: à pH 4.6. toutes les caséines sont précipitées par 

ÉAMBP, alors qu'il reste quelques traces de ces protéines par acidification chimique. Une 

hypothèse a été émise sur le fait que cette différence de précipitation serait liée à un effet de 

salting-in découlant de l'ajout de sels, dans le cas de l'acidification chimique, opposé dans 

le cas de ~'ÉAMBP, à un retrait des sels par déminéralisation qui favoriserait la 

précipitation des protéines. Cependant, la composition chimique et le pourcentage de 

chacune des fractions protéiques entrant dans la composition des isolats produits, a pH 4.2, 

à la fois par ÉAMBP et par acidification chimique ont été démontrés équivalents. 

Deaplus, les résultats obtenus dans ce chapitre, ont permis de répondre à l'objectif visant à 

étudier l'équilibre ionique de la solution de lait électroacidifiée. Les approches chimiques et 

électriques ont permis d'évaluer respectivement à 60 et 78 méq./L le nombre de H' 
électrogénérés au cours de I'ÉAMBP. Ensuite, les analyses par ICP ont contribué a 

l'identification et la quantification des cations migrant au travers des membranes 

cationiques durant L~ÉAMBP du lait (K+ »> ca2' 2 ~ a '  » ~ ~ ~ 3 .  Finalement, les 

résultats obtenus ont permis de comparer ies cinétiques de migration des cations à celles 

des H* électrogénérés ; les ions K+ sont les ions prédominants a électromigrer de la solution 

de lait écrémé jusqu'à ce que pH 5.0 soit atteint. A ce point leur concentration devient 

insuffisante pour contrebalancer les H* électrogénérés et les autres cations présents ne 

remplacent que partiellement les K+ pour continuer a conserver l'électroneutralité de la 

solution. 11 est apparu que les K' sont l'espèce ionique nécessaire pour assurer une 

meilleure efficacité de I~ÉAMBP et pour limiter la migration non désirée des au travers 

de la MEC. 

Ces résultats ont concouru à un avancement des connaissances sur la compréhension 

des phénomènes membmnaires au cours de YÉAMBP. En effet, un modèle permettant de 



déterminer le nombre de H+ électrogénérés à l'interface des MBP a été établi. Ce modèle 

est apparu généralisable a tout type de protéine dont la courbe de précipitation est 

sigrnoïdale. Ce modèle a aussi contribué à mettre en évidence le manque d'ions 

suffisamment mobiles tels que les ions potassium pour contrebalancer les H' électrogénérés 

et conserver l'électroneutralité de la solution de lait écrémé. Ce manque d'ions 

suffisamment mobiles aboutit donc à une migration non désirées d'une partie des K' 
é!ectngénéréc, perdus pour ~ É A M B P  ; i l  en résulte une diminution de l'efficacité 

énergétique du procédé. 



CHAPITRE VI 

EFFET DE LA NATURE DES SELS AJOUTÉS ET DE L'AUGMENTATION DE 

LA FORCE IONIQUE DANS LA SOLUTION DE LAIT SUR LES 

PERFORMANCES DE LA TECHNOLOGIE, LA COMPOSITION CHIMIQUE ET 

LA FONCTIONNALITÉ DES ISOLATS PRODUITS PAR EAMBP 



CHAPITRE VI 

EFFET DE LA NATURE DES SELS AJOUTES ET DE L'AUGMENTATION DE 

LA FORCE IONIQUE DANS LA SOLUTION DE LAIT SUR LES 

PERFORMANCES DE LA TECHNOLOGIE, LA COMPOSITION CHIMIQUE ET 

LA FONCTIONNALITÉ DES ISOLATS PRODUITS PAR EAMBP 

TRANSITION CONTEXTUELLE 

Comme pour tout procédé électrochimique, les solutions traitées par ÉAMBP 

doivent posséder un contenu minéral relativement élevé pour permettre une conductivité 

électrique adéquate afin de diminuer la résistance globale de la cellule d'électrodialyse. 

cene conductivité peut être obtenue par ajout d'une certaine quantité de sels dans la 

solution de lait écrémé comme suggéré au chapitre V pour améliorer I'efficacité 

énergétique du procédé. Les objectifs de cette étude sont donc (1) d'étudier l'effet de la 

nature des sels ajoutés et de l'augmentation de la force ionique sur les performances 

énergétiques de I'ÉAMBP, (2) d'étudier l'effet de la nature des sels ajoutés et de 

l'augmentation de la force ionique sur la composition chimique et la fonctionnalité des 

isolats produits par ÉAMBP et, (3) de comparer les qualités compositionnelle et 

fonctionnelle des différents isolats produits par ÉAMBP avec celles de standards 

commerciaux et chimiques. 

Les résultats de ce chapitre ont fait l'objet de deux articles : Le premier intitulé 

«Effect of Added Salt and Increase in Ionic Strength on Skim Milk Electroacidification 

Performances» soumis pour publication dans J. Dairy Res. Les auteurs sont : Laurent 

BaMet (Candidat au Ph. D.: planification et réalisation des ejrpériences, analyse des 

résultats et rédaction de l'article), Denis Ippeniel (participation à la réalisation des 

expériences, correction et révision du manuscrit), Christine Gendron (participation à la 

réalisation des experiences et révision du manuscrit), Behzad Mahdavi (révision du 



manuscrit), Jean Arniot (Directeur de thèse : supervision scientifique de l'étudiant, 

correction et révision du manuscrit), et François Lamarche (Co-directeur de thèse : 

supervision scientifique de l'étudiant, correction et révision du manuscrit). 

Le second ayant pour titre ({Effect of Added Salt and Ionic Strength on Physicochemical 

and Functional Properties of Casein Isolates Produced by Electroacidificatiom soumis pour 

publication dans Int. J. Dairy Sci. Les auteurs sont : Laurent Bazinet (Candidat au Ph. D.: 

planification et r h l i sdon  des expérier?ces, mdyse des résu!tats et rédaction de I'article): 

Christine Gendron (participation a la réalisation des expériences, analyse des propriétés 

fonctionnelles et révision du manuscrit), Denis Ippersiel (participation à la réalisation des 

expériences, correction et révision du manuscrit), Josée René-Paradis (analyse des 

propriétés fonctionnelles), Claudia Tétreault (analyse des propriétés fonctionnelles), 

Jocelyne Beaudry (analyse des minéraux sur ICP), Michel Britten (révision du manuscrit), 

Behzad Mahdavi (révision du manuscrit), Jean Arniot (Directeur de thèse : supervision 

scientifique de l'étudiant, correction et révision du manuscrit) et François Larnarche (Co- 

directeur de thèse : supervision scientifique de I'étudiant, correction et révision du 

manuscrit). 



RÉsW (Premier article) 

L'électroacidification avec membranes bipolaires (EAMBP), technologie utilisant la 

propriété des membranes bipolaires à dissocier les molécules d'eau et l'action 

déminéralisante des membranes cationiques, a été employée pour la production de caséines 

acides. Le but de cette étude était d'évaluer les performances de I'EAMBP dans différentes 
. . toiiditioi~s dc foicc ioïiive (paJwre = 0, 0.25, 0.5 et !.O LI) ct cl; sels ajout& @ C I 2 ,  ?hC! 

et KCI) afin d'établir la combinaison optimale des ces deux paramètres.. 

La meilleure alternative a été obtenue avec du KCL à une force ionique de 0.5 M ; 

elle a permis une diminution de la consommation énergétique de 45%. Cette amélioration 

de I'eficacité énergétique a été la résultante d'une baisse de tension, Liée à une 

augmentation de la conductivité, couplée avec une compensation, par ajout de sel, du 

manque en ions suffisamment mobiles dans le lait écrémé. 

~ o t s  clés : Acidification électrochimique, Membrane bipolaire, Caséine, Sels, Force 

ionique. 



ABSTRACT 

Bipolar-membrane electroacidification (BMEA) technology, which uses the 

property of bipolar membranes to split water and the demineralization action of cation- 

exchange membranes (CEM), was tested for the production of acid casein. The aim of this 

study was to evaluate the performance in different conditions of ionic strength 

The combination of KCl and pa*d,d = 0.5 M was the best combination with a 45% 

decrease in energy consumption. The better energy efficiency was the result of a decrease 

in the anoddcathode voltage difference, due to an increase of conductivity, coupled with 

the compensation, by addition of salt, for the lack in sufficiently mobile ions in the skim 

milk. 

Key words : Electrochemical acidification, Bipolar membrane, casein, salt, ionic strength. 



INTRODUCTION 

A procedure developped for soybean protein precipitation (Bazinet et al., 1996 ; 

1 9 9 7 ~ ) ~  which was denved fiom electrodialysis, was tested for the production of acid 

casein (Bazinet et al., 1999~). This tcchnology, generically termed bipolar-membrane 

electrodialysis or more specifically bipolar-membrane electroacidification (BMEA), uses 
+ Ji+ n 2i0p;r.j of Vipdrir mmDmxs tc split i:zter md the ~ t ; m  î f  catim-exchange 

membranes (CEM) to demineralize. As in any electrochemical process, the products to be 

treated by BMEA must possess a relatively high minera1 content to allow a good electrical 

conductivity in order to decrease the global resistance of the electrodialysis cell. Moreover, 

Bazinet et al. (2000~) recently demonstrated that the electrical efficiency of skim milk 

electroacidifiaction is decreased, because of a lack of sufficiently mobile ions such as 

potassium and consequently by a loss of eiectrogenerated H'. They suggested adding a 

certain amount of salt to the skim milk in order to obtain a better electncal efficiency. 

In milk, electrostatic interactions between arnino-acid chahs and ions in solution 

give a strong structural stability to protein. The role of intra- and intermolecular ionic bonds 

between caseins is not clear. However, there are numerous sites for potential ionic bonds 

between the casein molecules, and these sites would play a major role in sub-unit 

interactions (Farrell, 1988). Calcium and phosphate are criticai for micelle stability. By 

adjusting the pH of milk to the isoelectnc point of casein, the intra- and inter-protein 

electrostatic interactions are increased, which affect the stability of the mineral phase of the 

micelle (Cayot and Lorient, 1998). Furthemore, results obtained by Graet and Brulé (1 993) 

have shown the effects of pH and ionic strength on the distribution of mineral salts in rnilk. 

As the protein content is very sensitive to ionic strength and pH changes, the a h  of 

this study was to evaluate the performance of BMEA under different conditions of ionic 

strength and added salt. Performances of BMEA carried out at foui ionic strengths (pddcd = 

0,0.25,0.5 and 1 .O M) and with three added salts (CaC12, NaCl and KCl) were compared in 

tems of electrodialysis celi parameters, percentage of proteins precipitated, protein 



molecular profiles, energy consumption and protein profiles of isolates produced in each set 

of conditions. 

MATERIAL AND METWODS 

Material 

The raw matenal used in this study was reconstituted milk (10% W N )  from low 

temperature spray-dried skim milk powder (Agropur, Granby, Canada). The averaged 

composition of the skirn milk powder was the following (g/100g) : total protein, 33.9 ; 

whey protein, 7.4 ; fat, 0.6; carbohydrates, 53.5; ash, 8.2; moisture, 3.8. 

Methods 

Electroacidification ce11 

nie module used was an MP type cell (100 cm2 of effective electrode surface) from 

ElectroCell Systems AB Co. (Taby, Sweden). This arrangement defines three closed loops, 

separated by cationic and bipolar membranes (Tokuyama Soda Ltd., Tokyo, Japan) 

containhg the milk solution, a 0.25 N HCl solution and a 20 gL, Na2S04 solution. Each 

closed loop was comected to a separate extemal reservoir, dlowing for continuous 

recirculation (Bazinet et a l ,  1997b). 

b) Protocol 

Electroacidification was carried out in batch process using a constant current of 2.0 

A. Electrolyte volumes of 6 litres were used for the Na2S04 and HCI solutions while a 3 L 

volume was used for the milk solution. The electroacidi£ication was stopped when al1 the 

casein was precipitated (pl&). As the pH, values Vary with the type of added sait and ionic 

strength, the respective values of pH, were determined in a prelirninary study for each 

combination of salt and ionic strength. 



A 4x3 factorial array ivas set up; 4 ionic strengths (pndded = 0, 0.25, 0.5 and 1.0 M) 

and three different added salt (CaC12, NaCl and KCl) were tested. Two replicates of each 

combination of factors were performed in this experiment. 

During each treatment, 1.5 mL samples of the milk solution were taken at pH 6.6, 

5.6, 5.2 and thereafter at every 0.2 pH unit decrease until the pHc value was reached. The 

tirne required to reach the pHc value, the anodekathode voltage diflerence, the conductivity 

and the temperature wers recordcd iü tlie trtatnicnt proyressed. Tliz s~nsentration cf 

soluble protein and the molecular weight profiles were determined from the freshly 

acidified 1.5 mL samples,. At the end of each nin, about 2.5 L samples of the pHc milk 

solution were taken. These samples were centnfbged for 10 minutes at 4OC, at 500 g 

(Centrifuge Model 52-2 1, rotor type JA-IO, Beckman Instruments Inc., Pa10 Alto, CA), the 

precipitate was washed twice with double-distilled water. The pH of the isolate was 

readjusted to pH 6.6 with 1 N NaOH to produce sodium caseinate, before being lyophilized 

for 24 hours at room temperature (Model Freezone 4.5, Labconco, Kansas City, MI). The 

lyoihilized isolates were stored at 4'C pnor to analysis. 

c) Analvsis methods 

Soluble protein concentration measzirernent: The protein concentration was 

rneasured using a FP-428 LECO apparatus (LECO Corporation, Saint Joseph, MI) in the 

conditions used by Bazinet et al. (1 999c). 

Protein ~rofiles: The chromatographie analysis of the molecular profile of the 

lyophilized protein isolate and skim milk samples was performed by reverse-phase HPLC 

according to Jaubert and Martin (1992) and applying the same conditions as Bazinet et al. 

(1999~). 

Enerw c o m p t i o n  : The energy consumption for each treatment was determined 

to measure the electrical eficiency of the procedure (Pérez et al., 1994; Lopez Leiva, 

1988a). The voltage as a function of the time multiplied by the curent was integrated 

according to the following equation: 



t 5 :  pH, 

E =  l I / 6 0 x ~ d t  
r,, : p k 6  or relative initiai pH 

where: U = voltage (volts) 

1 = current (amperes) 

t = time (minutes) 

E = energy (joules) 

BMEA parameters 

a) Duration 

The duration of the BMEA was the same for dl salts (dl ionic strength averaged) at 

89.7 I 29.3 minutes (P>0.1910) (Table VI-1). In addition as the ionic strengdi (al1 salts 

averaged) increased, the dpration of the electroacidification increased as well (P<0.0001): 

for paddcd increasing from O to 1.0, the duration increased fiom 46.4 to 119.6 minutes 

respectively. As confirmed by the regression contrast, the duration increased in a quadratic 

fashion (P<0.0001) : the duration increased by 48.6% between Padded 0 and 0.25 M, by 

11.8% between pa&jed 0.25 and 0.5 M and finally by 14.3% between plddcd 0.5 and 1.0 M. 

Added sait and the ionic strength influenced the initial conductivity values of the 

skim milk solution (ionic strength added P<0.000 1, salt P<0.000 1, double interaction 

salt/ionic strength added P<O.OOOl)(Figure VI-1). However, co~ductivity was stable al1 

through out the process whatever the salt and the level of ionic strength added. Initial 

conductivity of the skim mik solution varied with the concentration and the type of added 



Table VI-1 : Effect of ionic strength added and type of sali added on the t h e  of 

electroacidification (minutes). 
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Fimire VI-1 : Effect of added salts and ionic strength on conductivity of the milk solution 

during bipolar membrane electroacidification, nui at a current density of 20 mA/cm2. 



salt : KCI fiorn 4.7 to 87.8 mS/cm, NaCl from 4.7 to 65.4 mSlcm and CaCI2 fiom 4.7 to 

42.7 mS/cm. 

c) AnodeIcathode voltage difference 

According to thé added sdt and ionic strength the initial voltage applied differed 

due to t k  intr.nsic conductiui~r J of the ss!t, -s previous!-? J shcwn : 30.8, ! 8.0 m d  17.4 1:clts 

for the CaCI2, NaCl and KCl respectively. In addition, increasing the added ionic strength 

reduced the voltage variations between the beginning and the end of the BMEA in a 

quadratic fashion (P4.0002) (Figure VI-2) : for al1 saits averaged, the voltage variation 

decreased from 42 to 26.5 volts behveen paddcd O and 0.25 M, f?om 26.5 to 17.3 volts 

between paddcd 0.25 and 0.5 M and finally from 17.3 to 8.3 volts between paddcd 0.5 and 1 .O 

M. The ionic strength added decreased the voltage variation due to an increase in ionic 

species available to migrate across the CEM. 

Soluble protein 

The equations of the curves representing the changes in percentage of soluble 

proteins as a function of pH produced coeficients of detemination ranging fiom 0.963 to 

0.999, except for CaC12, pa&jed=0.5 M with a coefficient of 0.670. The evolution of soluble 

protein during BMEA of skim milk was different according to the salt added and the ionic 

strength level (Figure VI-3). The sigrnoidal curve of the milk solution without sait added 

showed an inflection point at pH 4.94 which was the highest one in cornparison with those 

of milk solutions with salt added. The inflection points of the curves obtained with addition 

of Ca(&, NaCl and KCl (0.25, 0.5 and 1.0 M padded averaged) were pH 3.92, 4.18 and 4.33 

respectively. Moreover, for each added salt, the soluble protein c w e s  had different 

evolution according to the ionic strength added. n i e  different evolution of soluble protein 

was confirmed by calculation of the inflection points and the width of transition of the 

solubiIity curves : for NaCI, the soluble protein curves were the same with inflection points 

at pH 4.21,4.16 and 4.18 and width of transition of O.O8,O.O6 and 0.07 pH unit for paddd of 



Fimire VI-2 : Effect of added salts and ionic strength on anode cathode voltage difference 

during bipolar membrane electroacidification of skim mik, nin at a cunent density of 20 

rnA/cmZ. 



Fimre V I 3  : Effect of added salts and ionic strength on soluble protein during bipolar 

membrane electr~aci~cation of skim milk, run at a curent density of 20 d c m 2 .  



0.25, 0.5 and 1.0 M respectively. In the case of CaC12, the delay in precipitation was 

increased with an increase in the ionic strength ; idection points at pH 4.2 1,3.92 and 3.65 

and width of transition of 0.06, 0.004 and 0.04 pH Ilnit for padded of 0.25, 0.5 axld 1 .O M 

respectively. For the KCl, the delay in precipitation was increased with the increase in ionic 

strength, while the width of the transition of the solubility curve was decreased ; pH 4.51 

and 0.14 pH unit, pH 4.29 and 0.05 pH unit, and pH 4.1 8 and 0.06 pH unit at paddcd of 0.25, 

Protein profiles during BMEA and of isolates 

The linear equations of the curves representing the changes in percentage of each 

protein fraction as a function of pH produced coefficients of determination ranging from 

0.744 to 0.961, except for whey protein fiaction, at a padded = 0 and 0.5 ivi mth addition of 

CaC12, and at ppddsd = 0.5 M with addition of KC1, with coefficients of 0.663, 0.552 and 

O. i05 respectively. Added salt and ionic strength influenced the evolution of the percentage 

of each protein fiaction in the supernatant (Tables VI-2 and 3). The precipitation of al1 

casein fractions was delayed by increasing the ionic strength with CaC12 and KCI. 

Increasing the ionic strength with KC1 did not affect the pHc values; increasing the ionic 

strength with CaClz resulted in Iower pH, values. In the case of NaCl addition, the 

percentage of each casein fraction precipitated at pH 4.4 and 4.2 were the sarne for paddcd 

of 0.25 and 1 .O M, but higher than that of 0.5 M paddcd . The NaCl appears to have a sdting- 

out effect at 0.5 M. 

As confirmed by Duncan tests (P<0.05), a part of the whey protein was precipitated 

with the casein fraction. 

in the isolates produced by B E A ,  the concentrations of the major protein fractions 

of rnilk, G- and n-caseins, were the same whatever the salt and the ionic strength 

added (D0.0847 and P>0.1303 for the %-casein and p-casein respectively): 40.4 k 0.5% 

and 46.1 * 0.7% for as- and p-casein respectively (Table VI-4). However, the type of salt 

(Pc0.015 1 for the whey protein and P4.0057 for wasein) and the added ionic strength 



Table VI-2 : Effect of ionic strength added and type of salt added on the percentage of K- 

and %-casein in the supernatant. 

No salt added CaCh 

* Means within a column followed by different lettea are significantly different (P< 0.05) 



Table VI3 : Effect of ionic strength added and type of sdt added on the percentage of P- 
casein and whey protein in the supernatant. 

No salt added CaCIz NaCL KCI 

16.1 a 162 abc 16.9 abc 
15.7 ab 16.3 abc 182 a 
153 ab 16.1 abc 18.2 o 
15.8 ab l6.4ab 17.7ab 
14.9 ab 163 abc 16.7 abc 
15.4 ab l6.S a 18.0 a 
14.9 ab 15.7 abc 16.8 abc 
13.6 b 15.6 abc 17.4 ab 
1 1 . 4 ~  15.0abc 172 ab 
9.4 d 13.9 abc 159 abc 

10.3 d 15.0 ibc 14.8 bcd 
13.5bc 13.9 cdc 
13.4 c 12.9 def 

12.8 def 
113 cf 
10.9 f 

* Means within a colurnn followed by different lettea are significantly different (P< 0.05) 



Table V I 4  : Effect of ionic strength added and type of salt added on the percentage of K- 

casein, a,-casein, p-casein and whey protein in the isolate produced by BMEA. 

No sal t  added CaClZ NaCl KCI 



(P<0.0003 for the whey protein and PxO.03 for the K-casein) influenced the fmal 

concentration of whey protein and ecasein in the isolate composition. 

For the effect of salt 

concentration of whey protein 

cornparison with NaCl and KCl 

1.4 and 12.1% for NaCl, and 

frac [ions respectiveiy . 

added (al1 psdded averaged), the CaCl? increased the 

fiaction and decreased the concentration of k-casein in 

which had similar values : about 1.8 and 1 1.6% for CaCl?, 

1.4 and 12.0% for KCI for whey protein and K-casein 

For the effect of paddcd (al1 saits averaged), a 23.8% increase in concentration fiom O 

to 0.5 M pad&d and a 58.0% increase in concentration fiom 0.5 to 1.0 M p.d,jed were noted 

for whey protein fraction, while a 4.7% decrease fiom 0 to 0.25 M padded and a 6.4% 

increase in concentration from 0.23 to 1.0 M Ppdded were obtained for K-casein. 

For the interaction salt addedhonic strength added (Pc0.014 for whey protein 

fraction and P~0.0481 for K-casein), the concentration of whey protein in the isolate 

increased with an increase in pad&d , and this increase fiom O to 1 M padded was higher for 

CaCh (+188.3%) than for NaCl (+60.2%) and KC1 (+38.5%). The concentration of K- 

casein in the isolate produced by BMEA was similar whatever the ionic strength added for 

KCl (about 12.0 I 0.1%), while for NaCl and CaC12 the concentration decreased from O to 

0.25 M piddcd (-7.8 and -512% for Ca& and NaCl respectively) and increased thereafter 

(+9.2 and +9.8% for CaClz and NaCl respectively). 

Energy efficiency of the process 

The energy consumption (in kWMcg of isolate) was first calculated with the tirne required 

for BMEA to decrease pH fiom 6.6, after readjustment of the pH foilowing the addition of 

salt, to the pHc value and thereafter with the relative tirne. The relative thne is the time 

required for BMEA to decrease the pH fiom the pH value obtained after the addition of 

salt, without readjustment to 6.6, to the pK. 
Addition of salt, except for CaCh, resulted in a decrease in energy 

consumption (Table VI-5). For al1 padded averaged, 14.3 and 30.5 % decreases in energy 

consumption were obtained with addition of NaCl and KCI respecitveiy, while a 182.9% 



Table VI-5 : Effect of ionic strength added and type of salt added on the energy and 

relative energy consumption of electroacidification ( k m g  of isolate). 

Energy 

Relative 
Energy 



increase was calculated with CaCll addition. Moreover, according to the ionic strength and 

the salt added, the evolution of the energy consumption is different. With addition of NaCl 

and KCI, the energy consurnption decreased by 4.6 and 23.5% respectively benveen paddcd = 

O and 0.25 M, thereafler the energy decreased by 18.3 and 28.1% respectively between 

paddcd = 0.25 and 0.5 M to finally increased by 7.4 and 46.5% between padd,a = 0.5 and 1.0 

M. In the case of Ca& addition, the energy consurnption increase by 227.5% fiom O to 0.5 

and drçreased drasticaiiy by 36.4% bttwtcii padded= 0.5 and i .û hi. 

The values of energy consumption calculated with the relative times gave similar 

results for KC1, due to a very low pH decrease by this monovalent ion. For CaCI2 addition , 

the results for the energy consumption obtained for plddcd = 0.25 and 0.5 M were lower but 

the trends in energy consumption were the same as for the previous calculations. For NaCl, 

the relative energy consumption decreased by 30.9% Erom O to 1 .O M pldded : the energy 

consumption decreased drastically between padded = 0 and 0.25 M and stabilized thereafker. 

DISCUSSION 

BMEA parameters 

During electrochemical processes, such as BMEA, high conductivities are necessary 

to increase the cunent efficiency. In this expenment, althougth the conductivity of the 

skim milk solution was increased, the duration of the BMEA was increased, whatever the 

salt added. The conductivity was no longer the limiting factor. The limiting factor was the 

protein precipitation which is delayed by salting-in. Bazinet et al. (1997a), on BMEA of 

soybean protein, did not observed any difference in duration by increasing the salt 

concentration From 0.06 to 0.24 M of KCl. They showed that at 0.24 M of added KCl, the 

duration was the same as at 0.06 M KCl added, and that there is a slight delay, due to the 

saking-out effect, in the protein precipitation curve. However, results obtained for 

conductivity and anodelcathode voltage differences are in accordance with the data of 

Bazinet et al. (1997a) : the increase in added salt concentration increases the initial 

conductivity values and reduces the voltage rise at the end of the experiment. 



Precipitation of protein during BMEA 

For Pa&jed ranging from 0.25 to 1.0 M, except for the NaCl, the pH, vdue? at which 

dl the caseins are precipitated, decreased with an increase of the ionic strength by salting-in 

(Cheftel el al., 1985; Kinsella et al., 1985). In the case of NaCl addition, the diKerent levels 

of ppddrd had no effect on the soluble protein profile, however there is an effect of salting-in 

in ssmpmisûri vviüi solübk piatein of sNiii mi% ;vittait NaC! added. This confims the 

results obtained for the BMEA parameters and particularly the increase in tirne required to 

reach pH, value, as the pH, was reached at a lower pH value. The results obtained for the 

KCI are in accordance with the data obtained by Bazinet et al. (1997a) on soybean protein 

electroacidification. Repulsive hydration forces between proteins and protein solubility are 

minimal at the isoelectric pH, unless the net charge on the proteins is controlled in part by 

highly hydrated cations such as M~'+, ca2' and ~ a '  (Pashley and Israelachvili, 1984). In 

the latter situation, coagulation occurs when the H' concentration is high enough to replace 

the hydrated cations. The more ca2' present? the hisher the H* concentration required to 

cause coagulation. Thus the highest pH at which casein micelles coagulate decreased from 

5.0 to 3.8 as CaClz concentration was increased fiom 10 to lOOmM (Bringe and Kinsella, 

1987). Strange et 01. (1 991), observed that at pH levels above the isoionic point the pH of 

d l  casein solutions measured decreased upon addition of NaCl, indicating an exchange 

between ~ a '  and H'. Ho and Waugh (1965) also noted a decrease in pH when KCI was 

added to isoionic as-casein and attributed this decrease to the binding of K'. However, this 

decrease in pH may also be attributed to replacement of H' fiom the diffuse, positively 

charged electronic layer which surround the negatively charged protein with ~ a +  (Bull, 

1943). 

Couahaudon et al. (1989) showed that for an ionic strength increased by addition of 

NaCI concentration ranging fiom O to 1 M, the protein solubility was enhanced in the pH 

range of the isoelectric point by decreasing the electrostatic attrbctioos and cornpetition 

between Naf and protons which causes a salting-in effect. Moreover, they observed that the 

solubility was slightly decreased for the pH far fiom the pHi (acidic or basic) at 1% protein 



concentration (vdv), but if the protein concentration was increased fiom 0.5 to 4% (wlv) at 

0.5 M NaCl, the percentage of soluble proteins was strongly decreased. 

Protein fraction profiles 

The results obtained on protein profiles of milk proteins during BMEA agree with 

data for soiuhie protzin, and cive more information on the differential precipitation 

evolution of each protein. The precipitation of a part of the whey protein was observed in 

previous results obtained on skim milk powder (Bazinet et al., 2000b). The decrease in 

whey protein in the skim milk solution obsented at the end of the process result likely of 

the CO-precipitation of a-la and P-lg with K-casein due to heating treatment prior to BMEA. 

During the drying treatment of milk, a complex of a-la and P-lg with K-casein is fomed 

(Cayot and Lorient, 1998). According to Iametti et al. (1993), the quantity of whey protein 

associated with caseins increases with the intensity of the thermal treatment. More 

precise~y, during the thermal treatment. the P-Ig forms a complex with the K-casein via an 

exchange between sulfhydryl groups and disulfide bonds at the natural pH of the milk 

(Tessier and Rose, 1964; Sawyer, 1969; Singh and Fox, 1987; Cayot and Lorient. 1998). In 

addition, although the a-la does not form a complex with the K-casein during thermal 

treatment, it forms a complex with the P-lg. Then the a-la could associate indirectly with 

the K-casein. The thiol group of the P-lg could catalyze the formation of disulfide bonds 

between the a-La and the K-casein (Kmsella, 1981; Cayot and Lorient, 1998). However, 

BMEA would not have such an effect. 

The concentrations of die ci- and p-casein fraction in the isolates were unchanged 

whatever the salt and the ionic strength added. Isolates produced by BMEA at 1.0 M padded 

were analyzed by LC/MS, and the whey protein fiaction was identified as a-lactalbumin. 

CaC12 favoured the precipitation of whey protein fiaction by BMEA. Mailliard and 

Ribadeau-Dumas (1958) demonstrated in their attempt to separate P-lg by saiting-out fiom 

an acid whey retentate that between pH 3.0 and 4.0, at high salt concentrations (5% NaCl), 

the a-la precipitated and was predominant in the precipitate. 



Energy efficiency of BMEA of skim milk 

Adding NaCl and KCl at pndded of 0.25 and 0.5 M increased the energy eficiency of 

BMEA. The combination of KCl and ppdded = 0.5 M was the best combination with a 45% 

decrease in energy consurnption, since the potassium ion mobility is higher than that of 

sodium ion (7.6 versus -5.2 cm2.s-'.v"). The better energy efficiency resulted from a 

decrase of t'lie araddcaihodc voltage Uifferencc, due !O an increxe cf conductiuity, 

coupled with the compensation, by addition of salt, of the lack in suficiently mobile ions in 

the skim milk. This result was in accordance with previous results (Bazinet et al., 2000b) 

suggesting the addition of salt in order to improve energy eEciency. However, in this study 

the amount of salt added, with addition of KCI at a paddcd = 0.5 M, corresponds to an 

addition of 500 meq/L of skirn milk which is different fiom the 7-25 meqL value estimated 

by difference between cations migrated and electncal and chernical calculations (Bazinet et  

a1.,2000b). These results are not contradictory. The addition of 7-25 meq./L of K' to the 

s k i m  milk solution was suggested in order to cornpensate for the lost of K. However, to 

improve the BMEA process, the results of Bazinet et al. (3000b) indicated adding 50 

m e q L  of K' and more. Furthemore, the kuietics of protein precipitation was influenced 

by the concentration of salt added in the skim milk solution. Since the kinetics of the 

protein precipitation was delayed by addition of salts, a lower pH value has to be reached, 

and consequently, a higher nurnber of H' must to be generated. 
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RÉsUMÉ (Deuxième article) 

Une procédure développée pour la précipitation des protéines de soya et dérivée de 

l'électrodialyse a été employée pour la production de caséines acides à partir de lait écrémé 

reconstitué. L'objectif de cette étude était d'évaluer l'effet du type de sel ajouté (CaCl2, 

NaCl et KC1) et de la force ionique de la solution de lait lait écrémé (p,o,,c, = 0, 0.25, 0.5 
. . md 1.0 !A) SU 13. ~ ~ r n p ~ s l : r m  cbimiq~c et sur 1:s proprietes phpiccchimiqurs et 

fonctionnelles des isolats produits par électroacidification. Ces isolats ont aussi été 

comparés avec trois isolats cornmerciaw et un isolat produit par acidification chimique. 

Les isolats produits par électroacidification avec membranes bipolaires avec 

différents types de sels et à différents niveaux de force ioniques ajoutées, sauf avec CaClz à 

j de 1 M, montrent des propriétés physicochimiques et fonctionnelles similaires à 

celles de l'isolat produit chimiquement et des isolats commerciaux. Cependant, les 

différences observées entre les isolats au niveau de La capacité moussante et de l'activité 

émulsifiante seraient liées à une différence de composition minérale. 

Mots clés : Acidification électrochimique, Membrane bipolaire, Caséine, Sels, Force 

ionique. 



A procedure developed for soybean protein precipitation which tvas derived fiom 

electrodialysis was tested for the production of acid casein fiom reconstituted skim milk. 

The aim of this study was to evaluate the effect of type of added salt (CaCl?, NaCI and 

KC1) and ionic strength of the skim milk solution (pdded = 0, 0.25, 0.5 and 1.0 M) on the 

chernical composi~ion a;qz t$e -h.. .AL, S L W ~ , A ~ , A L ~ ~ ~ A  :-fi-'.--:- 1 ;~7d ~ ; Y ? c ~ x !  p p s ? i e s  cf 

electroacidified isolates produced. These isolates were cornpared with three commercial 

and one chemically-produced isolates. 

The isolates produced by bipolar membrane electroacidification with different type 

of added salts and ionic strength, except at 1 M CaCiz padded showed physico-chernical and 

functional properties similar to the chemically-produced and commercial isolates, except 

for small differences in foaming properties and in emulsifiing activity between isolates that 

might be the result of a different minera1 content. 

Key words : Electrochemicd acidification, Bipolar membrane, casein, salt, ionic strength. 



INTRODUCTION 

Milk proteins account for about one-quarter of total dietary protein in the 

industnalized world and stili cost less than proteins derived fiom eggs or meat (Hambraeus, 

1982). h many cases, milk protein ingredients are promoted on the basis of their nutritional 

profiles, but their primary function is to impart specific functional properties to the finished 

prodr?~!. S o m  &iry inpredientc !a& fi~~ctionality as a cnniequence of the method of 

production. Relatively new fractionation and modification procedures have been developed 

to enhance the functiondity of milk proteins (Modler and Jones, 1987). 

Protein integrity can be affected during technological treatments. Changes in the 

surrounding media composition lead to modifications and to variation in protein functional 

properties (Cayot and Lorient, 1998). The functional properties are the macroscopic 

expression of the capacity of a protein to modiS, its conformation in response to an 

environmental change. Hence, an increase in ionic strength decreases the ionic interactions 

and consequently the solubility profile of the protein. Moreover, the presence of divalent 

ions, in high concentration, rnay lead to important aggregation during technologica1 

treatments with negative technological consequences (Cayot and Lorient, 1998). 

Recently, bipolar membrane electroacidification (BMEA) has been applied to skim 

milk protein in order to produce acid casein isolates (Bazinet et al., 1999~). Shidies carried 

out on soybean have s h o w  that the chernical composition of bipolar-membrane 

electrodialysed isolates was supenor or equai to that of commercial standards, with 

functional properties comparable to these standards (Bazinet et a[., 1996; 1997~). 

Furthemore, in a previous study the addition of KCl in the milk solution at paddcd = 0.5 M 

allowed a 45% decrease in energy consumption (Bazinet et al., 2000e). 

The aim of this snidy was to evaluate the effect of increasing ionic strength of the 

skim milk solution (padded = 0, 0.25, 0.5 and 1.0 M) with different salts (Ca& NaCl and 

KCl) during BMEA on the chernical composition, physico-chemical and functiond 



properties of BMEA isolates and to compare these isolates to commercial and chemically 

produced isolates. 

MATERIAL, AND METHODS 

Material 

Casein isolates (CAS) were produced by electroacidification. The 

electroacidifications described in a previous study were carried out under different 

conditions of added salt (CaCl?, NaCl and K I )  and ionic strength of the skim milk solution 

(padded = O, 0.25, 0.5 and 1.0 M) (Bazinet et a l ,  2000e). The raw material used for BMEA 

was reconstituted milk (10% d v )  fiom low-temperature spray-dried skim milk powder 

(Agropur, Granby, Canada). Two replicates of each combination of added salts and ionic 

strength were performed in this expenment. At the end of each run, about 2.5 L samples of 

thé electroacidified milk solution were collected. These samples were centrifuged for 10 

minutes at 4'C, at 500 g (Centrifuge Model J2-2 1, rotor type JA-1 O, Beckman Instruments 

Inc., Pa10 Alto, CA), the precipitate was \vashed nÿice with double-distiiled water, and the 

pH adjusted to 6.6 with IN NaOH. The sodium caseinates (CAS) produced were 

lyophilised for 24 hours at room temperature (Model Freezone 4.5, Labconco, Kansas City, 

MI). The lyophilised CAS were stored at 4°C. 

Three commercial sodium caseinates were purchased : New Zealand isolate from 

New Zealand Milk Products Inc. (Santa Rosa, CA), Sigma isolate fiom Sigma-Aldrich 

Canada Ltd (Oakville, ON), UFL isolate fiom Les Aliments UFL inc. (Montréal, QC). 

A sodium caseinate was produced by chernical acidification with HCl (1.000 N, 

VWR Caniab, Ville Mont-Royal, QC) at the laboratory and prepared under the sarne 

conditions as the electrochernicd CAS. 



Methods 

a) Protocol 

Chemical analyses (protein, ash and lactose contents; moisture; sodium, calcium, 

rnagnesium and potassium concentrations) and physico-chernical (particle size and specific 

viscority) mc! ficmtiond pper t ies  (fozmhg capl-city md rtabi!ity, emulslon sta\?i!ity, 

protein load, interfacial m a o  and solubility as a function of pH) were performed on each 

BMEA CAS in order to study the effect of type of added salt and ionic strength. BMEA 

CAS properties were aiso compared with commercial and chemically produced CAS. In 

addition, for each CAS, 250 mL of 5% (wlv) protein solution were dialysed (11100) 18 

hours against 0.01 M sodium phosphate bufEer (pH 64, in order to reduce the influence of 

added salts on CAS functional properties. Chemical analyses, and physico-chernical and 

functional properties of each dialysed CAS were then repeated. 

b) Analvsis Methods 

Protein content: protein content was detemined, by FP-428 LECO apparatus 

(LECO Corporation, Saint-Joseph, MI) according to the conditions and parameters used by 

Bazinet et ai. (1999c), on each of the BMEA, commercial and chemically produced CAS 

isolate powden. 

Laclose concentration : 5% (dv)  protein solutions were acidified with 1.0 N 

hydrochloric acid to a pH below the isoelectnc point. Samples were then centrifuged 15 

minutes at 2000 g and 20°C in a Beckman GS-6 centrifuge (Beckman instruments Inc, 

Mississauga, Ontario). 15p1 of the 0.45 pn filtrated supernatant were injected on an Ion- 

300 column (Mandel Scientific CO., Rockwood, Ontario, Canada) connected to a HPLC 

(Waters Associates, Milford, MA) equipped with a W detector (210 nm) (Mode1 490, 

Waters), and a rehctive index detector (Mode1 R410, Waters) according to the method of 

Doyon et al (199 1). A 0.0054 N HzSQ solution was used as the mobile phase at a 80w rate 



of 0.4 &minute. The concentration of lactose was determined using a commercial D- 

lactose solution (Sigma Chemical Co., St-Louis, MO) of known concentration. 

Moisture : Water content was measured according to the AOAC method no.927-05 

(AOAC International, 1995a). 

.4sh C a m , ~ !  : !ch content war detemined accordinp to A0A.C methods no.930-30 

and 945-46 (AOAC International, 1995b,c). 

Po~assirrrn. socir'trm. rnapnesirrm and calcium concentration measzuements : 

Sodium, potassium, magnesium and calcium concentrations were determined by 

inductively coupled plasma (ICP, Optima 3300, dual view, Perkin-Elmer, Nonvalk, CT). 

The wavelengths used to determine sodium, calcium, magnesium and potassium 

concentrations were 589.59, 422.67, 285.21 and 766.49 nm respectively (Bazinet et al., 

2000~). The analyses were carried out in radiai view. Samples were prepared fiom known 

weight skirn milk solution ash dissolved in 10 mL HCI (2N) and diluted with HCl (2N) to 

be within the calibration ranges for each cation. 

Specific viscosiîy : 10 mL of 4% ( d v )  protein solution was introduced into a 

calibrated viscorneter size 100 (Cannon-Fenske RoutineViscosimeter, Cannon Instrument, 

VWR, Ville-Mont-Royal, Québec, Canada) placed at 2j°C in a thermostated water bath. 

The tirne needed for the solution to flow through the thin capillary was measured precisely 

and divided by the time needed for double-distilled water to flow under the same conditions 

in order to give the relative viscosity (qr)of the protein solution. The analysis was repeated 

5 times for each solution. Specific viscosity was caiculated fiom relative viscosity and 

protein concentration according to the following equation : 



where Ilrp is the specific viscosity (mg) ,  q the relative viscosity of the protein solution 

and [Prot] the protein concentration of the solution (g/mL). 

Interfacial Area fL1) o f  the Emttlsions : 33% (vlv) oil emulsions were produced by 

mixing commercial corn oil (Mazola) and 4% (wh)  protein solution with a Polytron (mode1 

PT 10-35, probe PTA 10S, Kinematica AG, Littau, Switzerland) for 30 seconds at 9000 

Tm, md hcmcginized zt 3 pressure cf !O000 Psi *.th a.!.! Emulsiflex-CS homogeneisator 

(Avestin, Ottawa, ON). Interfacial area (IA) of the emulsions was calculated from the 

turbidity of diluted emulsions (Pearce and Kinsella, 1978) : emulsions were diluted to a 

final oil volume Fraction of 6 x 1 O-' in sodium phosphate buffer (0.0 1 M, pH 7.0) containing 

0.5% sodium dodecyl sulphate (SDS, Biorad Laboratories Canada Ltd, Mississauga, 

Ontario) according to Britten and Gi rou  (1993) ; optical density was measured in duplicate 

at 500 nm with a Beckman DU-640 spectrophotometer (Beckman Instruments Inc, 

Mississauga, Ontario). Calcuiations were performed according to the method of Cameron et 

al. '(1 99 1). Emulsion stability was measured by determinhg the IA of the emulsion stored 6 

weeks at 4T. 

Protein Load o f  the Emtilsions : Protein load was calculated fiom protein depletion 

in the s e m  phase afier emulsion fornation according to Britten and Giroux (1993). Semm 

phase was separated fiom the emulsion by centrifugation (25000g for 1 hour at 4OC) using 

a Beckman centrifuge (Mode1 J2-21, rotor type JA 20-1). Protein \vas determined in the 

aqueous phase before and after emulsion formation using the Bradford's method (1976) 

calibrated with a bovine serum albumin (BSA) standard (Biorad Laboratories Canada LTD, 

Mississauga, ONT). Protein load results were expressed as mg/m2. Protein concentration 

depletion in the aqueous phase was divided by the IA of the emulsion 

Fuaming Prooerties : Foaming properties were measured according to Waniska and 

Kinsella (1979). 15 mL of 0.5% (wlv) protein solution was usèd. The solution in the 

column \vas sparged with nitrogen gas at a constant flow rate of 19 mLlrnin until foam 

volume reached 70 mL. Protein solution was added as required to maintain the volume 

constant at 15 mL. T h e  required to reach 55 mL of foarn, and the volume of protein 



solution added were recorded. At the end of the sparging, the volume of liquid drained from 

the foarn after 2 minutes was measured. The analysis were done at room temperature and 

repeated 5 times for each solution. 

Solubilint profile : 0.2 N hydrochlonc acid was added gradually to 250 ml of 2% 

(w/v) protein solution. 1.5 ml aliquots were taken at pH 6.6; 5.8; 5.4; 5.2; 5.0; 4.8; 4.6; 4.4; 

4.2; 4.0 and centrifi-~ged at 5000 for 10 minutes at 4°C. Protein concentration was measured 

in the supernatant using the Bradford's method (1976). Non-linear regression equations 

were calculated according to Bazinet et al. (2000~) : 

S, is the percentage of soluble protein, pH, the pH value ranging from pH 6.6 to 

4.0, a the amplitude of the curve, b the percentage of soluble protein at the isoelrctric point, 

c the center or point of inflection and \v the width of the transition region of the sigmoidal 

curve. 

Particle size : The particle size was determined, in duplicate on 0.5 to 1.0 mL of 

0.5% (wh) protein solution in 2 niL double distilled water, with a sub micron particle 

analyzer at 22'C (Bechan  Coulter, Model N4MD, Miami, FL). Results are expressed in 

terms of mean diameter (nrn). 

c) Statistical Analyses 

Using SAS software (SAS inc., 1989) the data from the compositional, 

physicochemical and functional analyses of isolates produced by BMEA were subrnitted to 

an analysis of variance with regression contrasts to examine the effect of interaction 

between the variables. The data from the cornpositional, physicochemical and fûnctional 

analyses, except for solubility as a function of pH, for BMEA, commercial and chernical , 

isolates were subjected to an andysis of variance, with a cornparison of averages by 



Duncan tests, in order to distinguish different groups between the samples. Non-linear 

regression equations were calculated for the data from the solubility as a function of pH 

using Sigrnaplot (Version 3.0 for Windows, Jandel Scientific, Corte Madera, CA), and the 

mode1 curve parameters were compared. 

RlESULTS AND DISCUSSION 

Effect of added salts and ionic strength 

a) Chemical composition 

The analyses of variance showed a significant effect of ionic strength (P<0.0001, 

P<0.0015, P<0.0005, P<0.0003 and P<0.0001 for ash, lactose, protein, calcium and 

magnesiurn respectively) and type of added salts (P<0.0285, P<0.000 1 and P<0.000 1 for 

lactose, calcium and magnesium) on the lactose, ash, protein and mineral contents of the 

isolates produced by BMEA. The regression contrasts results demonstrated the significant 

double effects of the dialysis and ionic strength (P<0.0001, P<0.0122, P<0.0001 and 

P4.0004 for ash, lactose, magnesiurn and calcium content respectively), dialysis and sdts 

(P<0.0001 for magnesium and calcium), dialysis and salts (P<0.0001 for calcium) and the 

triple interaction of dialysis and added salts and ionic strength (P<O.O 159 for calcium). 

Protein : Protein content of the isolates decreased with an increase in ionic strength 

(Table VI-6). Al1 added salts data averaged, the protein contents were 86.9, 80.9, 79.9 and 

73.0 &/ lOOg dry isolate at 0, 0.25, 0.5 and 1 M Padded. Afier dialysis, protein Content was 

adjust to 4% (wh)  so that lactose, ash and mineral content results were expressed as gI100g 

of protein to allow cornparison. 

Lactose : Lactose content was influenced by the type of the-added salts (Table VI-6) 

: lactose contents (dl dialysis and ionic strength data averaged) of CAS produced with 

addition of KCI and NaCl were similar with 5.5 1 and 5.72 g/100 g protein respectively, but 

different fiom CAS produced with CaCll widi 8.0 1 gll O0 g protein. 



Table V I 4  : Protein, ash and lactose content of BMEA, commercial and chemically produced isolates. 

Protein 
(% dry basis) 

Lactose 
(@IO0 g protein) 

not dialysed not didysed diai ysed not dialysed dia1 y sed 

00 
O 0.25 M 
N KCI 0.50 M 

1.00 M 

86.8 ab* 

82.2 bc 
81.1 bc 
76.0 bcd 

10.2 bcd 
11.3 bcd 
23.7 a 

8.3 cd + 

10.8 bcd 
16.1 abc 

9.1 cd 
9.7 bcd 

20.4 ab 

0.050 cde 
0.052 cde 
0.057 cb 

9.4 abc 1.2 ab 
14.4 ab l.3 ab 
19.7 a 2.1 a 

10.0 abc 1.2 ab 
10.7 abc t .2 ab 
10.0 abc 1.2 ab 

10.6 abc 1 . 1  ab 
7.9 abc 0.9 ab 

10.9abc 1 . 8 a  

Chernical 83.2 bc 5.7 cd 0.052 cdc 11.6 abc 1.1 ab 

New Zcnland 96.3 a 

Sigma 97.0 a 3.8 d 0.043 e 0.2 c 0.0 b 

UFL 94.1 a 4.6 d 0.046 de 0.6 c 0.2 b 
1 

0 

+ Means within a colurnn followcd by diffcrent Icttcrs are significantly diffemnt (P< 0.05) 



Ash :. Ash content increased with an increase in ionic strength (Table VI-6): d l  

dialysis and added salts data averaged, the ash content were 2.66, 4.63, 5.32 and 10.07 

d l 0 0  g protein for 0, 0.25,O.j and 1 M respectively. 

Sodium, r>otassittrn. calciirm and rnapnesium concenfrations :. For calcium, its final 

concentration in isolate always depended on the ionic strength and type of added salts 

(Table VI-?): as the ionic strength increased from O to 1 M $11 data of added salts 

averaged), the final concentration of calcium increased by 5.7 times, but its concentration in 

the isolates \vas higher with addition of CaC12 (7.9 mg/100 g protein) than with NaCl (1.6 

mg/100 g protein) and KCl(1.5 mg11 00 g protein), al1 data of added ionic strength. 

b) Phvsico-chernical and functional ~ ro~er t i e s  

Results of analyses of variance performed on emulsion interfacial area (P>0.0683), 

foaming capacity (min.) (P>0.5489), foaming stability (P>0.3734), protein load (P>0.4929) 

and emulsion stability (P>0.8627) showed no significant effect of dialysis, added salts and 

ionic strength. The analyses of variance showed a significant effect of dialysis (P<0.0001 

for viscosity, foaming capacity (mL) and solubility, and Pc0.04 for particle size), of ionic 

strength (Pc0.000 1, Pc0.00 1 1 and P4.LO008 for viscosity, particle size, solubility and 

foaming capacity (rnL) respectively) and of added salts (P<0.025 and Pc0.0311 for 

viscosity and foaming capacity (mL)) on sorne functional properties of the isolates 

produced by BMEA. The regression contrasts results demonstrated the significant double 

interaction behveen dialysis and ionic strength (P<0.0001 and P<0.0008 for viscosity and 

foaming capacity (mL)), added salts and ionic strength (P<0.0006, PI 0.002, P<0.0001 and 

P<0.0003 for viscosity, particle size, solubility and foaming capacity (mL) respectively) 

and dialysis and added salts (Pc0.0075 for foaming capacity (mL)). 

Particle size :. The particle size decreased fiom 291.2 to 234.6 for padded increasing 

fiom 0 to 0.5 M and theredker increased to 263.0 at padcdd = 1 M (Table VI-8). More 

precisely (al1 dialysis data averaged), for the KCl and NaCl the particle size decreased in a 

similar manner with an increase in ionic strength fiom O to 1 M ; fiom 29 1.2 to 248.4 nrn 
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Table VI-8 : Viscosity and particle size of BMEA, commercial md chernically produced isolates 

Specific viscosity 
(mL/g of protein) 

-- - - - 

I not dialysed dialysed not dialyscd d iaiysed 

q.25 M 
KCI 0.50 M 

1.00 M 

268.0 ab 278.0 abc 
256.5 ab 269.2 abc 
237.5 b 262.0 abcd 

271-8 ab 277.5 abc 
258.0 ab 280.0 abc 
242.5 b 254.2 bcd 

Chcmical 

New Zealand 

Sigma 

lm. 

267.5 ab 270.5 abc 

47.59. abc 57.46 b 

56.57 a 55:11 b 

55.04 ab 55.73 b 

53.35 ab '63.26 ab 

+ Means within a column followed by differcnt lcttcrs are significaatly difTercnt (P< 0.05) 



(- 14.7%) and 29 1.2 to 249.7 m(-14.2) respectively. With an addition of CaC12, the particle 

size decreased fiom 29 1.2 to 17 1.9 nm (-4 1 .O%) between O and 0.5 M paddcd and increased 

back to 290.8 nrn at 1M rnadd&. Diaiysis increased the particle size of the isolates fiom 

247.4 to 269.7 mn (al1 data of added salts and ionic strength averaged). The calcium has 

therefore a major effect on the particle size. 

S~cci f ic  - - ~ i s c o s i ~ ~ ~  : -411 d-13 of type of added sdts -iid ioriic stmgth weraged, 

dialysis increased the viscosity of the protein solution fiorn 38.6 to 55.6 mVg of protein 

(Table VI-8). The averaged viscosity was the same for the isoiates electroacidified with 

addition of KCI and NaCl with respective values of 47.0 and 46.7 mL/g of protein, while 

the averaged viscosity for isolates produced with addition of CaC12 was lower at 43.7 d g  

of protein. More precisely, the viscosity was influenced by the type of added salt and the 

ionic strength ; the viscosity of isolates electroacidified with addition of NaCl and KCl 

decreased similarly by 26.9 and 27.2% respectively with an increase in ionic strength fiom 

O io 1 M, while the viscosity for isolates produced with addition of CaClz decreased by 

36.4% with an increase in ionic strength from O to 0.5 M, and increased by 28.2% between 

0.5 and 1 M padded. In addition, although the viscosity values were increased by dialysis, the 

dialysis stabilized the viscosity obtained at the different ionic strength values (38.7 vs 

10.6% variation between O and 1 M padded). 

Solubiliw : Dialysis changed the solubility c w e  by precipitating proteins at higher pH 

values : in fact the inflection points of al1 the mode1 curves were increased (Table VI-9). 

The addition of KCI and NaCl during BMEA treatment influenced the solubility of the 

protein solution in a simila. way whatever the ionic strength. All dialysis and ionic strength 

data averaged, the c w e  parameten were the same (Table VI-9) for both added saits ; 

soluble protein at isoelectric point, amplitude, idlection point and width of the curves were 

0.314 vs 0.250, 16.8 vs 16.5, 5.15 vs 5.14 and 0.101 vs 0.108 respectively for NaCl and 

KCI. With an addition of CaC12, the solubility profiles were clifTerént according to the ionic 

strength ; for ionic strength ranging fiom O to 0.5 M, the cuves were sirnila. among each 

others with' curve parameters comparable to that of monovalent salts (Table VI-9). 

However the solubility profile at 1 M pdded was different ; soluble proteh at isoelectric 
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point, amplitude, inflection point and width of the curves were 0.227 vs 0.905, 17.3 vs 1 1.5, 

5.13 vs 5.2 1 and 0.097 vs 0.0 13 respectively for averaged padad parameters fiom O to 0.5 M 

and 1 M. Calcium at high concentration has a major effect on the solubility profile of 

protein. 

Foamina properties : Foamhg capacity, expressed in minute to reach the top of the 

cclwa, w s  the s~me v h t e r e r  b~ r of x?ded sdt md ioric saengtb. Didysis did r.ot 

change these values (Table VI-IO). Foam stability was also not influenced by dialysis. 

However, the foaming capacity, expressed in rnL of protein solution added to maintain the 

foam level at the top of the column, was influenced by dialysis, salt and ionic strength 

(Table VI- 1 O). Dialysis decreased the quantity of protein solution to be added fiom 15.0 to 

13.1 mL. The quantity of protein solution to be added was different according to the type of 

salt added during BMEA treatment ; the quantity was the sarne for NaCl and KCl with 

respective values of 14.5 and 14.2 rnL, while with the addition of CaC12, the quantity was 

lower than that of both monovalent salts with 13.6 mL to be added. More precisely, ionic 

strength acted in concert with the type of added salt to influence the quantity of protein 

solution to be added. For NaCl and KCI, whatever the ionic strength the quantity of 

solution was the same with 14.3 and 14.1 rnL respectively. For the addition of CaC12 the 

quantity was similar as for both monovalent salts, with 14.4 mL to be added for paddd 

ranging from O to 0.5 M, while at piddcd of 1 M the quantity to be added decreased to 1 1.5 

mL. In addition, whatever the ionic strength, the dialysis has a more important effect on the 

quantity of protein solution to be added for the isolates prepared fiom electroacidification 

with addition of KI(-19.2%) and NaCl (-16.3%) than for CaClz (-6.0%). 

Emulsifiin~ orooerties : Emulsifying properties of the electroacidified isolates in 

different conditions of added salt and ionic strength were unchanged (Table VI-II). 

Averaged protein load \vas 19.0 mg/m2, the averaged interfacial area was 0.63 rn2/m.L of 

emulsion and averaged emulsion stability was 0.9 m 2 / d  of emulsion. 



Table VI40 : Foaming pmperties of BMEA, commercial and chcmically produceci isolates. 

Foaming capacity 
(min*) 

Foam stability 
(m ro 

- -  - - - - 

not dialysed didysed not dialysed didysed not didysed dia1 y sed 

KCI 

Chcmical 

New Zealand 

Sigma 

UFL 

Mcans within a column followed by diffcrcnt lcttcrs arc significandy diffcrcnt (Pe 0.05) 



Table VI-1 1 : Emulsifyhg propcrties of BMEA, commercial and chemically produced isolates 

Interfacial ana 
(m2/ mL emulrion) 

Emulsion stabiiity 
(rn2/m~ emuision) 

not dialyseci dialysed not dialysed dia1 ysed not dialysed dalyscd 

KCI 

bcd* 

ab 
e 

\ 

bcd 
,baie 
abc 

abc 
abc 
cde 

1.17 a 

0.58 a 
0.57 a 
NIA 

0.93 a 
0.72 a 
0.74 a 

0.98 a 
0.79 O 

1.03 a 

Chernical 

New Zealand 

Sigma 

UFL 

0.79 a 0.62 ab ' 23.9 a' 12.5 bc 0.47 a 1.22 a 

0.58 cde 0.63 ab 9.0 O 15.5 b 0.59 a 1.12 a 

0.59 cde 0.46 b 8.9 a 18.5 ab 0.70 a 1.05 a 

0.53 de 0.63 ab 14.7 a 10.7 bc - 0.41 a 1.00 a 

+ Means within a column followed by diflcrcnt lctters are significantly different (P< 0.05) 
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It appears that the chemical composition of the isolates produced by BMEA varied 

according mainly to the ionic strength of the skim milk solution treated. At hi& 

concentration of added salt, whatever the salt, there was a retention of salts and lactose in 

the isolates decreasing the total protein content of these isolates. As the isolates were 

washed in the same conditions whatever the ionic strength, these washing conditions in the 

case of high salt concentration isolates were not sufEcient to allow diffusion of most of the 

salts and lactose fiom the coagulum. Moreover, the concentration of lactose in the irolates 

increased with the ionic strength ; ionic strength rnight influence porosity and particle size 

of coagulum which affect contact with washing solution, and effectiveness of lactose 

removal. Many authors have pointed out that processing variables such as heat treatment, 

number of washes to which the curd is subjected and the content of iron influence the 

quality of the remet casein (Munro et al., 1980; McDowell et al., 1976; Weal and 

Southward, 1974). Moreover, Munro et al. (1 980) noted that poorly washed casein contains 

a very high lactose content. Zadow (1971) reported the results of a theontical study of 

factors that affect the efficiency of casein ivashing. He found that for a 99% efficency of 

lactose removal, during subsequent washing, the lactose content of the wet curd increased 

fiom 0.12 to 0.80% while at 98% eficiency, the lactose content increased from 0.24 to 

1.60% over the same range of whey removal. 

The type of salt and the ionic strength influenced some functional properties and the 

structure of the sodium caseinate produced by BMEA. The KCl and NaCl addition during 

BMEA, from O to 1 M padded decreased the viscosity of the protein solution but the foaming 

and emuis img properties and also the particle size and the solubility profile were 

unchanged. The CaC12 acted in a different way fiom both previous monovalent salts. It 

decreased the particle size and the viscosity from O to 0.5 M padded, and for 0.5 to 1 M paddcd 

increased back both factors. The solubility profile of the isolate produced with addition of 

CaCI2, fiom pdded O to 0.5 M was sirnilar to those fiom both monovalent salts, while at 

paddCd of 1 M the solubility was decreased. By addition of ~ a &  whatever the ionic 

strength, the ernulsiwg and foaming properties were unchanged except for the foaming 

capacity whic h was decreased. 



These results agree with data in the literature. As the isolate produced by BMEA with 

addition of 1 M CaC12, showed a high calcium content after didysis, this caseinate could be 

comparable to a CaNa caseinate. This isolate presented the hctional and physicochemical 

properties of a CaNa mixed caseinate. It is frequently recognized that Ca or mixed 

caseinates form colloidal dispersions in water rather than solutions, with a lower solubility 

than that of Na and K caseinates (Modler, 1985). Na and K caseinates are supposed to be 

completely soluble at pH> 5 . 5  !Kinre!la or o!., 1989). Mu!v&i!! md F a  (1989) reported 

that Ca caseinate exists in water as large aggregate (artificial casein micelles) that are stable 

at pH >5.5, if the calcium concentration is not excessive. The dialysis of isolates produced 

with calcium allowed the production of Na caseinate except in the case of 1 M pa&je& which 

explain that isolates produced with addition of 0.25 and 0.5 M CaC12 paddcd had similar 

physico-chernical and functional properties than isolates produced with addition of NaCl 

and KCl. In addition, Bastier et al. (1993) showed that the calcium content was negatively 

correlated to the solubility index, rate of water absorption and apparent viscosity. However, 

the'difference in solubility at the isoelectnc point observed for the isolate produced by 

addition of 1 M CaC12 during BMEA could be related to the higher whey protein content 

rneasured by BaUnet er al. (2000e) in this isolate in comparison with the othen. Moreover, 

the particle size of mixed caseinate was demonstrated to be negatively correlated to the 

water absorption capacity (Bastier et al., 1993). Water absorption was governed mainly by 

the amount and type of cation bound to the protein constituents. In aqueous saline solution 

(f?ee of protein), Ca ions have a higher primary hydration numbers than Na ions, but within 

caseinates, Ca ions would be expected to absorb less water due to their chelating and cross- 

linking effects (Rüegg and Mon, 1984; Bastier et al., 1993). 

In such conditions the dialysis of BMEA isolates was necessary and has been very 

efficient, except in the case of the isolate produced with addition of 1 M CaCl2 p.dded, to 

sufiïciently decreased the salt and lactose concentrations of the isolates. In order to 

compare their functional properties with those of commercial and chernical isolates, BMEA 

isolates had therefore to be dialyzed. 



Cornparison of BMEA isolates with commercial and chemically produced isolates : 

The analyses of variance of the data fiom the lactose (P<0.0001) and ash content 

(P<0.0001), and those of potassium (P<0.0001), and calcium (P<0.000 1) indicated at least 

one significant diflerewe between the Irc?!ctes. 

Lactose : Two main groups could be distinguished (Table VI-6), indicating a 

difference in final lactose concentration : the three commercial isolates had similar lactose 

content at 0.1 g/100 g protein while chemical and BMEA isolates had higher lactose 

concentration at about 1.3 g/100g protein. In the second goup  of BMEA and chemical 

isolates, the 1 M KCl and CaCI2 conditions gave the highest concentrations in lactose. 

' Ash : Four main groups could be distinguished (Table VI-6), indicating a difference 

in ash content : the Sigma and UFL isolates had the lowest ash content (0.045 g/100g 

protein); the 1 M CaClz isolate has the highest ash content (0.090 g/lOOg protein); the 0.5 

M CaClr isolate has an intermediate ash content (0.065 g/lOOg protein); the other isolates 

appeared to have the sarne ash content at about 0.054 g/100g protein. 

Sodinm. potmsizmt. calcirrm and magnesiurn concentrations : . Tnree main groups 

could be distinguished (Table VI-7), indicating a difference in calcium fmal concentration : 

the 1 M CaC12 isolate has the highest calcium content (19.5 mg/100 g protein; the 0.5 and 

0.25 M CaCll had intermediate calcium concentrations (7.3 and 3.6 mg/100 g protein 

respectively) ; the other isolates appeared to have the same calcium concentration at about 

1.4 mg1 00g protein. 

b) Physico-chernical and functional properties 

The analyses of variance of the data from the particle size (Pc0.0004), viscosity 

(P<O.OOO l), foaming capacity (mL) (P<O.OOO 1), solubility (P4.000 1) and interfacial area 



(P<O .OZS) 

significative 

(P>O.3 l7O), 

@O. 1637). 

indicated at least one significant difference between the isolates. No 

differences were observed behveen the isolates for the foarning capacity (min.) 

foam stability @>O. 1660), protein load e O . 6  1 Os), and emulsion stability 

Partide size :.Three main groups could be distinguished (Table VI-8), indicating a 

dIEerer?ce in ns.tic!e pu-- size : the ! ?/! CIC!; isoke hrs t!x kghest prrtic!e sire (34 ! .5 nm), 

the Sigma and 0.5 M CaC12 had the lowest particle size (191.6 nrn), and al1 the other 

isolates with similar intermediate particle size (about 274.0 nm). 

S~ecific viscositv : Two main groups could be distinguished (Table VI-8): the 1 M 

CaCI2 isolate has the highest viscosity (79.4 mUg),  while al1 other isolates had sirnilar 

viscosity of about 56.0 d g .  Moreover, it appeared that the 1 M KCl and NaCl, and 0.5 M 

CaClz had the lowest viscosity of the second group. 

Soliibilitv : Three main groups couid be distinguished (Table VI-9): the 1 M padded 

CaC12 isolate with the lower solubility (amplitude of 11.5 mg/mL and soluble protein at the 

pHi of 0.905 mg/mL), the chernical isolate with intemediate solubility (amplitude of 15.4 

mg/mL, and soluble protein at the pHi of O mg/&), and al1 other isolates with higher 

solubility (averaged amplitude of 17.2 mg/mL and soluble protein at pHi of 0.280 mg/mL). 

Foumin2 prooerties : The foaming capacity expressed in minute was the same for 

al1 the isolates with a duration of 3.63 minutes (Table VI-IO). In the same way the foam 

stability was similar for al1 the isolates with a quantity of protein solution to be withdrawn 

of 3.80 mL. However, the UFL isolate has a lower foarn stability in cornparison with the 

others. For the foaming capacity (mL), three main groups could be distinguished : the Un 

isolate which has the lowest foaming capacity (6.45 mL), the Si,oma and New Zealand 

isolate with an intermediate foaming capacity (10.05 mL), and d l  the other isolates with an 

averaged foaming capacity of 13 -0 mL. 



EmulsifiNlp pro~erties : The protein load and the emulsion stability were the same 

for d l  isolates with respective averaged values of 17.7 mg/m2 and 0.90 m 2 / d  of emuision 

(Table V I 4  1). For the interfacial area, three main groups codd be disthguished : the 

Sigma isolate has the lowest interfacial area (0.46 mZ/m.L of emulsion), the 1 M KCL isolate 

has the highest interfacial area (0.71 rn2/rn~ of emulsion), and al1 other isolates with 

intermediate and sirnilar interfaciai area (0.6 1 m2/m.L of emulsion). 

Aithough the chemical composition of the isolates were different, three main groups 

could be defined based on al1 data concerning the functional properties : the first group is 

composed of the 1 M CaCll paddcd isolate with high viscosity, Iow solubility, high 

interfacial area and intermediate foaming properties; the second group is composed of the 

UFL and Sigma isolates with intermediate viscosity, high solubility, high foaming 

properties, and intermediate emulsifjmg properties; the third group is composed of al1 other 

isotates with intermediate viscosity, high solubility, intermediate foaming and emulsiQing 

properties. 

An interesting complementary information from this study is that the salt 

concentration did not influenced any of the functionai and physicochemical properties of 

the isolates. In fact, except for foaming capacity expressed in milliliter of added protein 

solution and viscosity, al1 other fuoctional properties were unchanged by the ionic strength 

and the type of added salt, before and after diaiysis. Viscosity was infiuenced by the 

concentration of salts, due to a different rate of water absorption, and foaming capacity 

expressed in milliliter was dependant on the surface viscosity of the protein solution d u h g  

foam formation (Robin et al., 1993; Cayot and Lorient, 1998). 

In conclusion, the isolates produced by BMEA at different added salts and ionk 

strength, except at 1 M CaC12 padded, showed sirnilar physicochemical and functional 

properties than the chemical and New Zealand isolates. However, the small differences in 

foaming properties in comparison with the Un isolate and ùi interfacial area in 

cornparison with the Sigma isolate should be the resultant of a different minerai content, 

corning from a different isolate preparation procedure. 
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Dans ce chapitre , l'objectif visant à étudier I'impact de l'augmentation de la force 

ionique et de la nature des sels présents dans la solution de lait sur les performances de la 

technologies, la composition chimique et la fonctionnalité des isolats produits par ÉAMBP 

a été vérifié. 

Au niveau de l'efficacité énergétique, il a été démontré que l'augmentation de la force 

ionique par ajout de sel jusqu'à 0.5 M, excepté pour l'ajout de CaClt, permettait une 

diniinution de l'énergie électrique consommée alors qu'au delà l'efficacité diminuait. 

Cependant la meilleure combinaison a été l'ajout de KCl à une force ionique de 0.5 M : elle 

a permis une diminution de l'énergie consommée de 45% par rapport à une solution traitée 

sans ajout de sel. Cette amélioration de I'efficacité énergétique a été la résultante d'une 

baisse de tension, liée à une augmentation de la conductivité, couplée avec une 

compensation, par ajout de sel, du manque en ions suffisamment mobiles dans le lait 

écrémé. 

Pour les isolats produits par ajout de sel à différentes forces ioniques, il a été montré que 

ceux-ci présentaient des propriétés fonctionnelles similaires entre eux, excepté pour l'isolat 

produit par ajout de CaC12 à une force ionique de 1M. Cependant, les petites différences 

observées entre les isolats non dialysés, au niveau de la capacité moussante et de l'activité 

émulsifiante seraient liées à une différence de composition minérale. Leun compositions 

chimiques ont en effet été affectées par les différents niveaux d'ajout de sel, suite à un 

lavage non efficace des isolats. 

Enfin, il est ressorti de ces résultats que les isolats produits par électroacidification avec 

membranes bipolaires avec différents types de sels et à différents niveaux de forces 

ioniques ajoutées, excepté pour l'ajout de CaClt à une force ionique de lM, montrent des 



propriétés physicochimiques et fonctionnelles similaires à celles d'un isolat produit 

chimiquement et des isolats commerciaux. 

Ces résultats ont permis un avancement des connaissances sur la compréhension de 

l'effet de l'ajout de sels et de leur nature et sur la précipitation des protéines au cours de 

I'EAMBP. Les travaux sur les sels ont contribué à déterminer la combinaison optimale 

concernant la nahire dii sel et la force ioniqlie à zjijcnter i !a s c l ~ t h n  de !iit pour mil iorer  

les performances énergétiques du système ~'EAMBP. De plus, il est apparu que la nature 

des sels et la force ionique ont un effet marqué sur la précipitation des caséines du lait en 

cours de procédé : les sels divalents (calcium) retardent la précipitation des caséines par un 

effet de salting-in plus marqué que pour les sels monovalents (NaCl et KC1). Il ressort aussi 

de ces résultats que la présence des sels n'influencent pas les tendances observées au niveau 

des propriétés fonctionnelles et physicochimiques des isolats produits par ÉAMBP. En 

effet, les tendances des sels et des forces ioniques sont similaires avant et après dialyse des 

solutions d'isolats protéiques. 



CHAPITRE VI1 

EFFET DE LA DIMINUTION DE LA FORCE IONIQUE DANS LA SOLUTION DE 

LAIT SUR LES PERFORMANCES DE LA TECHNOLOGIE, LA COMPOSITION 

CHIMIQUE ET LA FONCTIONNALITÉ DES ISOLATS PRODUITS PAR EAMBP 



CHAPITRE VII 

EFFET DE LA DIMINUTION DE LA FORCE IONIQUE DANS LA SOLUTION 

DE LAIT SUR LES PERFORMANCES DE LA TECHNOLOGIE, 

LA COMPOSITION CHIMIQUE ET LA FONCTIONNALITÉ 

DES ISOLATS PRODUITS PAR EAMBP 

TRANSITION CONTEXTUELLE 

II ressort de la revue de littérature que la production d'un lactosérum déminéralisé, 

sous produit de la précipitation des caséines du lait, est avantageuse pour son utilisation 

ultérieure. Ainsi, les objectifs de cette étude sont d'étudier (1) l'effet de la diminution de la 

force ionique sur la faisabilité, les performances énergétiques du procédé et les cinétiques 

de précipitation des protéines au cours de I'EAMBP, et (2) l'effet de la diminution de la 

force ionique sur la composition chimique et la fonctionnalité des isolats produits par 

EAMBP. 

Les résultats de ce chapitre ont fait l'objet d'un article ayant po lur titre ((Effect 

demineralisation pnor to bipolar membrane electroacidification>r soumis pour publication 

dans Int. J. Dairy Sci. Les auteurs sont : Laurent Bazinet (Candidat au Ph. D.: planification 

et réalisation des expériences, analyse des résultats et rédaction de l'article), Christine 

Gendron (participation à la réalisation des expériences, analyse des propriétés 

fonctionnelles et révision du manuscrit), Denis Ippersiel (participation à la réalisation des 

expériences, correction et révision du manuscnt), Josée René-Paradis (analyse des 

propriétés fonctiomelles), Claudia Tétreault (analyse des propriétés fonctionnelles), 

Jocelyne Beaudry (analyse des minéraux sur ICP), Michel Britten (révision du manuscrit), 

Behzad Mahdavi (révision du manuscrit), Jean M o t  (Directeur de thése : s u p e ~ s i o n  

scientifique de l'étudiant, correction et révision du manuscrit), François Lamarche (Co- 



directeur de thèse : supervision scientifique de l'étudiant, correction et révision du 

manuscrit). 



L'objectif de cette étude était d'évaluer l'effet de la baisse du contenu minéral du 

lait écrémé, par électrodialyse (ÉD) avant électroacidification, sur les performances du 

procédé et sur la composition chimique et les propriétés fonctio~elles et physicochimiques 

des isolats produits par ÉAMBP. 

La phase de déminéralisation du lait écrémé par ÉD a été très efficace. Cependant, 

les paramètres d'électroacidification ont été très fortement influencés par le niveau de 

déminéralisation de la solution de lait : l'efficacité énergétique a été diminuée avec une 

augmentation du niveau de déminéralisation et il a été possible de réaliser des 

électroacidifications à très faibles conductivités. D'autre part, les isolats produits par 

ÉAMBP après déminéralisation à différents niveau': par ÉD ont montré des compositions 

chimiques similaires, exceptés pour les contenus en lactose et en potassium à 75% de 

déminéralisation. Ces isolats, excepté pour la charge protéique à 75% de déminéralisation, 

ont présenté des propriétés physicochirniques et fonctionnelles semblables, quelquesoit le 

niveau de déminéralisation. 

Mots clés : Acidification électrochimique, déminéralisation par électrodialyse, cinétique de 

précipitation, propriétés fonctionnelles, isolats de caséine. 



ABSTRACT 

The aim of this study was to evaluate the effect of decreasing minera1 content of 

skim miik b y electrodialysis (ED) pnor to electroacidification by bipolar membrane 

(BMEA) on the performance of the process, the chemical composition and the 

physicochemical and functional properties of the isolates produced. 

ED used to deminerdize the skim milk solution was very efficient. However, the 

electroacidification parameters were influenced by the demineralisation level of the skim 

milk solution : the energy efficiency was decreased with an increase in demineralisation but 

it was still possible to performed BMEA at a very low conductivity level. Moreover, the 

isolates produced by BMEA after electrodialysis demineralization at different rate showed 

similar chemical composition, except on potassium and lactose contents for 75% 

demineralized isolate. These isolates, except on protein load for 75% demineralization rate, 

showed similar physicochemical and functional properties, whatever the deminerakation 

rate. 

Key words : Electrochemical acidification, electrodidysis demineralization, precipitation 

kinetic, functional properties, casein isolate. 



INTRODUCTION 

Hydrochloric acid is commonly used for casein production since the acid is 

available as a relatively inexpensive by-product of the chemical industry (Southward, 

1993). Other techniques have been proposed for the production of acid casein. Acidification 

of rnilk by ion-exchange plus acid (Salmon, 1983) or by ion-exchange aione (Rialland and 

barbier. 1980) has been developed in France. A prcpsed dtemlt;ve invo!~res 

electrodialysis of skim milk to pH 5.0, followed by acidification to pH 4.6 with acid 

(Laiteries Triballat, 1979). A specific advantage of these methods is the production of acid 

whey with reduced mineral content. This acid whey is more readily used than acid whey 

produced by the normal acidification process and may increase its value for m e r  

processing (South~vard, 1993; Mulvihill, 1 989). 

More recently, bipolar membrane electroacidification (BMEA) has been used for 

iso~lectric precipitation of skim milk protein and production of isolates (Bazinet et a!., 

1999~). BMEA uses the a property of bipolar membrane to split water and the action of 

monopolar membranes for dernineralization. According to results obtained by Bazinet et al. 

(1999c, 2000c), the skim milk solution is demineralized at 30-40% of the initial level 

during the process. However, a higher dernineralization rate of the whey would be of great 

interest for the dairy industry and for its use in such application as infant formula. 

The aim of this study was therefore to evaluate the effect of decreasing mineral 

content of skim milk by electrodialysis pnor to electroacidification on the performance of 

the process and on the chemical composition and the physicochemical and functional 

properties of isolates produced by BMEA. 

MATERIAL AND METHODS 

The raw materiai used in this study was reconstituted milk (10% wfv) fiom low 

temperature spray-dned skim mi& powder (Agropur, Granby, Canada). The averaged 



composition of the skirn milk powder was the following (g/100g) : total protein, 33.9 ; 

whey protein, 7.4 ; fat, 0.6; carbohydrates, 53.5; ash, 8.2; rnoisture, 3.8. 

Methods 

The ED ce11 and stack system were the same that those used by Bazinet et al. 

(1999b) with 1 0 AR-1 03-QZL-388 anionic membranes (Ionics Inc., Watertown, MA), 9 

CR-64-LMP-40 1 and 2 CR-6 1 -AZL-3 89 cationic membranes (Ionics Inc., Watertown, 

MA). This arrangement sets up 3 circuits: the skim milk (4L); the concentrate, a 0.1 N KCl 

solution (6L); the electrolyte, a 20 g/L Na?SOd (6L). The flow rate of the skim milk 

solution was controlled at 1.6  m min". The anode of the module was made of platinum- 

plated niobium and the cathode was a plate of stainless steel 3 16. 

b) BMEA ce11 

The module was an MP type ce11 (100 cm' of effective electrode surface) from 

ElectroCelI Systems AB Co. (Taby, Sweden). This arrangement defines three closed loops, 

separated by cationic and bipolar membranes (Tokuyama Soda Ltd., Tokyo, Japan) 

conraining the milk solution (3L), a 0.25 N HCI solution (6L) and a 20 g/L, NazSOJ solution 

(6L). Each closed bop  

continuous recirculation 

electrode @SA), and the 

MP cell. 

was comected to a separate externd 

(Bazinet er al., 1997b). The anode, 

cathode, a 3 16 stainless-steel electrode, 

reservoir, allowing for 

a dimensionally-stable 

were supplied with the 

Electrodiaiysis was performed in batch process using a ciment of 2.0 A. M e r  

reaching 30 V, the voitage was maintained constant at 30 V, in order to limit water splitting 

(Bazinet et a[., 1999b). The initiai pH Mned between 6.5 and 6.7. Electro-acidification was 

carried out in batch process using a current of 2.0 A; after reaching 90 V, the voltage was 



maintained constant at 90 V in order to not surpass the total power of the power supply. 

The electro-acidification was stopped when al1 the caseins were precipitated (pK). As the 

pH, values Vary with the demineralisation level, the respective values of pK were 

determined in a prelirninary study. Four demineralisation Ievels were tested during 

electroacidification : 0'25, 50 and 75%. Three replicates of each condition were performed 

in this experirnent. 

1.5 mL samples of the milk solution were taken at the beginning and at the end of 

the ED process, at the beginning of the BMEA process and at every 0.2 pH unit decrease 

during electroacidification frorn pH 5.8 to the pHc value. The time required to deminerdize 

at the desired level by ED and to reach the pHc value by BMEA were recorded, as well as 

the conductivity of the skim milk solution as the treatments progressed. The concentration 

of soluble protein was determined on fieshiy acidified 1.5 mL samples. At the end of each 

BMEA, about 2.5 L samples of the electroacidified milk solution were taken. These 

samples were centrifuged for 10 minutes at 4"C, at 500 g (Centrifuge Model J2-21, rotor 

type JA-IO, B e c h a n  Instruments Inc., Palo Alto, CA); the precipitate was washed twice 

with double-distilled water, and the pH adjusted to 6.6 with IN NaOH. The sodium 

caseinates (CAS) produced were lyophilised for 24 hours at room temperature (Model 

Freezone 4.5, Labconco, Kansas City, MI). The lyophilized CAS were stored at 4 O C  before 

chernical composition and physicochemical and functional properties were performed. 

Svstem resistunce : The system resistance was calculated using Ohm's Law, from 

the voltage and the current intensity read directly fiom the indicatoa on the power supply . 

Conduciivitv : A YS1 conductivity rneter Model 35 was used with a YS1 immersion 

probe Model 3418 with ce11 constant K= 1 cm-' (Yellow Springs Instrument 

Co.,Yellowsprings, OH) to rneasure the conductivity of the protein solutions. 



Enerm - and relative enerw consurnotion : The voltage as a function of time 

multiplied by the current, was integrated to detemine the energy consumption. (Sappho et 

al., 1996; Pérez et  al., 1994; Bazinet et al., 1999b). 

Protein content: Protein content of 1.5 mL sarnples of fieshly acidified milk and of 

CAS isolate powder  vas determined using FP-428 LECO apparatus (LECO Corporation, 

Sa&-Joseph, MI), accordhg tc? th.e cocdithnr md pann?eterr uced hy BaOnet et ol. 

(1 999c). 

Lactose concentration : 5% (wlv) protein solutions were acidified with 1 .O N 

hydrochloric acid to a pH below the isoelecûic point. Sarnples were then centrifbged 15 

minutes at 2000 g and 20°C in a Beckman GS-6 centrifuge (Beckman Instruments Inc, 

Mississauga, Ontario). 15pl of the 0.45 p filtrated supernatant were injected on an Ion- 

300 column (Mandel Scientific CO., Rochvood, Ontario, Canada) c o ~ e c t e d  to a HPLC 

(waters Associates, Milford, MA) having a UV detector (210 nm) (Model 490, Waters), 

and a refractive index detector (Model R410, Waters) according to the method of Doyon et 

a2 (1991). A 0.0054 N HzS04 solution was used as mobile phase at a flow rate of 0.4 

muminute. The concentration of lactose was detennined using a commercial D-lactose 

solution (Sigma Chernical Co., St-Louis, MO) of known concentration. 

Ash Content : Ash content was determined according to the AOAC methods 

no.930-30 and 945-46 (AOAC International, 1995b,c). 

Potassiiim. sodium. magnesium and calcium concentrations : Sodium, potassium, 

magnesium and calcium concentrations were determined by inductively coupled plasma 

(ICP, Optima 3300, dual view, Perkin-Elmer, Nowaik, CT). The wavelengths used to 

determine sodium, calcium, magnesium and potassium concentrations were 589.59,422.67, 

285.21 and 766.49 nm respectively (Bazinet er ol., 2000~). The analysis were carried out in 

radial view. Samples were prepared h m  known weight skim milk solution ash dissolved 



in 10 rnL HCI (2N) and diluted with HCl (ZN) to be within the calibration ranges for each 

cation. 

Protein profile : The chromatographie analysis of molecular profile of the 

lyophilized protein isolate and skim milk samples was performed by reverse-phase HPLC 

according to Jaubert and Martin, in the conditions used by Bazinet et al. (1999~). 

Soecific viscosity : 10 mL of 4% (wh) protein solution was introduced into a 

calibrated viscorneter size 100 (Cannon-Fenske RoutineViscosimeter, Cannon Instrument, 

VWR, Ville-Mont-Royal, Québec, Canada) placed at 25°C in a thermostated water bath. 

The time needed for the solution to flow through the thin capillary was measured precisely 

and divided by the time needed for double-distilled water to flow in the same conditions in 

order to give the relative viscosity (qJof the protein solution. The analysis was repeated 5 

times for each solution. Specific viscosity was calculated from relative viscosity and 

protein concentration according to the following equation : 

rlsp = 

[Pro t] 

qrp the specific viscosity (mLIg), q the relative viscosity of the protein solution and 

[Prot] the protein concentration of the solution (glmL). 

Interfacial area (LA) o f  the emulsionî : 3 3% (dv) oil emulsions were produced by 

rnixing commercial corn oil (Mazota) and 4% (wlv) protein solution with a Polytron (mode1 

PT 10-35, probe PTA los, Kinematica AG, Littau, Switzer1and)'for 30 seconds at 9000 

rpm and homogenized at a pressure of 10000 Psi with an Emulsiflex-CS hornogeneisator 

(Avestin, Ottawa, ONT). Interfacial area (TA) of the emulsions was calculated fiom the 

turbidity of diluted emulsions (Pearce and Kinsella, 1978). Emulsions were diluted to a 



fmd oil volume fraction of 6 x 1 o - ~  in sodium phosphate b a e r  (0.0 1 M, pH 7.0) containing 

0.5% sodium dodecyl sulphate (SDS, Biorad Laboratories Canada Ltd, Mississauga, 

Ontario) according to Britten and Gi rou  (1 993). Optical density was meanired in duplicate 

at 500 nm with a Beckman DU-640 spectrophotometer (Beckman Instruments Inc, 

Mississauga, Ontario). IA \vas calculated according to the method of Cameron et ai. (1 99 1 ) .  

Emulsion stability was measured by determining the IA of the emulsion stored 6 weeks at 

4°C. 

Prolein load of the emulsions : Protein load \vas calculated from protein depletion 

in the serurn phase after emulsion formation according to Britten and Giroux (1993). S e m  

phase was separated from the emulsion by centrifugation (25000g for 1 hour at 4OC) ushg 

a Beckman centrifuge (Mode1 52-21, rotor type JA 20-1). Protein was detemined in the 

aqueous phase before and after emulsion formation using the Bradford's method (1976) 

calibrated with a bovine serum albumin (BSA) standard (Biorad Laboratories Canada LTD, 

Mississauga, ONT). Protein load results were expressed as mg/m2. For that purpose, protein 

concentration depletion in the aqueous phase was divided by the IA of the emulsion. 

Foumina ~ r o ~ e r t i e s  : Foarning properties were measured according to Waniska and 

Kinsella (1979). 15 mL of 0.5% (wlv) protein solution was used. The solution in the 

column was sparged with nitrogen gas at a constant flow rate of 19 rnLlmin until foarn 

volume reached 70 mL. Pmtein solution was added as required to maintain the volume 

constant at 15 mL. Time required to reach 55 mL.of foam, and the volume of protein 

solution added were recorded. At the end of the sparging, the volume of liquid drained fiom 

the foam afler 2 minutes was measured. The analysis were done at room temperature and 

repeated 5 times for each solution. 

Solubiiitv wofiie : 0.2 N hydrochloric acid was added gradually to 250 ml of 2% 

(w/v) protein solution. 1.5 ml aliquots were taken at pH 6.6; 5.8; 5.4; 5.2; 5.0; 4.8; 4.6; 4.4; 

4.2; 4.0 and cenhifuged at 500g for 10 minutes at 4OC. Protein concentration was measured 



in the supernatant using the Bradford's method (1976). Non-linear regression equations 

were calculated according to Bazinet et al. (2000~) : 

S, is the percentagt of so!uh!e protei~., pt l ,  the pH d m  mging --0m pH 6.6 tc? 

4.0, a the amplitude of the curve, b the percentage of soluble protein at the isoelectric point, 

c the center or point of infiection and w the width of the transition region of the sigmoidal 

c w e .  

e) Statistical Analyses 

Using SAS software (SAS inc., 1989) the data from the compositional, 

physicochemical and functional analyses of CAS produced by BMEA were submitted to an 

analysis of variance with regression contrasts to examine the effect of the demineralization 

treatment pior to BMEA. Repeated measure analysis of variance were performed for 

soluble protein and protein fiactions as treatment progressed and for isolate solubility 

profile. Linear regression equations for the duration and the conductivity of the skim m i k  

solution as the ED and BMEA progressed, and non-linear regression equations for the 

solubility as a function of pH, were calculated using Sigrnaplot (Version 2.01 for Windows, 

Jandel Scientific, Corte Madera, CA). 

RlESULTS AM) DISCUSSION 

Electrodiaiytic parameters : duration, conductkity, resistance and energy 

consumption 

a) Duration 

The duration of the global process (BMEA + ED) was different according to the 

demineralkation level (P<0.0187) Figure W-1). ïhe  tirne to reach pH, increased in a 
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Figure M - L  : Effect of demineralization rate on the duration of ED phase, BMEA phase 

and global process (ED + BMEA). 



linear fashion with an increase in demineralisation : 48.7, 55.3, 58.8 and 71.5 minutes for 0, 

25, 50 and 75% demineralisation level respectively. Moreover, according to the linear 

coefficients calculated for the BMEA phase, the BMEA has been canied out in similar way 

whatever the demineralisation level. 

b) Conductivity of the skim milk solution 

As expected, the variation in conductivity of the skim milk solution from the 

beginning to the end of the global process was influenced by the demineralisation level 

(P<0.0001) (Figure VII-2): the variation in conductivity increased in a linear fashion from 

0.7 to 3.9 mS/cm with an increase in demineralisation fiom O to 75%. During the ED phase, 

the conductivity of the milk solution decreased in a similar way whatever the 

demineralisation level with an averaged linear coefficient of - 0.134 (R' = 0.937) while 

during BMEA phase the conductivity decrease was lower due to an increase in 

derhineralisation, and disappear at 75%. Hence, during BMEA, the conductivity decreased 

by 13.10" and 2.1 o5 mS/cm.min for 0% and 75% demineralised milk respectively. 

c) Global resistance of the ce11 

As expected, the variation of the ce11 resistance during BMEA phase was influenced 

by the demineralisation level (P4.0172) (Figure VIIJ).  The resistance variation increased 

fiom 14 to 33.3 Volts with an increase in demineralisation from O to 25% and stabilised at 

24 Volts thereafter. In addition, during the ED phase, resistance of the ED ce11 increased in 

a similar way whatever the dernineralisation level, with an averaged linear coefficient of 

0.754 (Ft2 = 0.985). During BMEA, the resistance increase was higher by an increase in 

demineralisation to stabilize at 50 and 75% demineralisation. Hence, during BMEA, the 

resistance increased by 256.1 o5 to 525.1 O" Nmin fiom 0% to 50% demuieralisation to 

stabilised at 0.568 Wmin for 75% demineralised mik. 
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Fimire WI-2 : Evolution of the skim milk conductivity during ED and BMEA phases 

carried out at four demineralisation rates. 
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F i a r e  VU-3 : Evolution of the global ceIl resistance during ED and BMEA phases carried 

out at four deminerakation rates. 



d) Energv and relative enerev consumption 

During the first 18.7 minutes of the ED phase, the energy needed at one time was 

the same whatever the demineralisation level (R'. = 0.985). Afier 18.7 minutes of ED, 

particularly at 75% demineralisation, the energy needed at one time decreased constantly. 

in fact, &ter 18.7 minutes of demineralisation the maximum voltage of the power supply 

W ~ S  rmched, d x  !O ZF. increse in recistînce, md the vdtage was fived at 90 Volts. 

Consequently since the curent intensity decreased, the energy needed at one time 

decreased also. 

During BMEA, the increase in energy needed at one time varied by 1.03 to 1.5 

J/min with an increase in demineralisation from O to 25% and stabilised at 1.4 Jlmin for 

50% demineralisation; aftenvards, for 75% demineralisation BMEA, the energy needed at 

one tirne couid be considered stable with a linear coefficient of - O. 1 1 J/rnin. 

As expected, the relative energy consumption expressed in kWhkg of isolate produced 

increased in a linear fashion by 200% with an increase in demineralisation fiom O to 75%. 

ED to demineralize the skim milk solution was very efficient. However, the 

electroacidification parameters were strongly modified and related to the demineralisation 

leveI of the skim milk soiution. These results were in accordance with data in the litterature 

: as the demineralisation progresses, the resistance of the system increased; high 

demineralisation level was related to a higher energy consumption and a higher electncal 

efficiency factor (Pérez et al., 1994; Bazinet et af., 1999b; Hiroaka et al., 1979). Moreover, 

a pH decrease was observed during ED phase when the demineralisation level \vas over 

25%. Delbeke (1975) observed the same phenornenon during diEerent demineralization 

levels of cheese whey : decreases of 0.39 and 1.38 pH unit were obtained with 70 and 90% 

demineralisation respectively. Perez et al. (1994), with demineralized whey permeates and 

retentates obtained by ultrafilnation using electrodialysis, observed similar decreases in pH 

ranging fiom 0.13 to 0.55 pH unit for 40 to 65% dernineralisatioa rate. This change in pH 

during dernineralization can be explained as follow : at an early period of demineralization, 

the chlorine and potassium ions are mainly removed and later the remaining phosphoric 

acid radicals or calcium and magnesiurn ions are mainly removed. However, since their 



hydration radius is large, it is difficult for these ionic species to pass through the membrane. 

For these reasons, water is dissociated into O A  and H*, the OK easily passing through the 

membrane but the H* rernaining in the deashing solution, resulting in a lowering in pH 

(Hiraoka et al., 1979). Nevertheless, it \vas possible to performe BMEA at a very low 

conductivity level, but of course the energy efficiency was decreased tvith an increase in 

the demineralisation level. 

Precipitation kinetics during acidification 

The repeated measure analysis of variance of the data showed that the pH 

(P<0.0001) and the double interaction pWdemineralization rate (P<0.0001) had a 

significant effect on the precipitation of milk proteins. The non-linear regression sigmoidal 

curves produced coefficients of determination ranging fiom 0.984 to 0.999 (Table VIL 1). 

Soluble protein evolution during pH decrease revealed differences behveen the 

different demineralization rate. From pH 6.6 to 5.4, the percent soluble protein was the 

same, ranging from 95400% whatever the demineralization rate. At pH 5.2, the 75% 

demineralized milk showed the Lower soluble protein with 25% followed by the 50, 25 and 

0% demineralized milk with respective soluble protein of 95, 100 and 100%. As the 

electroacidification progressed from pH 5.2 to 5.0, 75 and 50% demineralized milk showed 

similar low percent soluble protein with 20.7 and 23.1 % respectively, while the 25 and 0% 

dernineralized milk had soluble protein values of 29.5 and 98.1% respectively. At pH 4.8 

and d e r ,  the soluble protein wvas similar for the demineralized and non-demineralized milk 

with an averaged value of 20.1%. The demineralization rate did not influence the final 

precipitation extent of protein. These different precipitation kinetics were confirmed by 

mode1 sigmoidal curves : for 0, 25,50 and 75% deminerakation rate the inflection points 

were respectively pH 4.96,5.06,5.03 and 5.29. 

The difference observed between milk electroacidified at different dernineralization rate 

can be explained mainly by an increase in electrostatic repulsion (salting-in) due to a 

decrease in ionic strength. Delay in protein precipitation was observed previously between 

the chernical and electrochemicd acidification and shodd be due to a salting-in effect by 



Table VI14 : Parameter calculated values of the protein precipitation kinetics obtained for 

chemicai and electrochernical acidifications of 0,25,50 and 75% demineralized skim milk. 

Amplirtrde 79.8 80.9 79.1 76.7 
Soluble Prutein at pH, 20.6 20.2 18.5 20.7 

BMEA inflec t ion point 4.96 5 .O6 5 .O9 5.29 
Transition iviclth 0.01 15 0.0309 0,0324 0.03 15 
R' 0.998 0.998 0.984 0.993 

Ampli r zrde 78.6 8 1.5 80.9 77.5 
Chernical Solzrble Protein ar pH, 19.7 17.7 17.2 20.9 
acidification lnflection point 4.89 4.9 1 5 -05 5.13 

Transit ion width 0.0432 0.0419 0.0346 0,0262 
R' 0.995 0.998 0.998 0.999 



addition of HC1 (Bazinet et al., 2000b). Therefore, to confirm that observation milk 

solutions dernineralized at the different rates were chernically acidified. For each 

demineralization rate, a delay in precipitation was observed (Table VII-1): the inflection 

points cdculated by mode1 sigrnoidal curves for the chemical acidifications were 4.89, 

4.92, 5.05 and 5.13 for 0, 25, 50 and 75% demineralization rates respectively. As 

hypothesised by Bazinet et al. (2000b) for HCl chemical acidification, the salts added 

:vudl condüct tg s s~!d~g-ii.  =Cf-ct, md c c z s e ~ ~ ~ ~ ~ t l  ,,-,A,) tg 2 de!zy in preci@i!ion, while in 

the case of electroacidification, the migration of salts fiom the protein solution by 

electrochemical demineralisation would favour the precipitation of proteins. 

Protein profile during acidification 

The repeated measure analysis of variance showed a highly significant effect of pH 

on K-casein (P<0.0001), a,-casein (P<0.0001), p-casein (P<O.OOOl) and whey protein 

cokcentrations (Pc0.000 l), and of double interaction p Wdemineralization rate on k-casein 

(P<0.000 1), a,-casein (P<0.000 1) and p-casein (P<O.OOO 1). 

For casein fiacti~ns, their percentages in the supernatant decreased as the 

acidification progressed, and were influenced by the demineralization rate. The 

precipitation of these fractions took place at higher pH value when the demineralization 

rate was increased. For whey protein fraction, its percentage was stable until the casein 

precipitated and that a smail part of the whey protein hction CO-precipitated with the 

casein. The precipitation of this srnall part with casein would also be influenced by the 

demineralization rate since the probability level of the double interaction 

pWdemineralization rate (P>0.0540) was close to the 5% acceptance level. This CO- 

precipitation was the result of the precipitation of a P-Ig-a-la--icîasein complex formed 

duMg pasteurization heat treatment (Cayot and Lorient, 1998; Singh and Fox, 1987). 

These results were in accordance with previous r e d t s  obt&ed for the precipitation 

kinetics and gave more informations on each casein hction precipitation. 



Isolate composition 

The analyses of variance showed no significant efSect of demineralization rate on 

protein (P>0.473 1 ), ash (P>0.283 1 ), magnesium (P>0.3688) and calcium (P>0.0908) 

concentrations whiie a significant effect was showed on lactose (W0.0 179), potassium 

(Pc0.0019) and sodium (Pc0.033 1) concentrations. The analyses of variance showed no 

sigiificmt effect of demixrdiz&m me cn nercent r K-c iseh (?N.!J?6), cc,-casein 

(P<0.1265), p-casein (P>0.2046) and whey protein (PK0.3764) fractions. 

The protein and ash content of isolates produced in the different conditions were the 

same with respective values of 92.0 2.1 and 4.45 * 0.44% (table VII-2). In the same way, 

the minera1 composition of the isolates in magnesiurn and calcium were the same whatever 

the conditions in which they were produced with respective averaged concentrations of 9.1 

é 3.0 and 239 rt 77 mg/100g protein for magnesium and calcium (Table VII-2). The lactose 

content was decreased by 58.9% with an increase in demineralization From O to 71%. 

Sodium and potassium concentrations first decreased by 13.5 and 46.1 % respectively with 

an increase in demineralization rate fiom O to 50%: and thereafter increased by 34.8 and 

33.4% respectively with a 75% demineralization rate (Table VII-2). In the isolates 

produced after BMEA of the different demineralized skim milk solutions, the percent of K- 

casein, a,-casein, p-casein and whey protein fractions were the sarne with respective values 

of 14.9,37.3,47.6 and 0.2 96 total peak area (table VII-2). 

The protein content of the isolates was not influenced by the demineralization rate, 

and monovalents cations, which are the more mobile ions, were removed efficiently fiom 

the skim milk solution. However, sodium and potassium content increased in the isolate 

after a demineralization rate higher than 50%. Moreover, the efficiency of lactose removed 

during curd washing was increased ~6th an increase in deminerdiration rate. During the 

precipitation of the casein relatively large amounts of lactose are kapped within the curd 

and this prevents their removal during washing of the curd (Zadow, 1971). Suficient 

holding t h e  during each washing stage is thecefore required to allow diffusion of the 

lactose fiom the curd into the wash water (Mulvihill, 1989). Since the size of the casein 



Table VIL2 : Chernical composition of casein isolates produced at different demineralization rates. . 

Protein (% dry weight) 92.1 0.9 92.1 * 2.1 

Ash (dl00 g protein) 4.52 0.25 4.24 O. 13 

Lactose (gi100 g protein) 4.07 Lt: 0.75 2.19 * 0.94 

Sodium (mg/100 g protein) 1333 rt 137 1335 5t 18 

i~ Potassium (mg/100 g prot eh)  3 9 * 3  2 G * G  
8 

Magncsium (mg/] 00 g protein) 93.3  7*3 

Calcium (mgh 00 g protei n) 197 =t 40 177 * 40 

~ocasein (% total pcak m a )  14.7 * 0.3 14.4 * 1 .O 16.6 & 2.4 13.9 * 0.5 

&-casein (% totol peak ana) 37.3 rt 0.1 37.0 k 0.2 36.8 f 1.0 37.9 * 0.5 

p-casein ("/a total peak area) 48.0 =t: 0.4 48.1 A O S  46.6 i 1.5 47.8 0.6 

Whey protoin (% total peak m a )  0.0 I 0.0 0.5 * 0.5 0,O * 0.0 0.4 rt: 0.4 



micelles was reduced dunng demineralization (Kimura et al., 1991), lactose diaision 

during the washing of the curd was facilitated and could explain the lower content of 

lactose for the 75% demineralized BMEA isolate. 

Isolate physicochemical and functional properties 

Results cf a d y s e s  of v ~ r i m c e  sh~wec! rh2t the vircc?rity (PM.5339, interfacial 

area (P>0.1638), emulsion stability (P>0.0651), foaming capacity expressed in minute 

(P>0.4292), foarning capacity expressed in milliliter of protein solution added (P>0.4578) 

and foam stability (P>0.8521) were unchanged whatever the demineraiization rate. The 

analyses of variance showed a significant effect of demineralization rate on protein load 

(P<0.0015). The repeated measure anaiysis of variance indicated no significant effect of 

demineralization rate (P>O. 1960) on solubility of isolate produced as a function of pH. 

' Except for protein load, the emulsiQing properties of the isolates produced fiom 

milk solutions demineralized at different rates were unchanged (Table VII-3). Averaged 

interfacial area was 0.617 k 0.027 m 2 / m ~ ,  and averaged emulsion stability was 1 .O4 * 0.1 7 

m2/rnL. The protein load of the isolates produced at different demineralization rate 

increased in an quadratic fashion (P<0.0032) ; the protein load was stable between O and 

25, with respective values of 10.5 and 10.0 mg/m2, increased slightly to 1 1.5 mg/m2 fiom 

25 and 50% demineralization, to reached a value of 25.9 mg/m2 at 75% demineralization. 

The demineralization rate would allow a more complete unfolding of the protein. 

These results were in accordance with previous data obtained for isolate 

produced by BMEA (BaBnet et al., 20000. Demineralization by electrodialysis pnor to 

bipolar membrane electroacidification, except on protein load, did not influence the 

functional and physichochemical properties of isolates produced. 



Table W-3 : Physico-chernical and functionai properties of casein isolates produced at diffment demineralization rates, and relative 

energy consumption. 

- 

Vhcosity ( d g )  6f.2* 5.1 60.4 * 5.7 73.5 * 21.0 60.8 t 10.5 

Foaming upacity (min.) 3.51 & 0.31 3.20 0.26 

Forming capacity (rnL added) 13.3 & 0.6 13.2 rt 0.5 

Foam stabiiity (mL recowred) 3.5 * 0.3 3.7 0.4 

Protein load (mg/m2) 10.6 & 2.2 10.0 =t 0.9 11.5 * 1.3 25.9 * 0.1 

Interf'çinl nmn ( m 2 / m ~  emulsion) ' 0.63 & 0.02 0.59 & 0.02 0.63 & 0.03 0.62 rt: 0.02 

Emubion stabiiity (m2/mI, emulsion) 1 .O 1 I 0.09 1.01 zk 0.01 1.42 i N/A 0.92 k 0.22 

Amplit d e  95.5 
Solubüity Soluble Prorein ut pH1 0.82 
as a funetion Inflection point 4.97 
of pH Transition width 0,085 

R' 0.99 1 
- -  

Energy (kWb/kg of isolate) 1 .O2 1.61 1.92 3.08 



CONCLUSION 

The ED phase to demineralize the skim milk solution was very efficient. However, 

the electroacidification parameters were modified by the demineralisation level of the skim 

milk solution : the energy efficiency was decreased with an increase in demineralisation but 

it was still possible to performed BMEA at a very low conductivity level. 

The difference observed between milk electroacidified at different demineralization 

rate can be explained mainly by an increase in electrostatic repulsion due to a decrease in 

ionic strength. These results confirm that in the case of HCI chemical acidification, the salts 

added would conduct to a salting-in effect, and consequently to a delay in precipitation, 

while in the case of electroacidification, the migration of salts from the protein solution by 

electrochemical deminedisation would favour the precipitation of proteins. 

The isolates produced by BMEA after electrodiaiysis demineralization at different 

rate showed sirnilar chemical composition, except on potassium and lactose contents for 

75% demineralized isolate. These isolates, except on protein load for 75% dernineralization 

rate, showed sirnilar physicochemical and functional properties, whatever the 

demineralization rate. 

ATTEINTE DES OBJECTIFS ET AVANCEMENT DES CONNAISSANCES 

Dans ce chapitre, l'objectif visant à étudier l'impact de la baisse de la force ionique 

dans la solution de lait sur les performances de la technologies, la composition chimique et 

la fonctionnalité des isolats produits par EAMBP a été atteint. 

La diminution de la force ionique de la solution de lait écrémé, par déminéralisation 

électrodialytique, a abouti à une augmentation de l'énergie consommée : motamment une 

consommation énergétique triplée par déminéralisation à 75%- de la solution de lait 

électroacidifiée. 

Cependant, la déminéralisation de la solution de lait écrémé avant un traitement par 

électroacidification a eu un impact plus conséquent sur les propriétés fonctionnelles et la 



composition chimique des isolats que l'ajout de sel. Pour les isolats produits après 

déminéralisation de la solution de lait écrémé, il est apparu que jusqu'à un taux de 

déminéralisation de 50%, les propriétés fonctionnelles et la composition chimique des 

isolats produits étaient similaires, mais qu'à 75% de déminéralisation, la charge protéique 

avait triplé et la concentration en lactose avait baissé de moitié. 

Ces résultats ont permis un avancement des connaissances sur la compréhension de 

l'effet du retrait des sels et sur la précipitation des protéines au cours de I'EAMBP. Les 

résultats sur la déminéralisation des solutions avant ÉAMBP ont démontré tout d'abord 

que, contrairement à toutes attentes et aux résultats obtenus au niveau de la modélisation 

des H' électrogénérés, il est possible d'effectuer une ÉAMBP à de très faibles 

concentrations en ions présents. De plus, le suivi des cinétiques de précipitation lors de 

I'ÉAMBP des solutions de lait déminéralisées à différents taux et la comparaison à 

l'acidification chimique ont concouru à la confirmation de l'hypothèse émise au chapitre VI 

sur'la différence observée entre les profils moléculaires des sumageants des deux procédés 

d'acidification. L'ÉAMBP permet une précipitation des caséines du lait à un pH plus élevé 

que l'acidification chimique; plus la concentration en sels de la solution de lait diminue, 

plus le pH de précipitation des protéines s'élève et se rapproche du point isoionique des 

caséines. Ainsi, la différence de précipitation est effectivement liée à un effet de salting-in 

découlant de l'ajout de sels, dans le cas de I'acidification chimique, opposé dans le cas de 

~'ÉAMBP, à un retrait des sels par déminéralisation qui favorise la précipitation des 

protéines du lait. 



CHAPITRE VI11 

EFFET DU TYPE DE LAIT SUR LA COMPOSITION CHIMIQUE 

ET LA FONCTIONNALITÉ DES ISOLATS PRODUITS AU COURS 

D'ACIDIFICATIONS CHIMIQUES ET ÉLECTROCHIMIQUES 



EFFET DU TYPE DE LAIT SUR LA COMPOSITION CHIMIQUE 

ET LA FONCTIOMYALITÉ DES ISOLATS PRODUITS AU COURS 

D~ACIDIFICATIONS CHIMIQUES ET ÉLECTROCHIMIQUES 

TRANSITION CONTEXTUELLE 

Dans les chapitres V et VI, nous avons observé que des protéines lactosénques se 

retrouvaient dans les isolats produits par EAMBP de lait écrémé reconstitue a partir de 

poudre séchée par atomisation à basse température. Ces protéines proviendraient de la 

précipitation de complexes formés au cours du traitement de séchage entre les caséines-K, 

la$-lactoglobuline et l'a-lactalbumine. La présence de ces complexes protéiques dans la 

poudre de lait écrémé pourrait influer directement sur la cinétique de précipitation des 

caseines au cours de I'EAMBP et indirectement par la présence de protéines sériques dans 

les isolats produits par acidification qui interagiraient sur les propriétés physicochimiques 

et fonctionnelles de ces derniers. Par conséquent, les objectifs de ce chapitre sont de 

comparer (1) les acidifications chimique et électrochimiques de lait fiais et reconstitué en 

terne de paramètres électmdialytiques, de cinétique de précipitation au cours de 

l'acidifîcation, et (2) la composition chimique et les propriétés physicochimiques et 

fonctionnelles des isolats produits. 

Les résultats de ce chapitre ont fait l'objet d'un article ayant pour titre ((Cornparison 

between reconstituted and fresh skim mik  chemical a d  electrochemical acidifications)) 

soumis pour publication dans J Agric Food Chem. Les auteurs sont : Laurent Bazinet 

(Candidat au Ph. D.: planification et réalisation des expériences, analyse des résultats et 

rédaction de l'article), Christine Gendron (participation à la réalisation des expériences, 

analyse des propriétés fonctionnelles et révision du .manuscrit), Denis Ippersiel 

(participation à la réalisation des expériences, correction et révision du manuscrit), Josée 



René-Paradis (analyse des propriétés fonctionnelles), Claudia Tétreault (analyse des 

propriétés fonctionnelles), Jocelyne Beaudry (analyse des minéraux sur ICP), Michel 

Britten (révision du manuscrit), Behzad Mahdavi (révision du manuscrit), Jean Arniot 

(Directeur de thèse : supervision scientifique de l'étudiant, correction et révision du 

manuscrit) et François  ama arche (Co-directeur de thèse : supervision scientifique de 

l'étudiant, correction et révision du manuscrit). 



Le but de cette étude était de comparer les acidifications chimiques et 

électrochimiques de laits fiais et reconstitué en terne de paramètre électrodialytiques, de 

cinétique de précipitation, et de composition chimique, de propriétés physicochimiques et 

fonctionnelles des isolats produits par ÉAMBP. 

Les paramètres électrodialytiques n'ont pas été influencé par le type de lait lorsque 

ceux-ci ont été comparés sur une même base de protéines et de cendres. La différence de 

cinétique de précipitation observée entre les dew laits, quelque soit la procédure 

d'acidification employée, s'explique principalement par une différence de contenu en sels. 

Les isolats produits par EAMBP, excepté au niveau de Ia capacité moussante, ont 

montré des propriétés physicochimiques et fonctio~elles similaires à celles des isolats 

chimiques. Le facteur principal influençant la composition et les propriétés fonctionnelles 

des isolats serait le (ou les) prétraitement(s) subit par le lait avant I'acidification : ce facteur 

aurait un impact sur les propriétés fonctionnelles bien supérieur a celui du traitement 

d'acidification. 

Mots clés : Acidification électrochimique, acidification chimique, lait écrémé fbis, lait 

écrémé reconstitué, isolat, propriétés fonctionnelles. 



ABSTRACT 

The aim of this study \vas to compare the electrochemicd and chemical 

acidification of reconstituted and fresh skim milk in ternis of electrodialytic parameters, 

precipitation kinetics, chemical composition, and physicochemical and functional 

properties of isolates produced by BMEA. 

The electrodialytic parameters were not influenced by the type of milk when both 

milk were compared on a similar protein and salt content. The difference in precipitation 

kinetic observed between both milk, whatever the acidification procedure c m  be explained 

mainly by a difference in salt content. 

Isolates produced by BMEA, ercept on foarning capacity, showed similar 

physicochemical and functional properties than the isolates chemically produced. The main 

factor affecting the composition and the physichochemical and f ict ional  properties was 

the pre-treatments of milk prior to acidification : they have a higher impact on the 

functional properties than the acidification treatment itself. 

Key words : Electrochernical acidification, chemical acidification, isolate, functional 

properties, fresh skim milk, reconstituted skim rnilk. 



INTRODUCTION 

Thermal treaûnents were recognized to denature whey proteins during production of 

mik powder. During the thermal treatment, P-lg forms a complex with K-casein via an 

exchange between sul£hydryl goupS and disulfide bonds ût the naturd pH of the miik 

(Tessier and Rose, 1964; Sawyer, 1969; Singh and Fox, 1987; Cayot and Lorient, 1998). 

Athought a-la does not form a compiex wirh K-casein during thermal treatrnent, u-ia foms 

a complex with P-lg and consequently could associate indirectly with the wasein.  The a- 

la and K-casein association is catalyzed by the thiol group of P-lg (Kinsella , 1984; Cayot 

and Lorient, 1998). The quantity of whey protein associated with caseins increases with the 

intensity of the thermal treatment (Iametti et al., 1993) and was proposed to estimate the 

severity of milk thermal treatrnent (Buchheim et al., 1994). 

Bazinet et al. (2000b) had observed some whey protein in isolates produced by 

BMEA of skim milk reconstituted fiorn low heat spray dried powder. Moreover they 

dernonstrated that bipolar membrane electrochemical acidification (BMEA) of reconstituted 

skim milk was similar to chemical acidification in terms of molecular profile, but different 

in precipitation kinetics :-caseins were precipitated at a higher pH value by BMEA. The 

association of whey protein with casein in skim milk powder could influence the 

precipitation kinetic of protein dunng BMEA process and the physicochemical and 

functional properties of the casein isolates (CAS) produced. 

Therefore, the airn of this study was to compare the electrochemical and chemical 

acidification of reconstituted and fiesh skirn miik in terms of electrodialytic parameters, 

precipitation kinetics, chemical composition, and physicochemical and functional 

properties of isolates produced by BMEA. 



MATERIAL AND METHODS 

Material 

The reconstituted skim milk (10% w/v) was fkorn low temperature spray-dned skim 

milk powder (Agropur, Granby, Canada). The averaged composition of the powder was the 

Raw milk fiom bulk tank was skimmed, homogenized but non-pasteurized 

(Agropur, Granby, Canada). Fresh milk was dways used the day after being processed. The 

averaged composition of fiesh milk was the following (g/100 mL) : total protein, 3.26 ; ash, 

0.05. 

Methods 

a) BMEA ce11 

The module used was an MP type ce11 (100 cm2 of effective electrode surface) fiom 

ElectroCell Systems AB Co. (Taby, Sweden). This arrangement defines three closed loops, 

separated by cationic and bipolar membranes (Tokuyama Soda Ltd., Tokyo, Japan) 

containing the milk solution (3L), a 0.25 N HCI solution (6L) and a 20 giL Na2S04 solution 

(6L). Each closed loop was connected to a separate extemal reservoir, allowing for 

continuous recirculation (Bazinet et al., 1997b). The anode, a dimensionally-stable 

electrode (DSA), and the cathode, a 316 stainless-steel electrode, were supplied with the 

MP cell. 

b) Protocol 

For chernical acidification, s k h  miik solution volumes bf  3 L were used. HCI 

(1.000 N, VWR Caniab, Ville-Mont-Royal, QC) was added to acidiQ the milk solution to 

pH 4.4. Electro-acidification was canied out in batch process using a current of 2.0 A. 

Electroacidification was stopped at pH 4.4. The initial pH of the reconstituted and 



milk varîed fiom 6.5 to 6.7. Three replicates of each mik electrochemical and chemical 

acidification were perfomed in this experiment. 

1.5 mL samples of milk solution were taken at the beginning of the acidifications 

and every 0.2 pH unit decrease during acidifications fiom pH 5.6 to 4.4. The time required 

to reach pH 4.4, the anodekathode voltage difference during BMEA, as well as the 

conductivity of the skim milk solution were recorded as the acidifications progressed. On 

freshly ücidificd 1.5 id s~?iplcs, L!ie concenhticn cf soluble protein in the s u n e ~ ~ t m t  A Au. of 

centrifbged samples was detennined. At the end of each acidification, 2.5 L samples of the 

pH 4.4 milk solution were collected. These sarnples were centrifuged for 10 minutes at 4OC, 

at 500 g (Centrifuge Model J2-21, rotor type JA-10, Beckman Instruments Inc., Palo Alto, 

CA), the precipitate was washed twice with acidified double-distilled water, and the pH 

adjusted to 6.6 with 1N NaOH. The sodium caseinates (CAS) produced were freeze-dried 

for 24 hours at room temperature (Model Freezone 4.5, Labconco, Kansas City, MI). The 

lyophilized CAS were stored at 4'C before chemical composition, and physicochemical 

and functional properties were perfomed. 

c) Analvsis Methods 

Anode/cathode voltczge diference: The voltage was read directly from the indicators 

on the power supply. 

Conductivi~: A YS1 conductivity meter Model 35 was used with a YS1 immersion 

probe Model 3418, ce11 constant K= 1 c d 1  (Yellow Springs Instnunent Co.,Yellowsp~gs, 

OH) to rneasure the conductivity of the protein solutions. 

Protein content: Protein content of 1.5 rnL samples of fieshly acidified milk and of 

CAS isolate powder was determined by FP-428 LECO apparatus (LECO Corporation, 

Saint-Joseph, MI), according to the conditions and parameters used by Bazinet et aL 

(1 999c). 



Lactose concentration : 5% 

hydrochloric acid to a pH below the 

(w/v) protein solutions were acidified with 1.0 N 

isoelectric point. Sarnples were then centrifûged 15 

minutes at 2000 g and 20°C in a Beckrnan GS-6 centrifuge (Beckman Instruments Inc, 

Mississauga, Ontario). 15p1 of the 0.41 pn filtrated supernatant were injected on an Ion- 

300 column (Mandel Scientific CO., Rockwood, Ontario, Canada) comected to a HPLC 

(Waters Associates, Milford, MA) having a W detector (210 nm) (Mode1 490, Waters), 

and a refractive index detèctor (Modei 2 4  i O, Waters) acrording ta tiic nietlioci of Düyoii d i  

al (1991). 

Moisricre : Moisture was measured according to the AOAC method no.927-05 

(AOAC International, 1995a). 

Ash Content : Ash content was determined according to the AOAC methods 

no.930-30 and 945-46 (AOAC International, 1995b,c). 

Potassium, sodium. magnesizcrn and calcizcm concentration measurements : 

Sodium, potassium, magnesiurn and calcium concentrations were determined by 

inductively coupled plasma (ICP, Optima 3300, dual view, Perkin-Elmer, Norwalk, CT). 

The wavelengths used to determine sodium, calcium, magnesium and potassium 

concentrations were 589.59,422.67,285.21 and 766.49 nm respectively. The analysis were 

carried out in radial view. Sarnples were prepared from known weight skim rnilk solution 

ash dissolved in 10 mL HCI ( 2 9  and diluted with HCl (2N) to be within the calibration 

ranges for each cation. 

Protein profde : The chromatographic analysis of protein profile of the fieeze-dried 

protein isolate and supernatant of centdkged skim milk samples was performed by 

reverse-phase HPLC according to Jaubert and Martin, in the conditions used by Bazinet et 

al. (1999~). 



Soecific viîcosiîv : 10 mL of 4% (wlv) protein solution was introduced into a 

calibrated viscorneter size 100 (Cannon-Fenske RoutineViscosirneter, Cannon Instrument, 

VWR, Ville-Mont-Royal, Québec, Canada) placed at 25OC in a thermostated water bath. 

The time needed for the solution to flow through the thin capillary was measured precisely 

and divided by the time needed for double-distilled water to flow in the same conditions in 

order to give the relative viscosity (qJof the protein solution. The analysis was repeated 5 

protein concentration according to the following equation : 

[Prot] 

qlp the specific viscosity (mLlg), q the relative viscosity of the protein solution and 

[Prot] the protein concentration of the solution (g/rnL). 

Interfacial areo (L4) o f  the emulsions : 33% (vlv) oil emulsions were produced by 

mixing commercial corn oil (Mazola) and 4% (wh) protein solution with a Polytron (mode1 

PT 10-35, probe PTA los,  Kinematica AG, Littau, Switzerland) for 30 seconds at 9000 

rpm and homogenized at a pressure of 10000 Psi with an Emulsiflex-CS homogeneisator 

(Avestin, Ottawa, ONT). Interfacial area (IA) of the emulsions was calculated fiom the 

turbidity of diluted emulsions (Pearce and Kinsella, 1978). Emulsions were diluted to a 

final oil volume fraction of 6 x 1 O-' in sodium phosphate buffer (0.0 lM, pH 7.0) containhg 

0.5% sodium dodecyl sdphate (SDS, Biorad Laboratories Canada Ltd, Mississauga, 

OntarÏo) according to Britten and Giroux (1993). Optical density was measured at 500 MI 

with a Beckman DU-640 spectrophotometer (Beckman Instruments Inc, Mississauga, 

Ontario). Calculations were performed according to the method of Cameron et al. (199 1). 

Ernulsion stability was measured by determining the IA of the emulsion stored 6 weeks at 

4OC. 



Protein load of the emzilsions : Protein load was calculated from protein depletion 

in the senun phase d e r  emulsion formation according to Britten and Giroux (1993). S e m  

phase \vas separated fiom the emulsion by centrifugation (25000g for 1 hour at 4OC) using 

a Beckman centrifuge (Mode1 52-21). Protein was determined in the aqueous phase before 

and after emulsion formation using the Bradford's method (1976) calibrated with a bovine 

s e m  albumin (BSA) standard (Biorad Laboratories Canada LTD, Mississauga, ONT). 
2 Prot.ei.n !oad resu!ts were expressed as m g h  . For that purpore, protein concentration 

depletion in the aqueous phase was divided by the IA of the emulsion. 

Foarnina ~rooerties : Foarning properties were measured according to Waniska and 

Kinsella (1979). 15 mL of 0.5% ( d v )  protein solution was used. The solution in the 

column was sparged with nitrogen gas at a constant flow rate of 19 rnL/min until foam 

volume reached 70 mL. Protein solution was added as required to maintain the volume 

constant at 15 mL. Time required to reach 55 mL of foam, and the volume of protein 

solution added were recorded. At the end of the sparging, the volume of liquid drained from 

the foam after 2 minutes was measured. The analysis were done at room temperature and 

repeated 5 times for each solution. 

Sohibi l i~  profile : 0.2 N hydrochloric acid was added gradually to 250 ml of 2% 

(w/v) protein solution. 1.5 ml aliquots were taken at pH 6.6; 5.8; 5.4; 5.2; 5.0; 4.8; 4.6; 4.4; 

4.2; 4.0 and centrifuged at 5OOg for 10 minutes at 4°C. Soluble protein concentration \vas 

determined in the supernatant using the Bradford's method (1976). Non-linear regression 

equations were calculated according to Bazinet et al. (2000~) : 

S, is the percentage of soluble protein, pH, the pH value ranging from pH 6.6 to 

4.0, a the amplitude of the cuve, b the percentage of soluble protein at the isoelectrîc point, 



c the center or point of inflection and w the width of the transition region of the sigrnoidal 

c w e .  

Particle size : The particle size was determined on 0.5 to 1.0 mL of 0.5% (wh) 

protein solution in 2 mL double distilled water, with a sub micron particle analyzer at 22OC 

(Beckman Coulter, Mode1 N4MD, Miami, FL). Results are expressed in tems of mean 

&meter (LW). 

Using SAS sofhvare (SAS inc., 1989), repeated measure anaiysis of variance were 

performed for conductivity and soluble protein as treatment progressed. The time to reach 

pH 4.4 and the voltage variation between the beginning and the end of the BMEA were 

subjected to Student t-test. Data fiom the compositionai, physicochemical and functional 

analyses of isolates produced by chernical and electrochemical acidifications were 

submitted to an analysis of variance. HPLC data of milk sarnple collected during 

acidification were analyzed by repeated measure analysis of variance. Linear regression 

equations for the duratih and the conductivity of the skirn milk solution as the 

acidification progressed md non-linear regression equations for the precipitation kinetic 

and the solubility as a hinction of pH using Sigrnaplot (Version 2.01 for Windows, Jandel 

Scientific, Corte Madera, CA) were calculated. 

RESULTS AND DISCUSSION 

Electrodialytic parameters : duration and anode cathodeivoltage difference 

a) Duration 

The duration of the BMEA was different according to the type of mik (P4l.0251). The 

tirne to reach pH 4.4 was longer for recoilstituted mille (RM) than for fiesh rniik (FM) with 



respective duration of 51.4 * 1.8 and 47.2 1 .O minutes. The small difference observed 

was due to an averaged 0.38 g/mL protein difference between RM and FM initial protein 

content, since the duration of BMEA was previously shown to be protein concentration 

dependent (Bazinet et al., 1 997a). 

b) Anodefcathode voltage difference 

The variation of voltage during the process was the same for both milk at 25.2 * 9.0 

(P>0.4528). The voltage increased linearly fkom 21.9 to 47.0 Volts (R' = 0.970) as the 

treatrnent progressed. The type of milk treated did not influence the hydrodynamic of the 

electrodialysis cell. 

Electrodialytic parameters were not influenced by the type of milk when both milks 

were compared on a similar protein and salt content. The fact that the RM milk was heat 

tre'ated during spray-drying did not influence the electroacidification process. Moreover, 

electroacidification results obtained on RiM were in accordance with previous results 

obtained by Bazinet et al. (3000b). 

Conductivity 

The repeated measure andysis of vaknce of the data showed that the pH 

(P<0.000 1) and the double interaction ~Wacidification type (P<0.000 1 ) had a significant 

effect on the conductivity, whatever the milk type. 

During chernical acidification of miik solution, the conductivity increased fiom 5.2 

to 8.4 m~.crn-', and decreased fiom 4.7 to 4.0 rn~.crn-' in ekctroacidification (al1 milk type 

averaged). Similar conductivity variations were obsenred by Bazinet et al. (2000b). 

Precipitation kinetics during acidification 

The percent soluble protein in the supernatant of samples collected as the skim 

was acidified was analyzed by repeated measure analysis of variance. The analysis showed 



that the pH (P<0.0001), the double interactions pWmilk type (P<0.0130) and 

pHlacidification type (W0.0001) and the triple interaction pWmilk type/acidification type 

(Pc0.0287) had a significant effect on the precipitation of milk proteins. The non-iinear 

regression sigmoidai curves produced coefficients of determination ranging fiom 0.953 to 

0.999. 

.4 comp~riscr. of the s o l ~ b k  proteir. evolution durhg pH decïease r w c l e d  a 

difference between the chernicd and electrochemical acidification with an influence of the 

milk type (Figure VIII-1). Frorn pH 6.6 to 5.2, the percent soluble protein was the same at 

about 100% whatever the acidification and milk type. From pH 5.2 to 5.0, the 

electroacidified reconstituted milk (EARM) showed the lowest soluble protein with 69.3% 

followed b y the chemicall y acidified fresh rnilk (CAFM), the chemicail y acidified 

reconstituted milk (C ARM) and the electrochemicall y acidified fresh milk (EAFM) with 

respective soluble protein of 83.8, 89.5 and 93.5%. As the acidification progressed kom 5.0 

to 4.8, both milk electroacidification showed similar low percent soluble protein with 

values of 22.6 and 21.6 respectively for EARM and EAFM, while the CARM and CAFM 

had different values of 81.5 and 52.7% respectively. At pH 4.6, the difference decreased 

and disappeared at pH 4.5 : hence, at pH 4.6, the CARM had a different soluble protein 

value of 30.3% in cornparison with 22.6, 2 1.8 and 21 2% soluble protein for the other milk 

and acidification treatment. From pH 4.5 to 4.4, the percent soluble protein was similar 

whatever the acidification and milk type at 20.5 and 20.8% respectively. The acidification 

procedures and the milk type did not influence the h a 1  precipitation extent of protein, but 

the electroacidified protein precipitated at higher pH value than chemicaily acidified 

proteins. These different precipitation kinetics were confimed by mode1 sigmoidai c w e s  : 

for chemical acidification the infiection points for RM and FM were respectively pH 4.71 

and 4.83, while for the electroacidification the inflection points of the c w e s  were at 4.99 

and 4.92 respectively for Rh4 and FM. 

The Merence observed between both milk, whatever the acidification procedure 

can be explained mainly by a difference in salt content. In fact, according to the averaged 

compositionai analysis of both milk presented in the materid part, the ash content of the 
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Fimire Vm-1 : Evolution of soluble protein during chernical and electrochemical 

acidifications of reconstituted (RM) and f'kesh (FM) skim milk. 



FM was 20.7% lower than that of RM : the Iower the ash content of FM was, the lower the 

ionic strength and consequently the higher the electrostatic repulsion. An increase in 

electrostatic repulsion, by decreasing ionic strength, resulted in a loss of solubility at a 

higher pH value (Kinsella et aL, 1985; Chefiel et al., 1985). In the case of RM the higher 

salt concentration resulted in a delay in protein precipitation by salting-in effect. 

Moreover, the delay in protein precipitation observed between the chemical and 

electmchemical acidification should be due to a salting-in effect by addition of HCI. 

According to Bazinet et al. (2000b), in the case of HCl chemical acidification, the salts 

added would conduct to a salting-in effect, and consequently to a delay in precipitation, 

while in the case of electroacidification, the migration of salts from the protein solution by 

electrochernical demineralisation would favour the precipitation of proteins. 

Protein profile during acidification 

' The percent initial peak area of each milk fractions in the supernatant of samples 

collected as the skim milk was acidified was analyzed by repeated measure analysis of 

variance. The anaiysis of variance showed a highly significant effect of pH on K-casein 

(P<0.000 l), as-casein (Pc0.000 1) and p-casein (P<0.000 1) and of double interaction 

~Wacidification procedure on r-casein (P~0.0024)~ p-casein (Pc0.0453). No significant 

difference was observed for whey protein (P>0.1478). 

For K- and p-casein fractions, their percent initial peak area decreased as the 

acidification progressed, and were influenced by the acidification procedure : the 

precipitation of both &actions by electroacidification took place at a higher pH value (pH 

4.8) than by chemical acidification (pH 4.5). For %-casein fraction, its percent initial peak 

area decreased with lowenng pH, but was not influenced by the type of milk and the 

acidification procedure. However, a difference between the acidification procedure, 

comparable to both previous casein hctions, codd be considered as red due to a 

probability level (P>0.0961) close to the 5% acceptance level. For whey protein fraction, its 

percent initial peak area was constant whatever the pH, the milk type and the acidification 

procedure. However, a smaii decrease in whey protein percentage would appeared at the 



end of the acidification with RM, although the statistical analysis showed no significant 

difference between milk type, due to large standard deviations. 

These results were in accordance with previous results obtained for the precipitation 

kinetics duruig acidification and gave more informations on each casein fraction 

precipitation. 

Isolate composition 

The anaiyses of variance showed no significant effect of milk type and acidification 

procedures on protein (P>O.988 1 ), Lactose (P>0.7865), ash (P>0.9772) and sodium 

(P>0.7628), potassium (P>0.8159), magnesium (P>0.2892) and calcium concentration 

(0.2594) concentrations. The analyses of variance showed a significant effect of milk on 

percent a,-casein (Pe0.00 16) and whey protein (Pc0.0043) fractions, while no significant 

différence was observed for u-casein (P>0.4053) and p-casein (P>0.2526) fractions. 

The protein, ash and lactose content of isolates produced in the different conditions 

were the same with respective values of 93.0 * 2.9, 4.1 1 * 0.37 and 3.42 * 2.59 % 

respectively (Table VIII-1). Mineral composition of the isolates were the same whatever 

the conditions in which they were produced with respective averaged concentrations of 

1461 * 197, 48 I 21, 6 * 6 and 112 * 67 rng/100 g of protein for sodium, potassium, 

magnesiurn and calcium (Table VIII-1). in the isolates produced afker chernical and 

electrochemical acidification of RM and FM, the percent of K-casein and p-casein fractions 

were the same with respective values of 11 -7 and 45.9% of the total isolate proteins (Table 

VU-1). The percent of a,-casein fraction of FM was higher than that of RM (42.4 vs 

40.8% respectively) while the percent whey protein fraction of FM was lower than that of 

RM (0.35 versus 1.0% respectively). Less whey proteins were recovered in the FM and 

consequently the percent of %-casein was positively influenced. This confmn the fact that 

a part of whey proteins are denaturated by themal treatment during spray-drying of skirn 

milk for production of powder. 
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Isolate physicochernical and functional properties 

Results of analyses of variance showed that the viscosity (P>0.7903), particle size 

(P>0.2643), protein load (P>0.5359), interfacial area (D0.8636) and emulsion stability 

were unchanged whatever the milk type and acidification procedure (Table VIII-2). The 

analyses of variance showed a significant effect of milk type (P<0.0028 for foaming 

crpaci.; expresse.' h rni!!itcr of prctein sdutio:: adde& P~O.OCO! fûr faaiiing tapcity 

expressed in minute and Px0.0216 for foam stability), acidification procedure (Pc0.0202 

for foaming capacity in rnL) and double interaction milk/acidification procedure (Pc0.0395 

for foarning capacity in mL). The repeated measure analysis of variance indicated a 

significant effect of pH (P<0.0001) and double interaction pWrnilk type (P<0.0001) on 

solubility of isolate produced as a function of pH. 

The foarning capacity expressed in rnilliliter is an indicator of the foam density : the 

higher the quantity of protein solution added was, the higher the density of the foam. The 

foam density of isolates fiorn FM was lower than those from RM (8.6 vs 12.9 mL added). 

Compared to chernicai acidification, electroacidification produced isolates with lower foam 

densities (9.3 vs 12.2 mL added) (Table VIII-2). However, EAFM and CARM showed the 

lowest and highest foam density respectively, while EARM and CAFM had similar foam 

density. 

The foaming capacity expressed in minute is an indicator of the foam development rate : 

the lower the tirne value  vas, the more rapidy the foam was developped. The foam 

development rate of FM was lower than that of RM (4.6 vs 3.4 minutes). Cornpared to 

chernical acidification, electroacidification produced isolates with lower foam development 

rates (4.2 vs 3.8 minutes)(Table VIII-2). 

The foam stability was influenced by the milk type with 6.5 and 4.0 mL recovered for FM 

and Rh4 respectively. 



Table VIiI-2 : Physico-chcmical and funclional properties of isolates produced by chcrnical and electrbchcmicai acidifications of 

reconstituted and fresh skim mi&. 

Fresh milk Reconstituted rniik 

Chernical Electrochemid C hemical Electrochemical 
Acidification . Acidification  cid di fi cation Acidification 

Particle size (nm) 

Foaming capacity (min.) 4.27 rt: 0.23 4.95 k 0.54 3.37 * 0.12 3.43 * 0.16 

Foaming capacity (mL added) 11.3 * 0.4 6.0 * 3.1 13.1 tt: 0.7 12.7 =i= 1.2 

Foam stability (mL recovered) 7.8 -k 1.1 5.2 A 2.9 4.0 * 0.0 4.0 Lt: 0.2 

Protein load (mg/m2) 24.3 & 4.2 21.3 ft: 5.6 27.1 k 5.3 25.4 f 3.2 

lnterfacial area (m2/m~ emulsion) 0.569 0.017 0.600 * 0.025 0.594 rt 0.039 0.608 =t: O. 1 O7 

Emuision stability (m2/rnL emulsion) 0.407 * 0.0 17 0,341 st: 0,025 0.338 =1: 0.130 0.41 1 rt 0.169 



b) Solubility 

As expected, the solubility of the isolates (al1 milk type and acidification procedure 

averaged) decreased with a decrease in pH. Moreover, the solubility profile of the isolates 

was influenced by the milk type (Figure VIII-2). The isolates pmduced fiom FM 

precipitated at a higher pH value than isolates produced fiom RM. These results were 

confirmed by similar inflection points for the model curves calculated for both milk : pH 

5.10 and 5.17 for RM and FM respectively. In addition, according to the model cuve  there 

was three times more soluble protein in the pH range of insolubilisation for FM than for 

RM isolate : 1.490 vs 0.598 % respectively. 

It appears fiom the isolate physicochemical and functional properties analyses that 

the foaming properties and the solubility as a function of pH were affected by the type of 

milk and the acidification procedure. The isolates from reconstituted milk had better foam 

stability and foam development rate, and higher foam density than fiesh milk. During foam 

formation, it was obsewed that fiesh milk formed bigger bubbles than reconstituted milk, 

which bursted more easily. These differences in functiond properties behveen fiesh and 

reconstituted skim milk should be due to the heat treatment by spray drying for production 

of powder. This is in accordance with the data in the litterature. El-Samragy et al- (1993a) 

has demonstrated the effect of heat treatment on the foarning capacity of skim milk 

retentate powders ; an increase in temperature decreased the foaming capacity of the 

protein solution at pH 7.0 and 6.7 in comparison with a non heat-treated skim rnilk. 

Moreover, they showed that the solubility index was significantly affected by the more 

severe heat treatment (8S°C) perhaps because of protein unf'olding and aggregation (El- 

Samragy et al., 1993b). Heat treatment induces the formation of complex between P- 
lactoglobulin, a-lactalbumin and K-casein which precipitates during acidification and resdt 

in higher proportion of whey protein in the isolates produced with reconstituted skirn milk : 

the sole daerence between reconstituted and kesh skim milk isolate chemical composition 

was whey protein content (1.0 vs 0.35% total peak area respectively) These whey proteins 

would change the functional properties of the final isolates. Denahired whey proteins are 

recognized to have a higher water binding capacity than casein (Kiosella et al., 1985) which 



Figure W I - 2  : Solubility profiles of isolates produced by chemicai and electrochemical 

acidifications of reconstituted ( R N  and kesh (FM) skim rnilk. 



explains the higher foam density and stability of reconstituted milk. In manufacture of CO- 

precipitates, the process cause heat denaturation of the whey proteins (Southward and Aird, 

1978). 4 to 15% of whey proteins are altered (Modler, 1985), so they precipitate with the 

casein at pH 4.6 but dissolve completely with the casein when alkali is added to pH 6.6-7.0 

(Connolly, 1983) : as a consequence, the content of whey proteins in casein CO-precipitate 

was about 10 to 15% (Koning et al., 1970). Co-precipitates have solubility characteristics 

similar to caseinates. but caseinates generally give higher foam volume but produce less 

stable foams than whey protein concentrates. The whipping and foaming properties of 

soluble CO-precipitates were generally slightly better than those of sodium caseinate though 

not as good as those of egg albumen (Southward and Goldman, 1978). 

In conclusion, the isolates produced by BMEA, except on foaming capacity, showed 

similar physicochemicai and functional properties than the isolates produced chemically. 

The main factor affecting the composition and the physichochemical and functional 

properties was the pre-treatment of milk pnor to acidification (heating, spray-drying) : they 

have a higher impact on the functional properties than the acidification treatment. 
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ATTEINTE DES OBJECTIFS ET AVGNCEMlENT DES CONNAISSANCES 

Cette dernière partie du travail expérimentai a permis de répondre à l'objectif 

concernant l'étude de l'effet de la nature du lait. Il a été démontré d'une part que le type de 

lait (lait en poudre reconstitué et lait f i s  non pasteurisé) a eu un effkt sur les performances 

électrodialytiques du système, mais que cet effet était principalement lié à une différence de 

teneur minérale et protéique. D'autre part, le type de traitement de chaleur subi par le lait a 

influencé certaines propriétés fonctionnelles par la présence de protéines sériques dans les 



isolats produits, tant par acidification chimique que par électroacidification. Enfin, il a été 

démontré que les isolats produits par ÉAMBP, excepté au niveau de la capacité moussante, 

avaient des propriétés fonctionnelles et physicochimiques similaires à celles des isolats 

produits chimiquement. 

Ces résultats ont permis un avancement des connaissances sur la compréhension de 

l'effet de la nature du lait et sur la précipitation des protéines au cours de I*EAMBP. Les 

résultats sur les propriétés fonctio~elles et physicochimiques ont démontré que le facteur 

principal affectant la composition et la fonctionnalité des isolats produits était les 

prétraitements du lait avant électroacidification. 





DISCUSSION GÉNÉRALE 

Suite au:; r25ÿ1t3~ prisentés diiris ce travail, il est possible il'affim~er que : 

le débit (paramètre électrodialytique) n'influe pas sur la composition chimique des 

isolats et les performances du système d'électrodialyse; 

la permsélectivité des MEC @aramètre électrodialytique) n'a pas d'effet sur 

l'efficacité finale de I~EAMBP, en terme de précipitation des caséines, mais qu'elle a un 

impact sur les performances de la technologie en terme d'efficacité énergétique et de durée 

de vie des MEC, par l'encrassement interne irréversible de la membrane pemsélective aux 

cations monovalents; 

la pemsélectivité des MEC influe sur la teneur finale en cendres des isolats 

produits par ÉMP; 

les sels présents en solution et principalement le potassium contribuent à 

l'efficacité du système en .contrebalançant pour les H+ électrogénérés afm de conserver 

l'électroneutralité de la solution. Par conséquent, l'ajout de potassium dans la solution de 

lait écrémé apparaît comme une nécessité pour obtenir une meilleure efficacité électrique; 

la nature des sels ajoutés et de la force ionique a un impact sur l'eficacité 

énergétique du système soit en l'augmentant ou en la diminuant; 

la composition chimique des isolats produits par ÉAMBP avec ajout de sels est 

influencée par la force ionique et la nature des sels, affectant par conséquent leurs 

propriétés physicochimiques et fonctionnelies; 

la déminéralisation des solutions de lait avant électroacidification démontre que la 

fonctionnalité et la composition chimique des isolats de caséines produits par ÉAMBP sont 

influencées par la baisse de force ionique; 

la fonctionnalité et la composition chimique des isolats ne sont que très peu 

influencée par le traitement d'électroacidincation en comparaison avec une acidification 

chimique, alors que les prétraitements tels que le chauffage aurait un impact majeur; 



enfin, les performances de I'EAMBP ne sont pas affectées par le type de lait traité. 

Par conséquent, l'hypothèse de départ semble être confirmée : l'électroacidification 

avec membranes bipolaires permet de produire des isolats de caséine dont la fonctionnalité et 

la composition chimique dépendent des paramètres du milieu (force ionique et sels présents) 

et des pammètres électrodialytiques (permsélectivité des membranes cationiques et débit) qui 

ont igdemeni un2 influsnsa sur les perfamanîes inerg2riques du systimc dY5kîtmdialyse et 

l'intégrité des membranes au cours de la séparation des caséines du lait écrémé 

L'ensemble des résultats obtenus permet de dire que I'EAMBP est un nouveau 

procédé alternatif pour la production d'isolat de caséine bovine de haute pureté. De plus par 

l'utilisation à la base d'un système d'électrodialyse (ÉD), connu en industrie, cette 

technologie serait facilement transférable au niveau industriel. Une cellule ~ ' E D ,  de par les 

nombreux formats disponibles à l'heure actuelle sur le marché, peut être adaptée à tous les 

nivéaux de production et par conséquent à toutes les tailles d'entreprises. De plus, cette 

technologie apparaît comme une avancée technologique car elle permet la production de 

base très pure in situ, réutilisable pour la resolubilisation des caséines, en parallèle avec 

l'électroacidification de la solution de lait ainsi que la production de lactosérum 

déminéralisé, plus facilement transformable que les lactosérums acides produits par les 

procédés conventionnels. La génération in situ et la réutilisation des composés dangereux 

pour l'environnement (acides et bases) suppriment les inconvénients et les risques liés au 

transport, au stockage, à l'utilisation et à l'élimination de ces matières. 

Les principales limites de I'ÉAMBP du lait sont le prix élevé de l'équipement de 

base et les susceptibilités de colmatage a long terme. Deux types de colmatage existent : le 

colmatage des cadres séparateurs et le colmatage des membranes. Le colmatage des cadres 

séparateurs est lié aux micelles de caséines en suspension qui s'agglomèrent entre eux pour 

former un réseau protéique dans le grillage des cadres séparatek par recircuiation et 

accumulation au sein de la cellule de cette masse de protéines insolubilisées. Ce colmatage 

a pour inconvénient de faire augmenter le voltage appliqué aux bornes de la cellule et de 

diminuer l'efficacité énergétique du système. Cependant, une centrifugation en ligne à 



l'entrée etlou à la sortie de la cellule d'électrodialyse permettrait de limiter cette formation 

non désirée au sein du système. De même, le fait de travailler avec du lait très acide comme 

dans le cas du procédé SAFIR, où un volume calculé de lait est ajouté aux caséines acides 

(pH de l'ordre de 1.8 à 2.4) pour atteindre un pH de 3.5, diminuerait fortement les 

possibilités de colmatage par le réseau protéique, inexistant à bas pH. Ainsi, une partie de 

cette solution caséinique très acide serait utilisée pour maintenir le pH d'un réservoir 

nnn~ipa! r----* dors n~ie  -l-- le reste de !z prodcction serait '~ansfornii en casiines. En cours de 

procédé, un autre type de colmatage apparait, beaucoup plus insidieux et pernicieux que le 

premier : le colmatage des membranes cationiques. La formation d'hydroxyde de calcium 

et de magnésium en cours ~ 'ÉAMBP aussi bien en surface qu'à l'intérieur des MEC 

diminue la durée de vie de ces membranes et l'efficacité énergétique du système à court 

terme. Une étude effectuée sur les membranes cationiques utilisées pour les essais du 

chapitre VI, non inclus dans ce manuscrit laisse toutefois suggérer qu'un nettoyage régulier 

des membranes lors d'une procédure de nettoyage en place serait efficace pour éviter la 

forkation de ce colmatage. 

L'application industrielle de I'ÉAMBP pour la production de caséines ne semble 

pas être adaptée pour le moment à la production laitière québécoise et plus généralement 

canadienne. En effet, au Québec et au Canada la majorité du lait est transformé en lait de 

consommation ou en fiomage. La production de caséine pour la fabrication d'isolat ne 

serait pas viable car il n'existe pas au Québec et au Canada d'usine de transformation du 

lait en isolat de caséine et parce que le prix de vente du lait sous forme de lait de 

consommation ou de fiomage est plus élevé. Cependant, dans des pays déjà producteurs de 

caséines ou de caséinates comme la Nouvelle-Zélande, la France ou les Etats-Unis, les 

avantages de L'ÉAMBP pourraient être intéressants. A la vue des résultats, les conditions 

optimales de ~ÉAMBP incluraient l'ajout de KCl à une concentration de l'ordre de 0.5 M, 

afin d'obtenir la meilleure efficacité énergétique du procédé. Cependant, le fait de rajouter 

des sels ne semble pas économiquement judicieux. En effet, l'augmentation du coût 

énergétique de 5 à 15 cents par kilogramme d'isolat de caséine suite à une déminéralisation 

par électrodialyse de 75% de la solution de lait de départ serait largement compensée par la 

production d'un lactosérum final déminéralisé à plus de 80%. Ce lactosérum pourrait être 



utilisé directement sans autre traitement pour d'autres applications comme les laits 

maternisés. Cela éviterait l'utilisation de procédé coûteux comme l'échange ionique ou 

l'osmose inverse pour une déminéralisation inférieure ou équivalente. Dans ce contexte, le 

couplage de ~'ÉAMBP avec un électrodialyseur conventionnel deviendrait un procédé très 

compétitif, qui utiliserait les forces de chacunes des deux technologies et permettrait 

I'utilisation ou la réutilisation de chacun des fluides utilisés tout en limitant les rejets ou les 

sccs-prcd.i~. 

Ce travail a par conséquent permis de valider la méthodologie de 

I'électroacidification avec membranes bipolaires pour la séparation à l'échelle industrielle 

des protéines du lait sans ajout chimique grâce a la génération électrique contrôlée des 

espèces ioniques désirées. 
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CHAPITRE X 

CONCLUSION GÉNÉRALE 

ii resson des résuirats que des isoiats de haute purrti peuvent ître produits par 

ÉAMBP et que les protéines sériques sont les seules protéines solubles restantes après 

électroacidification. Différents facteurs influencent les performances de la technologie en 

terme de cinétique de précipitation protéique et d'éffcacité énergétique: le débit, le type de 

lait, la permsélectivité des membranes cationiques, la nature des sels et la force ionique de 

la solution. Les résultats obtenus sur l'étude de la permsélectivité ont permis de 

comprendre la formation du colmatage des MEC et d'identifier ce précipité comme étant 

composé d'hydroxyde de calcium et de magnésium. Le nombre de H+ électrogénérés au 

cours de I~ÉAMBP a été évalué à 60-78 rnéq./L, de solution de protéines B 10% de solide et 

il a été démontré que les K+ sont l'espèce ionique nécessaire pour limiter la migration non 

désirée des H* au travers de la MEC. Ainsi, au niveau de l'efficacité énergétique, la 

meilleure combinaison est l'ajout de KCI à une force ionique de 0.5 M : elle a permis une 

diininution de l'énergie consommée de 45% par rapport à une solution traitée sans ajout de 

sel. Enfin, il est ressorti de ces résultats que les isolats produits par électroacidification avec 

membranes bipolaires avec différents types de sels et a diEérents niveaux de forces 

ioniques ajoutées, exceptés pour les isolats produits par l'ajout de CaCll à une force ionique 

de 1M et déminéralisé à 75%, montrent des propriétés physicochimiques et fonctionnelles 

similaires entre eux et à celles d'un isolat produit chimiquement et des isolats 

commerciaux. 

Deux problèmes peuvent apparaiatre limitatifs pour l'application au niveau industriel 

de cette technologie : le colmatage des cadres séparateurs et le colmatage des membranes. 

Au cours du procédé ~'ÉAMBP, le caillé protéique formé peut aboutir à un colmatage des 

cadres séparateurs de  la cellule par recirculation et accumulation, au sein des promoteurs de 

turbulence des cadres séparateurs, des protéines agglomérées. Ce colmatage a pour 



inconvénient de faire augmenter le voltage appliqué aiLu bornes de la cellule et de diminuer 

l'efficacité énergétique du système. En cours de procédé' un autre type de colmatage 

apparaît beaucoup plus insidieux et pernicieux que le premier : le colmatage des 

membranes cationiques. La formation d'hydroxyde de calcium et de magnésium en cours 

~ 'ÉAMBP aussi bien en surface qu'à l'intérieur des MEC diminue la durée de vie de ces 

membranes et L'efficacité énergétique du système à court terme. 

Il existe cependant des solutions pour remédier au colmatage des cadres séparateurs 

et des membranes cationiques en cours ~'EAMEIP. Ainsi, une centrifugation en ligne à 

l'entrée et/ou a la sortie de la cellule d'électrodialyse permettrait de limiter cette formation 

non désirée au sein du système. De même, le fait de travailler avec du lait très acide comme 

dans le cas du procédé SAFIR où un volume calculé de lait est ajouté aux caséines acides 

pour atteindre un pH de 3.5, diminuerait fortement les possibilités de colmatage par le 

réseau protéique, inexistant à bas pH. Afin de pallier la formation d'hydroxyde de calcium 

et de magnésium au cours de I~ÉAMBP aussi bien en surface qu'à l'intérieur des MEC, un 

nettoyage acide régulier des membranes Ion d'une procédure de nettoyage en place serait 

efficace. 

A la lumière des travaux, et étant donné l'intérêt potentiel de certains pays 

producteurs de caséines tels que la Nouvelle-Zélande, la France et les Etats-Unis, il serait 

intéressant d'effectuer une étude économique des coûts. En parallèle avec l'étude 

économique, une optimisation du procédé pourrait être effectuée en s'attardant sur la 

diminution de la résistance de la cellule ÇI~ÉAMBP ou plus spécifiquement, sur 

l'agencement des membranes au sein de la cellule et l'épaisseur des cadres séparateurs. De 

plus, dans le but de compléter cette étude tant au niveau de la compréhension globale de 

cette technologie qu'au niveau de la mise en évidence de son potentiel en temps que 

procédure industrielle, il serait intéressant de travailler sur l'effet de la température' tant 

pour la production de CO-précipités que pour la séparation éventuelle de la caséine-p. Enfin, 

pour parachever les travaux, une étude de la composition du lactosérum et des propriétés 

fonctionnelles et physicochimiques des protéines sériques s'avère importante. 
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