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[Anspash 1999].

Figure 1I-1. Global layout of spinach fractionati@md physico-chemical characterisation
steps.

Figure 1I-2. Calibration curve of HPLC SEC columRrg¢tein KW804 column, Shodex)
carried out with proteins markers: Aprotinin, Rilboiease A, Ovalbumin, Conalbumin,
Aldolase, Catalase, Ferritin, Thyroglobulin. Rubismolecular weight as a function of its
elution volume is shown.

Figure 1I-3. HPLC SEC chromatogram obtained fomaph Rubisco solution at 1 g‘L
Sample volume is 0.1 mL, PBS eluent with a floverat 1 ml/min. F1 is the fraction having a
MW close to 570 kDa and F2 fraction of MW betwe@nahid 6 kDa.

Figure lI-4. Rubisco fractions analysis on SDS-PATE6. From left to right: lane 1 BSA,

lane 2 Lysozyme migration, lane 3 commercialiseidagh Rubisco, lane 4 F1 , lane 5 F2.
LSR: large subunit of Rubisco; SSR: small subuhRabisco.
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Figure 1I-5. HPLC SEC chromatograms obtained foinagh Rubisco solutions. Sample
volume is 0.1 ml, concentrations in Rubisco vapnfr0.1 to 2 g.[!, PBS eluent with a flow
rate of 1 ml/min.

Figure II-6. Calibration curve: Rubisco peak areesus theoretical Rubisco content (from 0.1
to 2 g.L'h).

Figure II-7. HPLC SEC chromatograms of juice sampbeoduced at 50°C from spinach
leaves with three cutting levels: B1: none, B2:reeaand B3: fine.

Figure 1I-8. HPLC SEC chromatograms obtained fanagh juice samples produced by the
TAMD at different wall temperatures (30, 50, 70 &WiC).

Figure 11-9. Spinach juice proteins analysis on SEXSGE 15%. From right to left: lane 1

molecular weight marker, lane 2 spinach Rubiscoratign, lane 3 spinach juice produced at
90°C, lane 4 spinach juice produced at 30°C, laspibach juice produced at 50°C, lane 6
spinach juice produced at 70°C. LSR: large subohiRubisco; SSR: small subunit of

Rubisco.

Figure IlI-1. Chromatogramme obtenu par analyse EIFBEC d’'un échantillon de jus de
luzerne reconstitué centrifugé et dilué 10 foislwre injecté 0,1 mL, élution au tampon
phosphate & 1 mL/min. (a) chromatogramme enti¢pifbde la Rubisco.

Figure IlI-2. Analyse par SDS-PAGE 15% des suppdtgper Z et des échantillons du jus
aprés contact des supports. Voie G : marqueur®idis poléculaire, F : CM Hyper Z apres 4
heures de contact avec le jus de luzerne, E Q HYpgres 4 heures de contact avec le jus de
luzerne D : jus de luzerne aprés 4 heures de contact @xdlyper Z, C : jus de luzerne
aprés 4 heures de contact avec Q Hyper Z, B : duwatupport CM Hyper Z et A : éluat du
support Q Hyper Z.

Figure IlI-3. Schéma général du dispositif expéntaé pour I'étude de la rétention de
Rubisco par échange d’ions.

Figure lll-4. (a) Réponse a une stimulation échaleria colonne en lit fixe B}, (b) Courbe
de la distribution des temps de séjouB)E( distribution expérimentale®( ), distribution
suivant le modele de mélangeurs en cascade (N488g (discontinue), distribution suivant
le modéle de convection-dispersion (Pe = 70) (ligma&tinue).

Figure 1lI-5. (a) Réponse a une stimulation échalenla colonne en lit expansédk((b)
Courbe de la distribution des temps de séjoud) E(distribution expérimentale®( ),
distribution suivant le modele de mélangeurs encames (N=30) (ligne discontinue),
distribution suivant le modéle de convection-disper (Pe = 61) (ligne continue).

Figure 11I-6. Courbe de percée expérimentale dRuaisco déterminée par traitement d’un

jus reconstitué centrifugé de luzerne, dilué 6 foencentration initiale en Rubisco 2,10 gL
dans une colonne en lit fixe du support Q Hyper Z.
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Figure IlI-7. Chromatogrammes obtenus par analBeC SEC des fractions issues de la

charge de la colonne en lit fixe avec un jus derog a une concentration en Rubisco de 2,1
g.L™. (a) Chromatogrammes entiers, (b) pics de la Robi&) pics de composés de faible

masse moléculaire.

Figure I1I-8. Courbes de percée de la Rubisco déteres expérimentalement par traitement
des jus reconstitués centrifugés de luzerne, ditlee$, 10, 20, 40 et 100 fois, dans une
colonne en lit fixe du support Q Hyper Z.

Figure I1I-9. Courbes de percée de la Rubisco déteres expérimentalement par traitement
des jus reconstitués centrifugés de luzerne, dde€k, 6, 8, et 10 fois, dans une colonne en lit
expansé du support Q Hyper Z.

Figure 11I-10. Comparaison des;§ pour la Rubisco sur Q Hyper Z obtenues avec deux
modes de contact différents: en lit fixe (gris) et lit expansé (blanc) pour deux
concentrations d’alimentation différentes.

Figure IlI-11.Courbe d’élution de la Rubisco chargée sur le sapgpdiyper Z en colonne lit
fixe & partir d’un jus de luzerne & une concerdrathitiale de Rubisco de 2,1 'L

Figure 11l-12. Courbe d’élution de la Rubisco cheggen mode lit expansé (expérience 1).
Elution en mode lit expansé avec 0,5 mdINaClI et vitesse superficielle de 2,65 cm.thin

Figure 11l-13. Courbe d’élution de la Rubisco chéggen mode lit expansé (expérience 2).
Elution en mode lit fixe avec 0,5 mol'INaCl et vitesse superficielle de 0,65 cm.thin

Figure 11l-14. Courbe d’élution de la Rubisco cheggen mode lit expansé (expérience 3).
Elution en mode lit fixe avec 0,5 mol*INaCl et vitesse superficielle de 0,40 cm.thin

Figure 11l-15. Courbe d'élution de la Rubisco chéggen mode lit expansé (expérience 4).
Elution en mode lit fixe avec 0,5 mol'INaCl et vitesse superficielle de 0,40 cm.thin

Figure IlI-16. Chromatogrammes obtenus par anayBeC SEC des fractions éluées de la
colonne en lit fixe (expérience 5). (a) Chromatograe complet, (b) pic de la Rubisco.

Figure IlI-17. Chromatogrammes obtenus par anayBeC SEC des fractions éluées de la
colonne en lit expansé (expérience 3). (a) Chrognatome complet, (b) pic de la Rubisco.

Figure 111-18. Chromatogrammes obtenus par anaiBeC SEC d’une solution de Rubisco
d’épinard commerciale & 2g*L(en vert) et de la fraction obtenue & 19,5 mingbation en lit
fixe de la résine charge lors de I'expérience Btaxpansé (en rouge).

Figure IV-1. Effet du coefficient de sélectivitéaK sur la forme de l'isotherme d’échange
d’ions.

Figure 1V-2. Représentation schématique des p#&scudisposées en colonne
chromatographique montrant les différents mécargsrde transport et leur zone de
localisation : (1) diffusion a travers les pore®), diffusion dans la phase solide, (3) réactivité
chimique sur les sites de la phase solide, (4)sfesihde matiére externe et (5) zone de
mélange liquide-liquide.
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Figure IV-3. Schéma de propagation d’'une onde twd'étape de charge d’'une colonne
chromatographique : Représentation du profil decentration a deux instants successifstt
t2> t;, en fonction du profil de I'isotherme d’adsorptigtelfferich, 1993].

Figure 1V-4. Isotherme d’adsorption de la Rubiseoluzerne pure sur I'échangeur anionique
Q Hyper Z. Détermination en batch & partir d’unkeison de Rubisco pure &G 2,2 g.L* et
une concentration en NaCL 0,016 mdl.(conductivité de 1,02 mS.cth & température
ambiante et a pH 6.

Figure IV-5. Courbe représentant la masse de Raolfigée dans la résine en fonction de la
concentration de Rubisco en sortie de colonne. bhasm fixée est déterminée a partir des
courbes de percée expérimentales en lit fixe l@dgiconcentration de Rubisco en sortie de
colonne atteint 75% de la concentration d’alimeatat

Figure IV-6. Courbes de percée de Rubisco expétmes) déterminées avec des jus de
luzerne reconstitués centrifugés a différentestidihg sur une colonne de Q Hyper Z en lit

fixe. En ligne continue : temps de percée théosgiiterminés avec l'isotherme d’équilibre ;

en ligne discontinue : temps de percée de référédéerminés a partir de valeurs de

rétention réelles).

Figure IV-7. Courbes de percée expérimentales dulzisco du jus vert de luzerne sur une
colonne de chromatographie d’échange d’ions eexjitansé remplie du support Q Hyper Z.
En ligne continue temps de percée théorique damscdaditions de I'équilibre, en ligne
discontinu temps de percée théorique dans les omslide pseudo-saturation.

Figure IV-8. Evolution de la concentration de Rgbisavec le temps dans un réacteur batch
en présence de I'échangeur Q Hyper Z a tempéraint@ante. Concentration initiale de
Rubisco en solution 2,2 gL Rapport Liquide/Solide 11 (v/v).

Figure 1V-9. Evolution de la fixation de Rubisco ldeerne sur le support Q Hyper Z avec le
temps. A gauche, évolution de la concentration elutisn. A droite, évolution de la
concentration fixée. Les traits continus ont éiéudas a partir de I'équation 1V-22 (a gauche)
pour les temps courts, et a partir de I'équatiofr2B/(a droite), pour les temps plus longs.
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Pour répondre a une demande mondiale de protéingssante, plusieurs nouvelles sources,
notamment les feuilles végétales, sont de plusles proposées. Les protéines végétales
sont les plus abondantes sur la planéete et satér@uvelables. Le rendement agronomique
des protéines végétales est trés intéressant. Sactare, chaque année, 1800 a 3000 kg de
protéines de luzerne sont obtenues contre 150 &@Qfke protéines de viande, 400 kg de
protéines laitieres, 500 a 700 kg de protéinesatiérés, 700 a 1200 kg de protéines issues
des grains (Soja, Féverole, Colza) [Costes, 19Bh].plus d’'une forte productivité, les
protéines des feuilles présentent d’autres avasiagenme des propriétés nutritionnelles et
fonctionnelles intéressantes. Elles ont été recesmar la FAO (Food and Agriculture
Organisation) comme une source potentielle et effede protéines de haute qualité pour la
consommation humaine en raison de I'abondanceutestairce, de leur valeur nutritionnelle

et de I'origine végétale donc sans cholestérol ah[@hen et Qiu, 2003].

La luzerne est la Iégumineuse la plus cultivée ands. D’'aprés la FAO, la récolte annuelle
mondiale est d’environ 454 millions. En culture @uida luzerne occupe 33 millions
d'hectares, dont 13 en Amérique du Nord (Etats)JBign Amérique du Sud (Argentine), et
8 en Europe. En France, la surface cultivée errmezeouvre 600 000 hectares. La luzerne,
principalement utilisée comme plante fourragereleeplus cultivée des plantes |[égumineuses
en Europe. Elle produit en Europe 2600 kg de pmetipar hectare [Mauriés 1994] ce qui
constitue un rendement particulierement élevé empemaison avec d’autres plantes cultivées.
Il est par exemple quatre a cing fois supérieureandement en protéines du blé ou du soja
[Lamarche et Landry, 1992].

D’autre part, la culture de la luzerne est uneutalt faible impact environnemental. En effet,
la luzerne integre I'azote de I'air en symbiosecasles bactéries du sol et ne nécessite ainsi
pas d’engrais azotés. Ses racines profondes pemhé&tnrichissement et 'ameublissement
du sol. D’'autre part, cette culture permet de metdes nappes et les cours d’eau car elle joue
un réle de pompe a nitrates et assure un sol cougate I'année qui limite ainsi le

ruissellement et les inondations.
Les protéines foliaires de luzerne sont caractgsiggar un aminogramme équilibré. Leur

composition en acide aminés essentiels, comme fgrete tableau 1, est comparable a celle

de protéines dorigine animale telles que les pmet® de I'ceuf. Elle est globalement
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conforme aux recommandations nutritionnelles de HAO (Food and Agriculture
Organisation) et la WHO (World Health Oganisation).

Tableau 1. Acides aminés essentiels des protéotiesrdés de luzerne [Gastineau et Mathan,
1981], de la Rubisco [Douillard, 1996], et de I'ogBhuveur, 1988]. Valeurs en g d’acide
aminé pour 100 g d’acides aminés totaux.

Acides aminés Protéines Protéines | RuBisCO| Euf FAO

essentiels hydrophobes| hydrophiles /WHO
Valine 55 6.2 6.7 7.2 5.0
Leucine 9.8 8.6 9.3 9.2 7.0
Isoleucine 5.5 4.5 4.9 7.7 4.0
Phénylalanine 6.2 6.5 7.0 6.3 0.6
Tryptophane 2.1 3.2 2.7 1.5 1.0
Méthionine 1.8 1.9 1.9 4.0 35
Threonine 5.7 4.8 5.3 43| 40
Lysine 74 6.9 6.5 7.0 55

En dehors des propriétés nutritionnelles des preteide la luzerne, leurs propriétés
fonctionnelles montrent le potentiel qu’elles présat pour des applications aussi bien dans
le domaine alimentaire ou pharmaceutique que dadsinaine non alimentaire des adhésifs
et films biodégradables. De plus, de nouvelless/die valorisation de la protéine majoritaire
des protéines de la luzerne, la Ribulose 1,5-bipinate carboxylase, basées sur son activité
catalytique peuvent étre envisagées : le progredbidprocédés suggere la possibilité de mise
au point de procédés de fixation du dioxyde de aragbpar I'immobilisation de la Rubisco
dans un bioréacteur [Bhattacharya, 2001, Bhattgehetral., 2002, Chakrabarti et al., 2002].
Toutefois, I'application des protéines solubles ldeluzerne a tous ces domaines reste
conditionnée par la possibilité de mettre en cewles procédés de séparation pour leur

purification et concentration et par les effetcde procédés sur leurs différentes propriétés.

Les récoltes de luzerne sont souvent destinéesléslaydratation car c’est le meilleur moyen
de conservation jusqu’a sa consommation [Demasgetilal., 1973 ; Bailly, 1989 ; Hamm,
2007). En effet, vu sa faible teneur en sucres, la hezast peu adaptée a I'ensilage comme
moyen de conservation, qui s’avére difficile [Fainb et al., 1988]. Ainsi, la luzerne est
traitée industriellement dans un procédé habitoedlg appelé de déshydratation. Ce procéde
est apparu en France dans les années 60, il ersidiroyer et a presser la luzerne
immédiatement aprés sa récolte pour séparer umgioftasolide riche en fibres qui est
destinée a l'alimentation animale et des quantit§sortantes d’un jus, appelé couramment
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« jus vert », riche en protéines hydrophiles etrbgtobes, en pigments, en vitamines... Ces
deux fractions, solide et liquide, présentent uériét économique.

Plusieurs travaux, dans les années 70, se sontse&s a la valorisation des jus verts par la
récupération de composés a faible ou moyenne valeutée. Ces travaux ont abouti a la
production de concentrés de protéines totalesodeentrés de protéines hydrophiles ou de
concentrés de protéines hydrophobes connus sotéredies dénominations (LCP, PX,
ProXan...) [Kohler and Knuckles 1977, Pirie 1978Jek et Graham 1983]. La plupart des
procédés mis au point reposent sur le fractionnéhes jus verts par thermo-coagulation ou
par modification du pH ou par précipitation gracd’ajout de solvants, une étape de
centrifugation, de lavage et souvent la combinat®icertaines de ces techniques. La plupart
des concentrés produits présentent une faible vadgautée puisqu’ils restent destinés
essentiellement a I'alimentation animale. D’aufpast, ces procédés sont colteux a I'échelle
industrielle en raison de leur consommation énaqgétet peuvent surtout engendrer des
modifications des propriétés des protéines imptetafStahmann, 1978]. Au final, 'impact

environnemental global de ces procédés est asqertant.

Le concept de bioraffinerie, né dans les année®,198 pas cessé de se développer face aux
nouvelles préoccupations environnementales et aakitions du prix des énergies fossiles.
Ce concept repose sur le modele de la raffinerieolpgre qui utilise du pétrole brut, pour
fabriquer des carburants et des produits dérivégsiaDe la méme fagon, la bioraffinerie a
pour objectif de fractionner la plante puis de fieriet transformer les différents produits aux
usages divers dans les domaines énergétique (bioeats), non énergétique (polymeres,

tensioactifs, solvants, agromatériaux...) et agroatitaire (protéines, pigments...).

C’est dans cet esprit que nous avons mené nosutale séparation d’'une protéine cible a
partir du jus produit par la déshydratation deitartasse végétale qui est, dans le cadre de nos
travaux, la luzerne. Pour cela, le procédé de aéparsélectionné est la chromatographie
d’échange d’ions. En effet, la chromatographie lolédmge d’ions pour la séparation des
biomolécules a été introduite dans les années 68 kéaucoup été développée depuis.
Aujourd'hui, elle est lI'une des techniques les pitiissées en bioséparation (de protéines, de
peptides, d’'acides nucléiques...) car elle permetéparer les biomolécules avec une bonne
résolution et offre une capacité de traitement irtgyde. Elle est caractérisée par une grande

sélectivité puisqu’elle est capable de sépareredpgces moléculaires ayant des différences
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mineures dans leurs propriétés de charge. La chiogneghie d’échange d’ions est ainsi une
technique bien adaptée pour la capture et la patifin de biomolécules, bien que les modes
d’application classiques s’adressent essentielleraeties solutions fortement pré-purifiées,

compatibles avec un fonctionnement en lit fixe.

L'objectif de cette these est ainsi I'étude d’'umg¥dé chromatographique d’échange d’ions
pour la séparation sélective de la Ribulose 1,BdBphate carboxylase (Rubisco) a partir du
jus de luzerne. Dans le but de limiter le nombrgtapes du procédé, et donc de réduire son
impact environnemental, la particularité de cedilaa été de travailler directement avec des
solutions brutes, réelles, et donc complexes. Afévaluer les possibilités d’adaptation du
procédé au traitement de ce type de solutions, deodes de contact ont été utilisés : la
séparation en lit fixe et la séparation en lit exg#ga Dans les deux cas, cette étude s’attache
essentiellement a la mise en ceuvre du procédé amsi a la mise en évidence des
interactions et des limitations du procédé de s#ijmar de la protéine d’intérét lorsqu'il est

appliqué a un milieu végétal brut.

Pour aborder les difficultés posées par I'applaraties procédés de séparation aux milieux
biologiques complexes, une synthese bibliographiegted’abord présentée dans le premier
chapitre. Elle permet de résumer quelques conmaissabiochimiques de base des protéines
et de présenter la protéine objet de cette étudeseprincipales caractéristiques. Les bases
physico-chimiques des procédés de séparationéstis®nt aussi exposées, tout en mettant
I'accent sur la nécessité de prendre en compter#lexité des milieux a traiter. Le travail

réalisé se trouvant clairement orienté vers lesdparations, et donc a la frontiere de deux
domaines disciplinaires. Les connaissances de bagdédisciplinaires nécessaires a la

compréhension du sujet sont abordées.

Le chapitre 2 présente les méthodes analytiquesoqgtiété mises au point pour la
caractérisation et la mesure de la protéine d@ttéla Rubisco. Ces méthodes permettent une
analyse qualitative et quantitative de la Rubisitectement a partir de son milieu brut. En
effet, on ne peut aborder un procédé de récupérdeaette protéine sans disposer des outils
analytiques spécifiques permettant de suivre saerdration dans les différents milieux de

travail.

26



L’étude du procédé chromatographique d'échangend’i@it I'objet du troisieme chapitre.
Dans ce cadre, linfluence de la composition du ipitial est étudiée afin de mettre en
évidence les interactions des composés de ce prslaachangeur. Deux modes de contact
sont étudiés et comparés dans des conditions opésatommunes ou spécifiques, le lit fixe
et le lit expansé. En plus de constituer le cceuréade, ce travail a été essentiel pour
produire la protéine d’intérét (qui n'est pas disidke commercialement) et aborder une
analyse plus fondamentale sur les interactions gedtéine avec le support d’échange d’ions,
qui sera développée dans 18™4et dernier chapitre. La détermination d’une isotie
d’équilibre et des mécanismes cinétiques a aigsingtiée. Ce chapitre IV tente globalement
d’appréhender la complexité des interactions elarprotéine et le support. La difficulté
associée a la nature du milieu rend extrémemefitilifles déterminations quantitatives

d’intérét.

Ce travail de these a ainsi pour objectif d’appodies réponses d’'ordre appliqué et de poser
des questions d’ordre fondamental en ce qui coecks mécanismes de rétention d’'une
protéine cible a partir d’'un milieu brut afin decdée les performances de la séparation de
celle-ci. Parallelement & ces travaux, la modétisadles phénomenes impliqués a été initiée.
Cet aspect du travail ne sera pas développé danséomire car il n'est pas abouti, mais

montre déja I'importance de la modélisation dangdepréhension des mécanismes et la

difficulté de leur application aux milieux réels.
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Ce chapitre a pour objectif, dans un premier tengss, rappeler des éléments

théoriques nécessaires a la compréhension de ¢aili@ des protéines de luzerne. Cela

permettra de faire le lien entre les propriétésate protéines, le potentiel de valorisation des

jus verts de luzerne, la complexité du milieu bjortance du procédé a mettre en ceuvre.

Dans un deuxieme temps, les principes de base esgquéls reposent les techniques

conventionnelles de séparation des protéines & garh milieu brut sont synthétisées. Ceci

permet de justifier le besoin de procédés plus t@dapa ces milieux comme la

chromatographie en lit expansé. Un état de l'ars déférents aspects et différentes

applications de ce procédé est alors discuté.
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l. Les protéines

Une protéine est une macromolécule biologique algtepar copolymérisation d’acides
aminés. Il existe une vingtaine d’acides aminéguidait d’eux des éléments indispensables
a toutes les especes puisqu’ils participent a kesistades de I'organisation des tissus et du
déroulement de nombreux processus. La structuosnigosition et les principales propriétés
générales des protéines seront brievement déd#ns ce qui suit d’aprés Voet et Voet
(2005).

[.1. Structure moléculaire
Les protéines sont toujours composées de carbdnglrdgéne, d’azote et d’oxygéne et tres
souvent de soufre. Elles peuvent également contknifer, du zinc, du phosphore ou du

cuivre.

Les acides aminés constituent les éléments uniiée ghrotéine : ces acides aminés sont des
acideso-aminés. Leur formule générale est représentédapfigure I-1. La structure de la

chaine latérale R differe d’'un acide aminé a umeaut

H H 0
| Z
72
N—C—C
s N
H Flz OH
H_J HI_J
Fonction Fonction acide
amine ou carboxylique ou
N-terminale C-terminale

Figure I-1. Formule générale d’'un acide aminé.

En fonction du nombre d’acides aminés, on distindas peptides (moins de 60 acides
aminés enchaineés) et les protéines qui comprephente 60 acides aminés et dont certaines

sont de trés grandes molécules ou macromolécules.

Les acides aminés sont reliés par des liaisonsdigypts en chaines plus ou moins complexes
et forment des structures que I'on qualifie de piie) secondaire, tertiaire ou quaternaire. La
structure primaire est le squelette de la protéalle représente I'enchainement d'acides
aminés reliés par des liaisons peptidiques. Ladmipeptidique est une liaison amide qui se
forme par élimination d’'une molécule d’eau entréolaction C-terminale d’un acide aminé et

la fonction N-terminale de I'acide aminé voisin.
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Le repliement de la chaine peptidique par la foiwnadle liaisons hydrogéne entre les acides
aminés du squelette protéigue donne naissance &tudesures secondaires variables qui
peuvent correspondre a plusieurs configurationsaes. On distingue les structures hélice

feuillets plissé$ ou triple hélices.

La structure tertiaire provient des associationigmoléculaires, telles que des interactions
ioniques, hydrophobes, hydrogéne, ponts disulfurentrainent la courbure des chaines.

Enfin, la structure quaternaire n’est autre qu’association de plusieurs structures tertiaires
(chaines polypeptidiques) qui sont appelées damaseles sous-unités ou monomeres et qui
peuvent étre semblables ou différentes. On pams da cas de protéines oligomériques ou

multimériques.

Le degré d’organisation auquel aboutit la protéase trés élevé et souvent essentiel a sa
fonction biologique surtout dans le cas des enzyiesr cette raison, les protéines sont des
molécules complexes et fragiles. Leur conformatien leurs propriétés biologiques,
nécessaires a leur activité, ne sont conservéesdgus un domaine restreint de pH, de
température et de force ionique, au-dela de ce mhenukes modifications surviennent, comme
le déroulement ou I'hydrolyse des chaines polypépies. On parle alors de protéine
dénaturée qui peut avoir perdu son activité biajogi Toutefois, cette dénaturation peut étre
irréversible ou réversible auquel cas la protéimat petourner a son état natif.

[.2. Propriétés générales

On caractérise en général une protéine par sa mada@e, par son point isoélectrique et son
hydrophobicité. Ces parametres résultent du norabr@e la nature des acides aminés qui
constituent la protéine mais également de la stragholéculaire globale de celle-ci.

[.2.1. Masse molaire

La masse molaire d’'une protéine peut aller de s ge 1000 kDa. Une protéine de masse
molaire supérieure a 50 kDa est vraisemblablememistituée de plus d’'une chaine
peptidique. Par conséquent, ce parametre représeat@formation stérique sur la protéine.
[.2.2. Charge d’'une protéine

La charge nette électrostatique d'une protéine ipmvde la déprotonation ou de la

protonation des groupements a caractére acide siqueades résidus R (figure 1) des acides
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aminés qui la constituent. Selon la structuredediet/ou quaternaire, ces groupements vont

plus ou moins apparaitre a la surface de la pr@téin

Dans le cas d'un acide aminé neutre, les constadiasidité des couples fonction

carboxylique-carboxylate et ammonium-amine d’undacaminé (NH2-CHR-COOH) sont

respectivement :
a, = [NH3CH+RCOO Ix[H0] Equation I-1
[NH;CHRCOOH
Ka, = [NHZCH?COO] X[H.0] Equation -2
[NH;CHRCOO]

Les difféerents états d’'ionisation d’un acide ampegivent étre expliqués par la figure I-2 qui

montre les domaines de prédominance de chaque famrfanction du pH du milieu :

* A trés faible pH I'acide aminé a ses deux formadabasiques protonees, il se trouve

sous la forme Nkf-CHR-COOH. Il posséde donc une charge nette pesitiv

* A pH plus élevé, la fonction acide carboxylique dissocie et I'acide aminé se
retrouve sous une forme dipolaire, totalement @mis NH'-CHR-COO. Cette espéce
électriguement neutre est appelée zwitterion. Logstp forme zwitterionique est a sa
concentration maximale, le pH est appelé pH istiédpre ou point isoélectrique (pl). Il est

défini par I'équation 1-3.
1 :
pH, = E(pKal +pKa,) Equation I-3

* A pH basique c’est la fonction ammonium qui va ssakier pour donner la forme

NH,-CHR-COQO. La charge nette de I'acide aminé devient alogatige.
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[NH3+-CHR-CO2-]
e [NH2-CHR-C02-]
[NH3+-CHR-COOH]

[y
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0 R

0 2 4 6 8 10 12 14
pH

Figure I-2. Représentation des domaines de prédomoé des différentes formes ionisées
d’'un acide aminé en fonction du pH avec pK2 et pKa= 9.

Ainsi, un acide aminé existe sous trois formessiées possibles en fonction du pH de la
solution : la charge globale de I'acide aminé estcdnulle au point isoélectrique, elle est
négative a un pH supérieur au point isoélectrialie, est positive a pH inférieur au point
isoélectrique. De méme pour une protéine, a pHrigé au pl, on peut supposer que les
fonctions amines basiques sont ionisées alors @giéohctions carboxyliques ne le sont pas.
La protéine porte alors une charge globalementipeset inversement a pH supérieur au pl
elle porte une charge globale négative. Enfin gégll au pl, la charge nette de la protéine est

nulle.

Toutefois, il est important de signaler que le pasoélectrique d'une protéine est une
information insuffisante pour prédire, par exempéemode de rétention d’'une protéine par
des forces électrostatiques. Le fait que, par di&fim la charge globale de la protéine soit
nulle a son pl ne signifie pas que celle-ci ne gmés pas de charge a sa surface, mais que les
charges se compensent. En effet plusieurs auteursnontré que pratiquement toutes les
protéines se fixent a leur pl a un échangeur dli®®mur certaines la rétention est méme
maximale a ce pH [Koutsoukos, 1982, Kopaciewicz8319Regnier, 1987]. En effet, en
fonction de la taille, la structure et la conforioattridimensionnelle d’'une protéine, au point
isoélectrique les charges peuvent étre plus ou snaiccessibles et/ou spécifiguement
distribuées. La protéine peut alors se fixer a ¢lmaggeur d’ions, par exemple, méme si elle

se trouve a son point isoélectrique.

36



1.2.3. Solubilité

La solubilité d’'une protéine dans différents sobgaast déterminée par la distribution a sa
surface des chaines latérales hydrophiles et higdlmgs et des groupes ionisables, des acides
aminés constitutifs. La solubilité varie donc ale@H, la force ionique, la température et la
nature du solvant dans lequel elle se trouve. loosgs’intéresse au comportement des
protéines dans les milieux naturels, le pH et lacdoionique sont particulierement

intéressants.

 LepH
Pour une force ionique donnée, le minimum de sbtékdans I'eau d’une protéine est a son

point isoélectrique (souvent attribué & un minimderrépulsion électrostatique).

e La force ionique
Dans des conditions de faible concentration e\ f&bkolubilité de la protéine est augmentée.
C’est l'effet salting-in d0 aux modifications depeaité d’ionisation des groupes ionisables.
En augmentant la concentration du sel, la solébdies protéines passe par un maximum
avant de décroitre. A des concentrations salinegéék, les protéines vont alors étre
complétement précipitées, c’est I'effet salting outrelargage. Il est ainsi possible de séparer
les protéines présentes dans un milieu biologicureaut de sel. La concentration de sel a
laquelle une protéine (ou un groupe de protéinesgipite dépend de son hydrophobicité.
Plus une protéine est hydrophobe moins la cond@riran sel nécessaire a sa précipitation

est élevée.

[.3. La protéine dans son milieu

L’origine des protéines étant toujours biologique, protéine se trouve dans un milieu

complexe parmi tous les autres composants du milieuprésence de ces composants
participe activement a la stabilisation de la graén solution. Ainsi, les ions (sels) peuvent
présenter un effet stabilisateur (sels kosmotromdsy’autres un effet dénaturant (sels

chaotropes) sur les structures des protéines [€aateal. 1997]. La stabilisation de la protéine
dans son milieu découle également des propriétdesaques comme sa charge nette (pl), la
distribution des groupements a sa surface, lesaictiens hydrophobes. Les protéines peuvent
également étre complexées a d’autres molécules edesrpolyphénols, les pigments, ou les

lipides.
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Il. Les protéines foliaires de luzerne

[I.1. Classification des protéines de luzerne

Les protéines de luzerne sont principalement Iséal dans la partie foliaire de la plante ou
elles constituent 13 a 25% de la matiere séchigreaion de I'espéce, du climat et surtout du
stade de développement de la plante [Lamarcheretrya1992]. Jusqu’a 75% des protéines
trouvées dans les feuilles sont des protéines thragiaste. Ces protéines chloroplastiques
sont divisées en deux groupes: les protéines ubks dans l'eau et les protéines
hydrosolubles qui peuvent étre extraites dans leasi de I'éclatement des chloroplastes
[Costes, 1981].

Cette répartition des protéines chloroplastiquesranis la distinction entre les deux groupes
de protéines foliaires qu’elles soient chloroptastis ou non :

* Les protéines non hydrosolubles qui sont en génégaprotéines intrinseques des
membranes (lamelles des chloroplastes, membranesnen et externe des
mitochondries, appareil de Golgi).

» Les protéines hydrosolubles, que I'on retrouve algues exceptions pres dans le
stroma des chloroplastes, dans le cytosol, damsakaice mitochondriale et dans le
nucléoplasme.

La figure I-3 représente schématiquement une eelhéétale, permettant de distinguer les

différents organites cités dans ce paragraphe.

38



Paroi cellulosique

- Membrane plasmique

_ Vacuole
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Enveloppe . (- Ribosomes

nucléaire . .
' Mitochondries

_Gouttelette lipidique

Figure I-3.0Organisation générale d’'une cellule véig&de blé) [Poux, 1962].

[1.1.1. Protéines insolubles ou hydrophobes

Ce sont essentiellement des protéines membranguesparticipent au processus de
conversion de I'énergie de la lumiére en énergimicfue. Parmi ces protéines hydrophobes
on peut distinguer les chromoprotéines des photdsyes, les protéines de la chaine de
transfert d’électron et les ATPases. Ce grouperdgimes est souvent appelé protéines vertes
en raison de leur association a des pigments lifgpltiels que la chlorophylle. Les
chromoprotéines sont notamment complexées de neara8sez forte a un pigment
photorécepteur (chlorophylle a, b, caroténoides).1875, Thornber a décrit un complexe
protéine-chlorophylle la Light-Harvesting Chlorofihg/b Protein ou LHCP. Ce complexe
peut représenter, selon les génotypes et les comglile croissance de la plante, jusqu’a 50%
des protéines membranaires totales. Il peut radsemé 40 a 60% de la chlorophylle totale
des chloroplastes. Un second complexe chromopraéiqrrespond au centre photochimique
du photosystéme | (CPI), il rassemble 20 a 30%adslorophylle totale des feuilles.

Les protéines vertes ont une distribution de massdéculaire allant de 20 a 100 kDa, un pH
isoélectrique compris entre 4,6 et 4,8. Elles prtes@ une faible résistance aux traitements
thermiques et précipitent en totalité a partir @ aeampérature de 50 °C [Dilly et De Mathan,
1978].
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[1.1.2. Protéines solubles ou hydrophiles

Ce sont des protéines non membranaires qui sonditest par éclatement des organites
cellulaires. Elles représentent principalement dagymes (intra-cytoplasmique et intra-
chloroplastiques) du métabolisme cellulaire. Ceupeo de protéines est souvent appelé
protéines blanches. Ces protéines ont été dives@éeRux groupes en fonction de leur vitesse

de sédimentation en ultrafiltration [Jones et Mand#®76].

Le premier groupe appelée f-1-p est constitué detépres de masses moléculaires
homogeénes, lesquelles constituent la majeure pddi protéines des chloroplastes des
feuilles [Wildman et Bonner, 1947]. La caractéiisatdes protéines blanches par la technique
d’électrophorése en conditions dénaturantes (SDGHBAa montré que le groupe f-1-p se
compose majoritairement des deux sous-unités de Rlaulose 1,5-Bisphosphate
Carboxylase/Oxygénase (protéine dont les propresésnt détaillées ultérieurement) et que
cette fraction représente plus de 65% des protéilaeshes totales [Douillard, 1985].

La deuxiéme fraction f-2-p représente moins de 3888 protéines blanches, elle est

composée de protéines hydrosolubles hétérogénes.

[I.2. Ribulose 1,5-Bisphosphate Carboxylase/Oxygénase Bubisco

Cette protéine est la plus abondante des prot&ilebles. Elle représente de 30 a 70% (%
massique) des protéines solubles des feuilles zkrra [Douillard et De Mathan, 1994] et
elle joue un rble important dans la photosynthése.

11.2.1. Structure tridimensionnelle

La Rubisco est une protéine globulaire, multiméigChez les végétaux supérieurs, elle
représente la protéine qui a la masse moléculairplus élevée, d’environ 560 kDa, et
présente une structure quaternaire en L8S8. Cetietlee comporte huit grosses sous-unités
(LS) qui font chacune environ 56 kDa et huit aufpesites sous-unités (SS) chacune de 14
kDa [Barbeau et Kinsella, 1988 ; Douillard & de Kamh, 1994]La composition en acides
aminés, la structure des deux types de sous-uattdsurs principales propriétés ont été
beaucoup étudiées.

La structure tridimensionnelle de la Rubisco, cleszvégétaux supérieurs, a été décrite par
Cotes (1981). Cette structure montre que I'édifre@éculaire est arrangé en double couche,

chacune ayant quatre grandes et quatre petiteemsigsériques.
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D’autre part, I'organisation des sous-unités adéérite grace a la diffraction des rayons X
[Knight et al., 1990] qui a montré 4 diméres dessges sous-unités, formant une structure en
tonneau. Les petites sous-unités sont organiséedear tétrameres qui associent aux
extrémités inférieures et supérieures le noyau dompar les grandes sous-unités. Les
représentations schématiques de la structure kpdeda Rubisco, qui ont été proposées dans

la littérature, sont présentées dans la figure 1-4

(A)

Figure |-4. Représentations schématiques de la&tatai spatiale de la Rubisco L8S8, (A)
selon Costes (1981) ; (B) selon Knight et al., (199

[1.2.2. Point isoélectrique de la Rubisco

Le point isoélectrique de la Rubisco varie en fmmctle son origine végétale mais également
en fonction de la méthode de détermination c'afiteéadu milieu dans lequel la protéine se
trouve au cours de la mesure. Ainsi le pl de laifubde tabac, de coton, d’épinard ou de
mais a été déterminé a 4,5 par une étude de stduldins une large gamme de pH [Bahr et
al., 1977].

Dans le cas de la Rubisco de luzerne, les pointastriques de la grande et de la petite
sous-unités ont été déterminés par focalisatiogleéstrique [Daday et Whitecross, 1983]. Le
pl de la grande sous-unité a été alors estimé éret 6,9, celui de la petite sous-unité a
7,45. Le point isoélectrique de la Rubisco de lnee(L8S8) est a été estimé a 6,0 par
Douillard et Songrilay Kongphet (1990) et a 4,9 partonov et Shoshinsky (2000). Par
conséquent, il est difficile de conclure quant aharge globale de cette protéine en fonction

du pH du milieu dans lequel elle se trouve [Douillat De Mathan, 1994].
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Les divergences observées dans les points isaglexir déterminés sont liées a la
composition en acides aminés lorsque l'urée, alipour la séparation des sous-unités, est
présente dans le milieu de mesure du pl. La cordbam de la molécule joue certainement un
réle important, méme quand les conditions ne s@ast genaturantes, puisque le pl de la

Rubisco n’est pas dans la plage trouvée pour les-8oités.

On peut conclure de ces données que le point doélee des Rubiscos extraites de
différentes plantes n'est pas une constante. tlidaic étre vigilant lors de la comparaison des
propriétés et de I'application des procédés ddgrdiites Rubisco notamment pour ceux-ci
dépendent de la charge de la protéine.

[1.2.3. Température de dénaturation

La température de dénaturation de la Rubisco derheza été déterminée par calorimétrie
différentielle [Burova et al., 1989, Beghin et dl1993]. Les deux études ont prouvé qu'a pH
7,5 la température de dénaturation de la Rubiscoossprise entre 66 et 70°C et que celle-ci
diminue avec l'augmentation du pH. Toutefois, d#éfits types de modifications structurales
en fonction de la température ont été décrits paat lal (2002). Ainsi, entre 25 et 45°C, les
structures tertiaire et/ou quaternaire subisseatdénaturation avec une cinétique trés lente,
mais la structure secondaire de la protéine n'est gffectée. Entre 45 et 60°C celle-ci
présente quelque modifications alors que la cinétde dénaturation des structures tertiaire et

quaternaire devient plus rapide [Li et al 2002].

[1.2.4. Activité enzymatique

La Rubisco est la protéine la plus abondante dansidnde vivant a cause de son role
important dans le cycle de Calvin [Ellis 1979]. eEkést dotée d’une activité biologique

puisqu’elle catalyse la premiére réaction du cgeeCalvin dans les cellules végétales.

La ribulose 1,5-biphosphate carboxylase/oxygénaseure enzyme bifonctionnelle. Elle
intervient a la fois dans la photosynthése et danghotorespiration des plantes. Dans la
photosynthese, I'enzyme catalyse la premiere étepéa fixation du dioxyde de carbone.
Dans cette réaction de carboxylation, une molédal€Q est ajoutée a un sucre, le ribulose
1,5-biphosphate (RuBP), pour donner deux moléalge3-phosphoglycérate (3 PGA) comme

le montre I'équation suivante :

42



Rubisco
GHgP,011  + CQ > 2P G + HO

Mg™

Ribulose 1,5-biphosphate 3-phosphoglycerate

La Rubisco peut catalyser la réaction d’oxygénationRuBP produisant dans ce cas une
molécule de 3- phosphoglycérate et une molécul2-pleosphoglycolate [Sissel et al., 1999].

Il a été démontré par Andrews (1988) que la pstitgs-unité n’était pas essentielle pour la
catalyse de la réaction de carboxylation, le sitalgtique de I'enzyme serait ainsi localisé au
niveau de la grande sous-unité. Enfin, une actimadie la Rubisco est indispensable pour son
activité enzymatique. Elle est réalisée par latibra des ions Mg qui provoquent un

changement de conformation de la protéine.

[1.2.5. Propriétés fonctionnelles

Les propriétés fonctionnelles des protéines blaaawmmme la Rubisco ont été largement
étudiées. Les propriétés de solubilité, de gélifica le pouvoir émulsifiant et moussant de

ces protéines sont comparables a celles des pestétandards [Barbeau, 1990, Knuckles &
Kohler, 1982, Sheen, 1991, Wang et Kinsella, 19K68lickles and Kohler (1982) ont montré

que le pouvoir émulsifiant et la stabilité de I'dsian des protéines solubles de luzerne sont
similaires a ceux des protéines de Soja. Cepenldapiypart de ces propriétés sont largement
affectées par les conditions physico-chimiques [fgnatture, pH...) auxquelles la protéine est

soumise pendant son extraction et sa purificati@amisal et al., 2007].

Les protéines jouent non seulement un role impbdans les organismes vivants, mais elles
ont aussi un tres large potentiel d’application sdates produits pharmaceutiques et
thérapeutiques et dans l'industrie alimentairetileex des détergents et du papier. Avec le
développement des biotechnologies et de la biolagiéculaire en particulier, différents

types de protéines sont produites aujourd’hui dirpde matiére premiére biologique. En ce
qui concerne les protéines de luzerne, il existaéah intérét a produire ces protéines car,

outre leurs propriétés nutritionnelles, elles pnéset un potentiel d’application intéressant.
[1.2.6 Traitement industriel des jus de luzernerdauécupération des protéines

Compte tenu de l'intérét commercial des protéindss procédés industriels ont été

développés depuis plusieurs décennies afin de ééeupt valoriser celles contenues dans les
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sous-produits industriels. La figure I-5 schématieeprocédé industriel permettant de
récupérer un concentré des protéines hydrophilparér des jus de déshydratation de la
luzerne. Ce procédé industriel illustre bien, pdiews, les procédés classiques de
bioséparations aux multiples étapes. La présencendreuses opérations de séparation, la
consommation énergétique élevée de certaines éapesonsommation non négligeable des
produits chimigues (comme les sels d’ammonium) isght un impact environnemental et

economique assez lourd, outre le fait que les pradinis ne soient pas a tres haute valeur

ajoutée.
\L Luzerne Fumée humide
Gateau
Broyage [—>| Pressage 7y » Déshydratation
Jus vert /]\ /]\
Air Fuel
Purification
Jus Granulation
Ammoniac —»| purifié l
Alcalinisation Granulés
Antioxydant
Injection de
vapeur —
Séchage par
Centrifugation Granulation —>| fluidisation Re-granulation —>| Stockage
Fumée séche Sérum PX\l/
Sérum concentré
Concentration

Condensats

Figure I-5. Production de concentré de protéinedrdphiles (PX), procédé de France
Luzerne [Gastineau and De Mathan 1981].

Depuis les années 70, de nombreuses études sattsmhiées au développement des procédés
industriels permettant la production d’'une protéRebisco de haute pureté. Le procéde
présenté par la figure I-6, par exemple, a été diéeven 2002, sans avoir trouvé de
développement industriel, notamment du fait de smptexité [Levesque et Rambourg,
2002].
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Figure I-6. Schéma du procédé industriel de pradnate Rubisco a partir des jus de luzerne,
élaboré a partir du brevet de Levesque et Ramb@0@p).

lll. Procédés conventionnels de séparation des protéines

Les procédés a mettre en ceuvre pour la sépardiquyrification et la concentration des

protéines d’intérét a partir de milieux biologiquisvent répondre a plusieurs contraintes. En
effet, ces procédés doivent éviter la dénaturadies protéines cibles (surtout dans le cas des
protéines dotées d’activité biologique) tout enuigdnt les colts de production. Ceci reste

toujours un vrai défi a relever pour la bioindusstri
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Les principes des procédés de séparation des mEstéeposent majoritairement sur les
propriétés des protéines a séparer :

- La séparation des protéines par précipitatiotasée la modification de paramétres tels que
le pH ou la force ionique qui entraine une modifaa de la solubilité de la protéine et
permet de la faire précipiter.

- La séparation par procédés chromatographiquesffi(dté, d’échange d’ions, par
interactions hydrophobes...), est basée sur l'intema@ntre une phase stationnaire (propre a
la technique chromatographique utilisée) et le$rdsalatérales des acides aminés a la surface
de la protéine.

- Les procédés de filtration (chromatographiquemmmbranaire) mettent, essentiellement, en

jeu la taille des protéines.

Les difficultés qui se posent a I'application de techniques pour la séparation des protéines
proviennent essentiellement du milieu a partir cilgpelles-ci doivent étre isolées. En effet,
les sources de protéines sont typiqguement desuxilie fermentation, des extraits ce tissus
végétaux ou des cellules animales. Ces miliewobgiques sont complexes. lls renferment le
plus souvent des particules solides qui doiverg étiminées dans la premiére étape de
fractionnement du milieu brute. D’autre part, lguide lui-méme contient une multitude de
composés solubles, présents a différentes contiensa caractérisés par des propriétés
variées (taille, charge, hydrophobicité...). En effet protéine d’intérét ne représente
généralement qu’une fraction minoritaire parmi éegres molécules présentes comme les

carbohydrates, les lipides, les acides organidasgolyphénols, les minéraux...

Ainsi, la plupart des procédés de séparation detipes nécessitent plusieurs étapes pour
que la molécule atteigne le degré de pureté saulet plus d’étapes intermédiaires de
conditionnement généralement indispensables pquaidsage d’une technique de purification

a une autre [Anspach et al., 1999]. La figure gfrésente les grandes étapes présentes dans

la plupart des procédés nécessaires a la purdicatie protéines a partir d’'un milieu

complexe.
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Figure I-7. Schéma général des étapes de purditatiune protéine a partir d'un milieu
biologique brut [Amersham Biosciences].

La premiére étape est la récupération de la pmtaipartir du milieu dans lequel elle se
trouve (milieu de culture, cellule végétale ou mienne). Une clarification, par

centrifugation ou filtration, est souvent réaliggrir éliminer les particules en suspension. A
ce stade, la concentration de protéine d’intéréfadlsle, il est donc nécessaire de l'isoler et de
la concentrer par une réduction de volume. Uneeétip pré-purification peut ensuite étre
réalisée pour éliminer les impuretés pouvant &reature protéique ou non. Enfin, une étape
de finition est réalisée dans le but d'éliminerteodrace d’autres contaminants (formes
moléculaires dégradées ou agrégées). Le nombrapd®tréalisées dépend de la pureté
requise pour I'application envisagée de la protéiragés également de la complexité initiale du

milieu a traiter.

Ces procédés aux nombreuses étapes ont un coi@ @lsqu’'a 80% du codlt total de
production des biomolécules). Globalement, le cdet ces procédés de séparation est
inversement proportionnel a la concentration deriaéine dans la solution [Lightfoot et
Moscoriello, 2004]. De plus, la multiplication détapes ne fait qu’augmenter les impacts

environnementaux du procédé dans sa globalité.

[ll.1. Technigues de séparation chromatographiques

Actuellement, les procédés chromatographiques destprocédés qui peuvent étre utilisés

dans les étapes de capture, de purification pren&ide finition d’'une protéine a partir de son
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milieu initial. La chromatographie met en ceuvratBraction entre les solutés de la phase
mobile et la phase stationnaire solide. Dans ledess protéines, la phase mobile est une
solution. La séparation des composés d’'un meélasgdue a la distribution différente de ces

composeés entre la phase mobile et la phase stalienCette séparation peut étre réalisée en
discontinu dans un réacteur fermé agité ou la isolgt le support solide sont en contact, ou
en dynamique sur un lit fixe disposé dans une cwantravers laquelle percole la solution de
protéines a séparer. Dans ce dernier cas on patkchnique chromatographique du fait de la
distribution spatiale des espéces. Le supportsal@lla phase stationnaire est souvent formé
d’'une matrice plus ou moins inerte sur laquellet sgreffés des ligands dont la nature

détermine le type d’interaction avec la protéina. \ariété des chaines d'acides aminés

présents dans la protéine permet plusieurs typetedictions [Chase, 1988].

Selon les interactions mises en ceuvre entre |&ipoid’intérét et les ligands du support
solide, on peut distinguer plusieurs types de clatographie notamment la chromatographie
d’échange d’ions. Cette technique chromatographésgida plus utilisée pour la purification
des protéines, des polypeptides, des acides nuekeigf de tout autre biomolécule chargée en
raison de sa large applicabilité, de son pouvoir@smlution élevé, et de grands volumes

gu’elle permet de traiter [Bonnerjera et al., 198, et al., 2002, Wee, 2008].

[1l.2. La chromatographie d’échange d’ions

La chromatographie d’échange d’ions est une teciengui peut aussi bien étre utilisée pour
la purification primaire (capture et pré-purificat) d'une protéine que pour la finition de la

purification. Elle permet de séparer des especantaje trés légeres différences dans leurs
propriétés, comme par exemple, deux protéines guliffierent que par un seul acide aminé

chargé. Elle représente une technique de sépateg®efficace.

Dans la chromatographie d'échange d'ions, la psiat®nnaire comporte des groupements
ionisés fixes (chargés positivement ou négativemérds ions mobiles de charge opposée
assurent I'électroneutralité, ce sont les contns.i€es contre ions sont échangeables avec les
ions présents dans la phase mobile comme le miantigure 1-8. La séparation est basée sur
cette propriété d'échange d'ions et ne peut dapplgjuer qu'a des solutés ioniques ou
ionisables ce qui est le cas des protéines. Amsicontact de ces échangeurs, les ions
présents dans I'échantillon, de la méme chargdeagueontre ions, vont déplacer ces derniers

et se lier de facon réversible a la phase statioaina
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La récupération des ions fixés par la phase stadios se fait par un éluant. Les éluasuat
des solutions aqueuses qui contiennent des ionangehbles avec les solutés fixés sur
I'échangeur. lls peuvent étre des :

- Solutions contenant un ion de densité de chahge @evée et/ou de concentration plus
élevée.

- Solutions d'un pH tel qu'il modifie la charge dess fixés et/ou des groupements ionisés de

la phase stationnaire et provoque leur libératamsd'éluat.

L’élution peut étre réalisée avec une solution demposition constante (conditions
isocratiques) ou avec un gradient de pH ou de fameigue, pour décrocher successivement

les différents ions fixés sur I'échangeur.

cccCcB' A*CATA" E
B*C B'B* A*C CC EEE

(1) Contact avec la (2) Echange : (3)uEbnN :
solution & traiter Déplacemert dentre ions Déplacement des fio@s

Figure 1-8. Phénomenes mis en jeu lors de la chimgnaphie d’échange dions: G
groupements ionisés,”A contre ions, Bet C ions présents dans la solution & traiter eeD

E ions présents dans I'éluant.

Plus les composés a séparer ont des degrés damberalifférents avec la phase stationnaire
et plus ils vont étre séparés. Ceci est lié a faagdrdes composés, la densité et la distribution

en surface de cette charge.

Dans un procédé de chromatographie d’échange d'‘@anpeut choisir de ne capturer que les
biomolécules d’intérét pour laisser passer leseautontaminants a travers la colonne ou de

fixer plutét les contaminants et récupérer en sodié colonne une solution purifiée. En
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bioséparation, la premiére méthode est souvenisédil car elle permet un meilleur

fractionnement et surtout une concentration degposés d'intérét.

[11.2.1. Les matériaux échangeurs d’'ions

Un échangeur d’ions est constitué d’'une matriceliuide sur laquelle des groupements
fonctionnels chargés ont été fixés par liaison tanta (figure 1-8). Il est possible d’avoir des
échangeurs chargés positivement ou négativementx @Qai sont chargés négativement
portent un contre ion de charge positive, on pd#ehangeurs de cations, inversement ceux
qui sont chargés positivement et sont associés &atgre ions négatifs sont dits échangeurs

anioniques.

Un échangeur d’ions est caractérisé par sa :

- Porosité :le support est un polymere plus ou moins réticldéporosité dépend du taux de
pontage : un polymére trés réticulé convient pas etites molécules.

- Distribution granulométrique : le support est souvent commercialisé sous formgraias

de diametre variable. Les échanges sont d'autastrppides et efficaces que les grains sont
petits. Des échangeurs sous la forme de membrarneégalement disponibles [Kedem et
Bromberg, 1993, Xu, 2005].

- Capacité de rétention :quantité maximale d'ions que peut fixer I'échang#ions. Elle

dépend de la densité du support en groupementsdonels.

I11.2.2. Nature de la matrice

Classiquement, la matrice peut étre constituée amposés inorganiques, de résines
synthétiques ou de polysaccharides. La résistandeamque et chimique de I'échangeur
dépend des caractéristiques de la matrice. Laenaila matrice peut aussi avoir un impact
sur la capacité et I'efficacité de séparation deHangeur.

Les résines minérales les plus courantes sontédmsilice. L’avantage des billes de silice
réside dans leurs propriétés physiques puisqu’effesnt une grande résistance mécanique et
ne gonflent pas, elles peuvent donc étre utiliggasr des techniques hautes pressions.
[Vanacek et al., 1980, Rounds et al., 1986].
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* Les résines synthétiques

Elles sont généralement fabriquées par polyménisadie styrene ou de dérivés acryliques
avec un pourcentage plus ou moins élevé de divimgéne comme agent de réticulation. Ce
type de résine est peu utilisé avec les moléculganiques qui ont un poids moléculaire de
plus de 500 Da (cas de la plupart des protéingsipdaille de leurs pores est faible [Chase,
1988].

* Les matrices a base de cellulose, dextran ou agaros

Peterson and Sober (1956) ont été les premierdteerae point des échangeurs cellulosiques
(DEAE-cellulosique). Depuis, de nhombreux groupermmdanctionnels ont été greffés sur des
matrices de polysaccharides synthétisés (dextigarose...). Les groupements ioniques se
trouvent en surface du squelette dans le cas dellidose, et a I'intérieur dans le cas du
dextran et des gels de polyacrylamide. Ces matdoe$avantage de présenter des pores de
diamétre suffisamment important pour que les bigruks y pénétrent mais elles ont un
inconvénient majeur qui est celui de présenterrdaeds changements de volume lorsque le

pH et la force ionique fluctuent [Janson et Hedni&®82, Yamamoto et al., 1988].

[11.2.3. Nature des groupes fonctionnels

La séparation des protéines par chromatographhdie d’ions peut étre réalisée avec un
échangeur anionique ou cationique, en fonctionantpsoélectrique de la protéine a séparer
et des conditions de pH ou elle est placée. Qsdient échangeurs d’anions ou de cations, les
groupements fonctionnels sont classés en deuxaréd8g les supports forts et les supports
faibles. Les échangeurs forts ont un nombre de sitastant puisque leurs groupements sont
toujours ionisés, alors que les échangeurs faini¢sin nombre de site de fixation qui varie
en fonction de I'environnement ionique en solutien, particulier du pH. Ainsi la capacité
d’'un échangeur type acide faible augmente avedll¢apdis que celle d’'un échangeur type

base faible diminue avec le pH.

* Les échangeurs d’anions
lls sont tous dérivés de groupements basiques.i€inglie des échangeurs d’anions faibles
qui sont dérivés d’'une base faible, généralemesntad@nes secondaires ou tertiaires dont la

protonation donne un ammonium capable de fixerniona et des échangeurs d’anions forts
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dérivés d’'une base forte souvent des amines q@atesrassociés a un contre ion comme par

exemple ClI

» Les échangeurs de cations
Dérivés de groupements acides dont l'ionisationégérles anions. Les contre ions positifs
portés par ces anions sont échangeables. Commdéegatchangeurs anioniques, on distingue
des échangeurs de cations faibles qui dériventdiadaibles trés souvent le carboxymeéthyle

et des échangeurs de cations forts avec des grempesulfonates (en général sulfopropyle).

I\VV. Purification primaire des milieux bruts

La purification primaire d’'une protéine dintérét @artir d’'un milieu brute consiste

concretement a concentrer et pré-purifier la pr@€kEn fonction de la complexité du milieu

biologique initial, des étapes préliminaires a épagation chromatographique peuvent étre
envisagées. Les caractéristiques du milieu brartirglugquel la protéine doit étre isolée, vont
conditionner le procédé de séparation a mettre emree Dans le cas d'un procédé de
chromatographie par échange d’ions, par exemplecolaductivité élevée des milieux

biologiques, qui indique une teneur en sels impbetaréduit souvent la capacité de rétention
de la protéine cible par I'échangeur [Thommes et28l01, Sandgathe et al., 2003]. De plus,
dans un milieu brut, la détermination des propsi&té la protéine cible, comme sa charge
globale, sa solubilité ou son pl devient plus d@glien raison des interactions qu’il peut y
avoir entre les différents composeés. La protéineté’ét se trouve alors en compétition avec

les autres composés (peptides ou d’autres projgwoes la fixation sur le support solide.

D’autre part, la présence de particules solidesvqmue le colmatage des colonnes
chromatographiques ou des membranes de filtratianclarification du fluide a traiter est
généralement indispensable. Souvent, la centrifugateule ne permet pas I'élimination de
tous les débris, elle est donc combinée a une ofittcation. Ce processus génere une perte
inévitable de la protéine d’intérét, un temps @éement assez long qui se traduit par un colt
de production élevé et éventuellement une dégadde la qualité de la protéine en question
[Keller et al., 2001Wohlgemuth, 2009].

D’autres limitations d’ordre cinétigue peuvent dmmer ['efficacité d'un procédeé

chromatographique de séparation de biomoléculesften le transfert de matiere dans ce
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type de procédé est influencé par I'hydrodynamidgiéa colonne mais aussi par la taille de la
protéine d'intérét, la structure du support et tanpétition avec les autres biomolécules

présentes dans le milieu.

Au final, un procédefficace économiqueetsélectifqui permet un rendement et un degré de
pureté suffisants est nécessaire pour la produatigrande échelle de protéines. Or d’un point
de vue industriel le nombre d’opérations unitaaesroit considérablement le colt du procédé
(durée totale du procédé et investissements). dactéon du nombre d’étapes est ainsi un

enjeu principal de la bioséparatidschugerl et Jurger2005].

IV.1. Chromatographie en réacteur agité

La séparation de la biomolécule d’intérét par chatwgraphie sur un support solide approprié
dans un réacteur fermé parfaitement mélangé repeesme alternative aux étapes de
clarification et purification primaire sur colonn@ette méthode permet d’augmenter I'espace
entre les particules permettant ainsi de traitardeux étapes, un volume important d’'un
extrait brute contenant des solides et molécules pl moins solubles. La premiere consiste
a mettre en contact le support solide et le fljpgadant un temps suffisant pour fixer la

protéine d’intérét. Dans un deuxiéme temps, le sumst séparé du milieu pour étre élué.

Le facteur IX de coagulation du plasma a été produicommercialisé par cette méthode,
avec pour support le DEAE Sephadex [Curling et Bnaiuis, 1980]. L'inconvénient de ce

mode de contact est le fait qu'un réacteur agit€émaporte comme un systéme a un seul
plateau théorique. Il faut donc plus de particasune recirculation dans un autre réacteur
pour atteindre le méme taux d’adsorption que sditdie de résine. Un systéeme multi-étage

tel que la chromatographie dynamique sur une ceafine une meilleure efficacité.

IV.2. Chromatographie en lit fluidisé

La rétention de la biomolécule d'intérét par chrémgaaphie en lit fluidisé permet également
de s’affranchir des opérations d’élimination destiémas en suspension du fluide a traiter.
Dans cette configuration, un flux ascendant deolat®n biologique met en suspension le
support solide ce qui permet aux solides et auxuretgs de traverser le lit tandis que les

protéines cibles vont se fixer.

La chromatographie en lit fluidisé a eu quelquegliagtions industrielles en biotechnologie

pour la purification d’antibiotiques a partir delieiix de culture : en batch pour la production
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de la streptomycine [Bartels et al, 1958], en systésemi-continu pour la production de la
novobiocine [Belter et al, 1973] et la productiom limmunomycine a partir de culture de

Streptomyces [Galilliot et al 1990].

Bien que les performances de séparation d’'unditi$é soient plus intéressantes que celles
d’'un réacteur agité, elles restent tout de mémensniohportantes que celles obtenues en lit
fixe. En effet le mélange généré dans le lit flsidil’éloigne de I'’écoulement piston

caractéristique des colonnes en lit fixe. Le litidisé se trouve ainsi plus proche de la
chromatographie dans un réacteur mélangé puisqueystme se comporte comme un
systéme a faible nombre de plateaux théoriquesg\iplateau unique). Ceci diminue le

rendement de fixation (une recirculation du milgayvient souvent nécessaire) et rend I'étape

de lavage inefficace.

Plusieurs travaux ont tenté de résoudre le probldsdits fluidisés en essayant de réduire le
mélange. La premiere approche consiste a placepldgses perforées a différents niveaux de
la colonne de facon a former plusieurs étages tdeflliidisés assimilés a une série de
réacteurs parfaitement agités [Buijs et Wesseliri@#80]. Une autre approche consiste a
utiliser des particules magnétiques et a stabilisdit en appliquant un champ magnétique
[Burns et Graves, 1985, Nixon et al, 1991]. Toutefmette technique reste onéreuse pour des

applications a grande échelle.

IV.3. Chromatographie en lit expansé

La chromatographie en lit expansé (CLE) permetialessraiter les milieux bruts évitant les
étapes de clarification et de purification primaikgle présente ainsi l'intérét de réduire le
nombre d’étapes qui sont nécessaires dans lesdg®céassiques de bioséparation. En effet,
elle combine, en une seule opération, une séparatitide-liquide, une réduction de volume
grace a la fixation de la protéine sur le suppdmomatographique et une purification
partielle. Un gain considérable sur la durée dic@aé et sur les colts d’investissement est

alors possible.

La mise en ceuvre de la CLE se fait par I'alimeatgtidans le sens ascendant, d’'un lit de
particules avec un liquide brut (milieu de cultuggirait brut). Le lit de particules commence
alors a s’expanser a partir d’'un flux critique. xpansion du support solide éloigne les

particules les unes des autres, augmentant ainsidene poreux dans le lit, ce qui permet le
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libre passage des cellules, débris et autres raatién suspension en méme temps que la
rétention des biomolécules d’intérét sur le suppohiase, 1994, Yun et al., 2004a, Xia et al.
2007a].

La différence entre la CLE expansé et I'adsorpgariit fluidisé c’est que les particules dans
le lit expansé sont stratifiées. En effet, la distion de taille des particules soigneusement
choisie conduit a une classification du lit fluiglisAinsi les particules de grand diamétre se
trouvent en bas de la colonne alors que les pliisepeseront localisées dans la partie

supérieure de la colonne.

Cette stratification permet de réduire considérablet le mélange dans la colonne, dont les
caractéristiques sont alors similaires a cellemdit fixe [Drager and Chase, 1990]. Les
premieres applications de cette technique ont caméealans les années 90 [Draeger et
Chase, 1991, Chase et Draeger, 1992a ; Chase ejddrd992b, Ramos et al., 2010, Yap et
al., 2010].

Il est important de noter que le degré de clasgifin du support solide dans la colonne
dépend du ratio des tailles des particules. Uniildlision de particules appropriée nécessite
un rapport de taille des particules de I'ordre g&[Al-Dibouni et Garside 1979, Karau et al
1997]. Si une distribution de densité est égaleméalisée, le lit est davantage stabilisé. La
figure 1-9 représente le degré du mélange en fonales performances de séparation pour les

différents modes de contact liquide/support solide.
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Figure 1-9. Les différents modes d’adsorption deotgines (de droite a gauche):
chromatographie en lit fixe, en lit expansé, efiditisé et en colonne agitée.
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IV.3.1. Mise en ceuvre des procédés chromatographiquesexpéinsé

La mise en ceuvre de la chromatographie en lit es@panmporte les mémes étapes que celle
en lit fixe. La figure 1-10 représente le déroulertndu procédé de CLE. Le support est tout
d’abord équilibré par l'application d'un flux asaEmt d'une solution d’équilibration
appropriée. Un lit fluidisé stable se forme quaodtés les particules sont maintenues en
suspension grace a un équilibre entre leur vitdesgedimentation et la vitesse d’écoulement
du liquide. Pendant cette étape, il est recommabtatéeindre un taux d’expansion compris
entre 2 et 3 qui est le ratio de la hauteur firhldit fluidisé stable et la hauteur du lit initial

sédimenté.

Pendant la charge, le milieu biologique renfermintmolécule d’intérét et différentes

impuretés comme des débris et des cellules esitemsis en contact du support solide avec
un flux ascendant. Ainsi, étant donné que la dérdit support solide est supérieure a celle
des contaminants et des débris, ces derniers wottergla colonne alors que les molécules

d’intérét vont interagir avec le support et s’yefix

Un lavage est ensuite effectué pour éliminer lderakes contaminants et les molécules
faiblement liées au support. Le lavage se fait édgaht en flux ascendant pour maintenir
I'expansion du lit et faciliter le passage des ipakes en suspension. En général, un volume

de plus de vingt fois le volume du lit est utilsur le lavage.

L’élution des protéines fixées peut se faire eexjpansé ou en lit sédimenté avec un tampon
approprié (pH, force ionigue). Les avantages detl@n en lit sédimenté sont la possibilité
d’appliquer facilement des gradients et la récup@rad’'un volume d’éluat plus réduit et par

conséquent plus concentre.
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Figure 1-10. Représentation des étapes d'un procéaidsorption en lit expansé : (1) Lit
sédimenté, (2) Equilibration, (3) Charge, (4) Lazaa) Elution en lit fixe, (b) Elution en it
expanse, (6a) Nettoyage et regénération en lif (&) en lit expanseé.

IV.3.2. Aspects hydrodynamiques

Si le probleme du lit fluidisé était le degré delan@e introduit (par rapport au lit fixe), le
développement des procédés en lit expansé n’estb@sjue si cet aspect est amélioré. De
nombreux travaux se sont alors rapidement orieméés la constitution de lits a porosité
élevée et aux propriétés hydrodynamiques similaarelles du lit fixe [Chetty et Burns,
1991, Nixon et al, 1991]

IV.3.2.1 Fluidisation du support solide

On définit la vitesse superficielle comme étantrég@port du débit d’alimentation de la
colonne par la section de celle-ci. A faibles \8t=s superficielles, le lit de particules
sédimentés se comporte comme un lit fixe : le tigwircule dans le volume interstitiel du lit
sédimenté. En augmentant la vitesse superficiddie,vibrations des particules sont d’abord
provoquées, puis a partir d'un certain débit la ob@u de particules sédimentées va
commencer a s’expanser. On atteint ainsi la triamsgéntre I'état fixe et I'état fluidisé du lit

caractérisée par la vitesse minimale de fluidisatigin.
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Dans I'état de fluidisation les particules sontrsises a leur poids, a la poussée d'Archimede
et aux forces de frottement avec le liquide. Quamd atteint la vitesse minimale de
fluidisation Uyn, ces forces s'équilibrent. L'expression du modutie la résultante du poids
et de la poussée d'Archimede est donnée par l@qubé. Les forces de frottement subies
par les particules correspondent au produit defseple charge du liquide a la traversée de la
colonne et de la section du lit. L'expression dpdee de chargap résultante du poids et de

la poussée d'Archiméde est donnée par I'équatton I-

F=SMHG{L-¢)p, -SMH@{L-¢)p, Equation I-4

Ap=HI[g [ﬂl—a)[ﬂpp —pl) Equation I-5

Ou H est la hauteur du lify la masse volumique du liquidg, la masse volumique de la

particulec la porosité du lit et S sa section.

En augmentant encore la vitesse superficielle glude, le lit poursuit son expansion tout en
gardant une perte de charge constante. On pestagdorire I'état fluidisé. Les particules sont
indépendantes les unes des autres. Elles sont semiraides mouvements désordonnés de
faible amplitude. La surface supérieure du litprstiquement nette et horizontale et le lit est
assimilable a un liquide. Par conséquept,peut étre déterminée a partir de I'évolution de la
perte de charge en fonction de la vitesse supeltéd), comme le montre la figure I-11.

ApA

Particules
monodisperses

p——
—_—

e - ‘K
s Particules a large

distribution de taille

v

+—r <«
Lit fixe Umin Lit fluidisé U

v

Figure I-11. Détermination de la vitesse minimadefldidisation (Uhin) a partir de la relation
entre la perte de charge dans un lit de particetels vitesse superficielle du liquide (U)
[Anspash 1999].
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D’autre part, la perte de charge dans les casuwbitle fluidisation avec de fines particules
sphériques, et pour un régime laminaire, peut ékprimée selon la loi d’Ergumar

I'équation I-6.

_ 2
Ap :15OE(:L 8) B]l IJJmin [H

Equation I-6
S q

Avecn; la viscosité dynamique du liquide gtld diamétre des particules.

La vitesse minimale (équation I-7) de fluidisatiest ainsi déterminée a partir des équations I-
5 et l-6.

y 9%k, e )xdy e

Equation I-7
mn 150xn, (1-¢) a

Quand la vitesse superficielle du liqguide dansdmrne augmente et au dela d’'une certaine
limite, les forces d’Archimeéde et les forces dettrment excédent le poids. L'équilibre est
rompu. La particule est entrainée hors de la ca@oQette vitesse limite est appelée vitesse
terminale de fluidisation (k). Elle est décrite par la loi de Stockes (Equati@) pour un
nombre de Reynolds terminal (Reinférieur a 0,2.

_gx(pp_pl)xdé U xd, Xp;

U = pour Re, <02 (Reter =—j Equation I-8
18x un ul

L’équation 1-8 met en évidence les parametres quieft un rble important dans la
fluidisation. Pour controler la vitesse terminale dluidisation dans le lit, il faut

principalement agir sur le diametre et la massamajue du support solide.

Ainsi pour traiter des fluides chargés de matiezassuspension, la vitesse superficielle
d’écoulement a appliquer pendant I'étape de chdajeétre, d'une part, supérieure a;\J
pour créer un volume poreux important et permetimsi le passage des impuretés, et d’autre

part, inférieure a 4 afin d’éviter que le support solide ne soit ekitte la colonne.

Il existe dans la littérature un grand nombre d@ties et de corrélations qui décrivent la
fluidisation des particules. Ces corrélations omé éecensées par Di Felice (1995).
La corrélation, trés ancienne (1952), de Lewis Bowann, plus connue sous le non de la

corrélation de Richardson Zaki, est souvent utilipéer déterminer la plage de vitesses
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superficielles d’écoulement applicables. Cette éation est empirique, elle découle de
I'étude du comportement des particules a différelétsits. Elle permet de déterminer le taux
de vide du lit obtenu pour une vitesse superfieielbnnée U et les parameétres qui sont la
vitesse terminale de fluidisation et I'indice n lidBxpansion comme le montre I'équation 1-9
[Richardson Zaki, 1954].

u=u, xe" Equation 1-9

ter

Cette relation n’est valable que pour des partcubeonodisperses, de méme masse
volumique, non poreuses et sphériques. Une vastie &@xpérimentale menée par Richardson
et Zaki a permis la détermination de n en fonctarrégime d’écoulement. lls ont démontré
que lorsque le diamétre des particulg®st largement inférieur au diameétre de la colafne
(dy/d:. < 0,01) les effets de bord sont négligeablesietlite d’expansion est uniqguement

fonction de Rg. Ainsi n peut étre déterminé par I'équation I-EQ1 ou I-12.

n=465+1950d,/d, Re,, <02 Equation I-10
n= (435+1750d, /d,) (Re* 02<Re, <1 Equation I-11
n= (445+180d, /d ) (Re," 1<Re,, <500 Equation I-12

Une fois le taux de vide déterminé, il permet paubilan de matiére au solide de calculer la

hauteur finale de la colonne (équation 1-13).

azl—%X(l—so) Equation I-13

Bien que cette corrélation soit la plus appliquédiaexpansé [Thommes, 1997], plusieurs
écarts entre les valeurs de l'index d’expansionaltutées par cette corrélation et celles
déterminées expérimentalement sont relevés [Delaical.,, 1994 ; Finette et al., 1996 ;

Griffith et al., 1997 ; Karau et al.,, 1997 ; Theosios et al., 2002]. Ces écarts sont
essentiellement dus soit a la distribution de d¢ait de densité des particules, soit a
'agglomération des particules, soit a la forme rsmhérique des particules ou encore au
mode de distribution du fluide [Theodossiou et2002].

IV.3.2.2 Classification

Au cours de la fluidisation, les grosses particutgs ont des vitesses terminales de

fluidisation les plus importantes, se placent es Ha la colonne. Les plus petites sont
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poussées en haut de la colonne en fonction deUguiPlus le diamétre de la particule et sa
densité sont faibles et plus la position de laipale sera haute. Cette classification permet de

s’approcher de I'écoulement piston en réduisadidpersion axiale et radiale.

La classification des particules pendant la fllatdmn a été démontrée expérimentalement par
plusieurs travaux. En 2002, Tong et Sun ont démantet pendant I'expansion dans une

colonne de diameétre de 2,6 cm, les billes du suppweamline (ayant du quartz dans leur

matrice et une distribution de taille entre 80-30M) se trouvent localisées a difféerentes

hauteurs selon leur taille. L’expérience consistdf@ctuer des prélevements des particules a
différentes hauteurs du lit, pendant I'expansiomsA les particules de grosse taille sont

localisées en bas de la colonne alors que lesepetibnt localisées en haut. Une relation
linéaire entre la taille de la particule et sa bautdans la colonne est établie [Tong and Sun,
2002].

D’autre part, plusieurs travaux [Bruce and Cha®®12 Tong and Sun, 2002 and Yun et al.,
2004a] mettent en évidence une variation de lagigrée long du lit fluidisé. Celui-ci est plus
important en haut du lit ou les particules sont phss petites. Le taux de vide est, en
revanche, plus faible en bas du lit ce qui est mmitéavec la distribution de taille des

particules.

IV.3.2.3 Dispersion en phase liquide

La dispersion dans la phase liquide en chromatbggdj fixe a été largement étudiée. Il a
été ainsi prouvé que la distribution des tempséjleus dans une colonne chromatographique
en lit fixe peut considérablement affecter I'effité de la séparation. Un grand nombre de
données sont disponibles sur la dispersion danktdefixes et plusieurs corrélations ont été

proposeées [Slater et al., 1992].

En chromatographie en lit expansé la dispersiorc@ssidérée comme plus importante en
raison de la mobilité des particules. De nombreésedes ont ainsi cherché a caractériser et
quantifier la dispersion axiale en lit expansé.plgpart de ces travaux utilisent des modeles
simplifiés qui ne prennent pas en compte toute dmpiexité de I'’hydrodynamique du

systeme mais en se basant uniquement sur le mélgigmmmes 1997]. Comme en

chromatographie en lit fixe, la dispersion danplase liquide est généralement quantifiée
par des nombres adimensionnels ou un coefficiemisfgersion axiale dans la phase liquide

déterminés grace a une étude de distribution dpdeata séjour. La mesure de la distribution
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du temps de séjour est basée sur le calcul des nisme premier et second ordre : le temps
de séjour 4 et la variances® & partir d’expérimentations réalisées par injectune

impulsion ou d’'un échelon d’un traceur [Villermawg93].

La dispersion axiale de la phase liquide danstleXdpansé est souvent caractérisée par le
modele de dispersion ou par le modéle des réacteusérie [Thommes et al. 1995b]. Dans le

premier cas, I'étude de la distribution du tempsséieur permet de déterminer le coefficient

de dispersion axiale £ (équation I-14), ainsi que les nombres adimenglsnde Peclet

particulaire Pg(équation I-15) ou de Bodenstein (équation I-16).

2
Do :S—gdj—gH Equation I-14
utd, .
Pe, = D Equation I-15
Bo :L:D[—H Equation 1-16

Avec H la hauteur du lit et u la vitesse interstié de la phase liquide (rapport de la vitesse
superficielle par la porosité du lit).

Le modele des mélangeurs en série permet lui dmulealun parameéetre N : nombre de
mélangeurs (équation I-17) qui est indépendantcdeslitions opératoires comme la vitesse
superficielle. Cependant, les deux modéles conduiee méme résultat lorsque la dispersion
dans le systéeme est faible.

2
s

N=-—5 Equation I-17

—+

Q

Ces modeles ont été largement utilisés pour carsetde meélange en lit expansé [Chang et
Chase 1996a ; Bruce et Chase 1999, Yamato e®98P9] Inais ils restent limités au niveau de

I'extrapolation du fait que les différents paramétftemps de séjour ou hauteur du lit) varient
avec le degré d’expansion. En effet certains asteamettent en cause I'utilisation des

équations établies en lit fixe pour la déterminaties différents nombres adimensionnels, qui
ne répondent pas aux criteres expérimentaux @xpiansé [Theodossiou et al. 2002, Palsson
et al., 2001]. Certains travaux ont démontré quidpersion axiale est plus importante en bas

de la colonne a cause de la présence de chemiiésgmigels. Ces turbulences sont estompées
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par la hauteur du lit. Ainsi a partir d'une hauteds lit de 10 cm ces effets seraient
négligeables [De Luca et al., 1994, Hjorth et 4895, Bruce et Chase, 2001]. Vergnault
(2004) a mis en évidence l'importance du distributdu liquide de la colonne dans la
création des chemins préférentiels. Toutefois,iplus travaux ont mis en évidence I'effet de
la classification des particules dans le lit surdduction de la dispersion axiale [Chang et
Chase 1996b, Batt et al., 1995, Karau et al., 1997]

Par ailleurs, en CLE, en plus des facteurs limitdassiques (similaires a ceux rencontrés en
chromatographie en lit fixe), un mélange de la phsalide peut exister caractérisé par le
coefficient de dispersion axiale des particulesdssl D, Certains auteurs ont établi des
corrélations qui relient R, a la vitesse superficielle du liquide [Van Der Mee al., 1984,
Kang et al., 1990]. Cependant, comme il n'existe pa données expérimentales sur
I'influence de la dispersion axiale des particidebdes sur les performances de la séparation,

ce parametre n’est pas toujours pris en comptet[al., 2004, Kaczmarski et Bellot, 2004].

L’évaluation des parametres hydrodynamiques etddétisation de I'hydrodynamique dans
la colonne continuent a faire I'objet des travaatuals de la chromatographie en lit expanse.
Des études récentes ont par exemple démontré gqoeficient Q. diminue avec la hauteur
de lit et la vitesse superficielle et augmente deadiamétre de la colonne [Jahanshahi et al.,
2009a, Jahanshabhi et al., 2009b]. D’autre parsi@lus modeles sont développés pour décrire
I'hydrodynamique en lit expansé tout en prenant mpemd’'un maximum de parameétres
comme la distribution de tailles des particulesydaation de la porosité du lit, la dispersion
axiale de la phase liquide et/ou solide [Yun et2004a, Yun et al., 2004Db, Li et al., 2004,
Kaczmarski, 2004, Chen et al., 2007]. On reviemdpdement sur ce point dans le chapitre
V.

IV.3.3. Support solide

Les différentes considérations hydrodynamiques &gt au cceur du développement des

supports chromatographiques spécifiques au litresépa

Les premiers travaux de séparation de protéinebt esxpansé, ont été réalisés avec des
supports communément utilisés en lit fixe ayantrdagrices a base d’agarose ou de cellulose
tel que le Sepharose Fast Flow [Dreager and cli&8&8, Chase and Dreager, 1992(a et b),
Dreager and Chase, 1991]. Malgré une capacité dguanrsimilaire a celle obtenue en it

fixe (avec un taux d’expansion de 2), la produtdiglobale du procédé reste faible. Ceci est
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expliqué par la faible vitesse d’écoulement utdiséar il faut éviter une expansion trop
importante des particules trés peu denses durlieftet, la vitesse terminale de fluidisation

de particules est trés faible, de I'ordre de 20thcmpour le le Sepharose Fast Flow.

Globalement, les caractéristiques des particuléisads en termes de taille, de densité et de
taile des pores sont déterminantes pour un bonctifmmement du procédé
chromatographique en lit expansé. En effet, ceactanistiques déterminent la plage de
vitesses d’écoulement utilisables et la cinétigaedatention des molécules, en particulier les
limitations de transfert interne. Concrétement, padicules de taille importante permettent
de travailler a des débits élevés, mais augmengemésistance au transfert interne. Par
conséquent, un lit sédimenté de hauteur plus élesgéaécessaire pour garantir un temps de

contact suffisant pour le transfert dans la phatides

Des supports solides a base de silice [Finette§]189 d’oxyde de zirconium [Griffith et al,
1997] sont utilisés. Ces particules sont caragésipar une densité plus élevée que celle des
particules d’agarose mais une taille plus petiteqoepermet d’atteindre, pour une méme
vitesse d’écoulement, le méme degré d’expansioncqlie atteint avec des particules a base
d’agarose. D’autre part ces particules sont carngéts par une taille plus petite ce qui permet
en méme temps de réduire les limitations de transfiea-particulaire. En raison de la taille
des particules, il est souvent nécessaire d’égqupenlonne d’'une sorte de grille avec un
maillage assez fin pour éviter que les particulessaient entrainées. Cela peut poser des
problemes de colmatage avec les particules etdbesdcellulaires contenus dans le fluide a

traiter.

D’autres types de supports, développés pour largépa des protéines en lit expansé, sont
commercialisés actuellement. Ces supports ont padirices des polysaccharides, tels que la
cellulose ou l'agarose, ou des polymeres synthésigqgomme le trisacrylate, auxquels un
matériau de haute masse volumique, comme le quarterre, le titane, le zirconium ou un

autre meétal, est incorporé.

Le matériau a haute masse volumique peut étrepoodrsous forme de noyau central. Ceci
permet, en plus de 'augmentation de la vitessaiterle de fluidisation, d’adapter la distance

de diffusion indépendamment de la taille de laipale [Palsson et al 2000]. Les différents

supports qui ont été utilisés en chromatographikt @xpansé ainsi que leurs caractéristiques
physigues, sont présentés dans le tableau I-1.
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Tableau I-1. Propriétés des supports chromatogyapkiclassiques pouvant étre utilisés en lit
expansé et des supports spécifiques a la chronagtuigren lit expansé (CLE) rapportées par
Anspach et al., 1999.

Matériaux Masse volumique  Diametre  Références

(g.mL™) (um)
Particules utilisables en CLE
Fractosil 1000 (gel de silice) 1,389 40 [Dasari et al., 1993]
Verre a porosité controlée ~1,3 100-250 [Thommes et al., 1995a]
Perfluorocarbone 2,2 50-80 [Mccreath et Chase, 1995]
Dioxyde de Zirconium 3,2 50 [Griffith et al., 1997]
Dioxyde de Titane 2,59 40 et 80
Particules spécifiques a la CLE
Cellulose/Dioxyde de Titane 1,2 125-600 [Gilchrist et al., 1994]
Agarose/Quartz 1,15 100-300 [Hjorth et al., 1995]
Agarose/Alliage métallique 1,3 80-165 [Hjorth et al., 1995]
Agarose/Verre 1,4-1,6 100-300 [Zafirakos et Lihme, 1996]
Trysacrylyate/Dioxyde de 15 100-300  Biosepra (France)
Zirconium

" calculée sur la base de Sachtopore (volume des Pot2 ml/g, dimension de pores 30 nm),
(Sachtleben Chemie, Duisburg, Allemagne).

Des supports avec des groupements fonctionnelspheslt échangeurs d’anions, échangeurs
de cations, ou hydrophobes sont commercialisés.

On peut citer comme supports : Streamline (gel atage poreux et noyau en quartz) et
Streamline Direct (gel d’agarose poreux et noyawaerr inoxydable) commercialisés par
Amersham Biosciences, Fastline (gel d'agarose poreti un noyau de tungsténe)

commercialisé par UpFront Chromatography A/S eteétlyp (oxyde zirconium et polymére

d’acrylate) commercialisé par Biosepra.

Vu le réle que joue le support dans la stabilisata lit et 'amélioration des performances de
séparation en lit expansé, le développement deostgppdaptés a la chromatographie en lit
expanse fait encore I'objet de travaux de rechefighao et al., 2005, Xia et al, 2007b, Li et
al., 2004, Chase, 2009, Zhao et al., 2010, SHi,2@L1].

IV.3.4. Applications de la chromatographie en lit expansé

De nombreux travaux portant sur la chromatographidt fluidisé ont été publiés depuis les
années 60. Plusieurs applications de séparatigpradéines directement a partir d’'un milieu

brut riche en matiéres en suspensions sont déalides la littérature. Des problemes
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rencontrés liés au blocage du systeme de distibudu fluide et aux interactions entre le
support solide et les débris cellulaires sont sotukeentionnés [Hubbuch et al., 2005].

Les premiers travaux concernent la purificationadstreptomycine, un antibiotique, a partir
de milieu de culture dans le but d’améliorer leg@ae de production classique pour lequel
des pertes importantes de produit sont observées. dertes sont dues a |'étape de
centrifugation et a la diminution du flux au codes|’étape de filtration [Bartels et al., 1958].
D’autres procédés de séparation d’antibiotiquesparmatographie en lit fluidisé ont été mis
en ceuvre et ont permis une augmentation du rendetegaroduction de plus de 50% comme

dans le cas de la novobiocine [Belter et al., 1973]

Avec le développement des biotechnologies, la chtographie en lit fluidisé représente de
plus en plus un outil tres important pour la récapén des protéines recombinantes a partir
de milieu de culture de bactéries ou de champigndasson et al., (1994) ont réussi a isoler
directement une protéine recombinante de fusion yrarprocédé de chromatographie
d’échange d’ions en lit expansé utilisant commepsupla DEAE Streamline. Pour améliorer
la productivité du procédé, une étape de dilutianmdlieu a été rajoutée avant le procédé
d’échange d’ions. L’'application a échelle piloteparmis également la production d’une
protéine recombinante I'annexine V (protéine ateffieticoagulant) a partir d’'un milieu de
culture bactérien avec un rendement trés élevébys) JBarnfield Frej et al., 1994]. D’autres
purifications de protéines recombinantes a pasimilieu de culture de champignons sont
décrites. Par exemple, Chang et Chase (1995, 19&@b)solé la glucose-6-phosphate-

dehydrogenase.

Le procédé d’adsorption en lit expansé a égalem@@nappliqué aux cellules de mammiferes
[Thommes et al., 1995a, Born et al., 1996]. Tousefbapplication de la CLE aux effluents
agroalimentaires est relativement récente [Toreg,2002; Ozyurt et al., 2002 ; Bai et Glatz,
2003a, Biazus et al, 2006].

Les travaux de Bai et Glatz (2003b) ont montrétéigt de ce type de procédé pour le

traitement d’extraits bruts des plantes, méme siétape de prétraitement des extraits pour
I’élimination partielle des produits lipidiquesgté réalisée. Malgré une Iégere adsorption sur
le support des composeés lipidiques résiduairegegtcdmposés phénoliques, le procédé s’est

averé performant et le support réutilisable pouna@breux cycles.
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Parmi les travaux publiés dans la littérature giigne, il faut mentionner celui de
Straetkvern et al. (1999) qui traite de la récugi@nad’une protéine spécifique a partir d’'un
jus brut de pomme de terre, par chromatographidit erpansé. Un mélange de deux résines
avec le méme ligand multi-fonctionnel a des conegioins différentes, est utilisé, cela
permet de rendre le systeme relativement indépérdfaria force ionique. En outre, ces
auteurs ont montré que les enjeux scientifiquascgraux concernent la compétition entre les
différents types de composés du jus (polyphéna@sgmment) et ils préconisent I'utilisation

de ce type de procédé pour assurer la consendg®propriétés fonctionnelles des protéines.

L’application du procédé d’adsorption en lit exp&rsux extraits aqueux provenant de
matériel végétal reste peu étudiée et peut étrrartde a quelques limitations :

» Ces extraits sont caractérisés par des compositahisiques plus complexes
puisqu’on peut y trouver des lipides, de I'amidda,fortes concentrations en sels, des
phénols et des pigments qui peuvent se lier auéimes et/ou au support solide.

» La teneur des particules solides dans ces exteaitsplus importante (9 a 20%
massique), leur taille est comprise entr& 801 mm ce qui représente un risque de

déstabilisation « physique » du lit fluidisé.

Cependant de nombreuses applications de la chrgnagtie en lit expansé pour la
séparation de molécules d’intérét a partir de mibelogique sont toujours en cours d’étude.
Des travaux récents tels que la séparation d’amtigke I'hépatite B a partir de milieu de
culture bactérie [Ng et al., 2008, Yap et al.,, J0J®ur la production a grande échelle de
phycocyanine C a partir de cyanobactéries [Rarhat,&2010] par CLE, peuvent étre cités a

titre d’exemple.

V. Conclusion

De part leurs propriétés de taille, compositiomycitire et charge, les protéines sont des
biomolécules assez complexes. La stabilité d’'u¢épre dans son milieu biologique est liée
a la présence d’'autres composants mais aussi @E@@$etés intrinséques comme sa charge,

la distribution des groupements a sa surface, sgaosition en acides aminés...

Les protéines végétales présentent un intérét cpheti compte tenu de leur valeur
nutritionnelle mais également de leur potentiepglacation dans différents domaines. Parmi

ces protéines, la Rubisco est la protéine végdml@lus abondante et son potentiel
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d’application est tres important, ce qui justifee hesoin de procédés bien adaptés pour sa
récupération a partir de son milieu d’origine, geut étre considéré par ailleurs acceptable

d’un point de vue environnemental.

Cette synthese bibliographique a permis de faingoiat sur les procédés de séparation des
protéines conventionnels a partir de milieux btotg en soulignant I'importance de la mise
en ceuvre des procédés les mieux adaptés a cesxmiim effet, le développement de
procédés qui permettent une séparation efficadects@ et peu colteuse de biomolécules
représente un enjeu crucial pour les biotechnotog@iette tache est d’autant plus difficile que
la plupart du temps, la biomolécule & séparer sevér dans un milieu complexe et par
conséquent, le nombre des opérations nécessas@séaupération engendre des colts assez

importants.

Le procédé chromatographique d’échange d’ions sepité une alternative intéressante aux
procédeés industriels actuels, notamment en modexfiansé. En effet, la chromatographie
d’échange d’ions offre une bonne sélectivité etdpacité a traiter de grands volumes. Sa
mise en ceuvre reste cependant délicate et nécdssiteavaux de recherche afin d’identifier

toutes les potentialités d’application.

68



CHAPITRE II.
METHODES ANALYTIQUES
POUR LA CARACTERISATION
DES JUS ISSUS DE BIOMASSE
VEGETALE
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Des méthodes analytiques de caractérisation gémoigt été appliquées directement sur
les jus. D’autres méthodes analytiques spécifigukesRubisco ont été mises au point avec la
seule protéine commercialisée, qui est celle islgeépinards. De part leurs principes, ces
méthodes font appel a des propriétés comme la t&llnombre et le type de sous-unités qui
ne changent pas d’'une Rubisco a une autre, quetajtison origine. Ainsi, deux étapes ont
été suivies dans le développement des protocalass un premier temps, les méthodes ont
été mises au point et validées uniquement avecalasBo des épinards, a partir de la protéine
commerciale et des jus obtenus a différentes dondiexpérimentales. Ensuite, la méthode a

été validée sur des jus issus de la luzerne.

Pour la premiére étape, I'étude a été réalisée dansadre du projet de recherche
PRODULUZ. Dans ce projet, un procédé de déshydoatatmécanique assistée
thermiquement pour la déshydratation des biomassgétales, telles que la luzerne ou les
épinards, fait I'objet des travaux du laboratoir@FSODEE. Dans ce cadre, des jus ont été
produits et caractérisés dans le but d’évaluer [mtentiel de valorisation et de mieux
conduire le procédé, ce qui a nécessité de la augmint de méthodes analytiques adaptées.
Ce travalil a fait I'objet d’'une publication scidigue : S. Kerfai, et al., (2011) Production of
green juice with an intensive thermo-mechanical @tdonation process. Part II: Effect of
processing conditions on the liquid fraction progers, Chemical Engineering Journal,
167, 132-139Le texte de la publication constitue le corpseehapitre. Il est précédé d’'une

introduction générale et suivi d'une conclusionéyatre.

Une fois les méthodes mises au point, elles ontappdiquées sur le jus de luzerne, pour
lesquels la concentration approximative de Rubissb a priori connue (cf Chapitre lll,
paragraphe I1.2).
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l. Introduction générale

Le traitement industriel actuel de la biomasse tadgg telle que la luzerne, consiste
globalement en une opération de déshydratatiopneasage de la biomasse qui conduit a une
fraction solide et une fraction liquide. La premaiefraction est par la suite séchée et
transformée en produits finaux capables d'étre ewés longtemps, ils sont destinés a
'alimentation animale. La fraction liquide est eelfractionnée par plusieurs étapes de
précipitation pour produire un concentrat protéiqtitsé aussi pour I'alimentation animale
[De Fremery et al., 1973] et récemment acceptéqg{eantité contrélée) pour la nutrition
humaine. Cette transformation dans son ensembleemie un bilan énergétique tres

défavorable et une valorisation matiére assezdaibl

La notion de biorafinerie, qui se développe de péus plus, implique d'une part la
transformation durable de la biomasse avec uneoocomstion énergétique faible, voire
méme une production d’énergie renouvelable (biagarts), et d’autre part la production
d’une variété de produits a haute valeur ajoutéj@hato et al., 2009]. Ainsi, pour palier au
bilan énergétique défavorable du procédé actuetraiiement de la biomasse végétale,
plusieurs travaux se sont intéressés a I'amélmmade I'étape de déshydratation en réduisant
sa consommation énergétique [Mahmoud et al., 2@kfabosse et al., 2010]. D’autre part, la
fraction liquide issue de la déshydratation de ilmasse végétale a aussi fait I'objet de
plusieurs études [Godessart et al., 1987 ; Levesinuet Rambourg, 2002] dans le but

d’améliorer la valeur ajoutée et de diversifier pesduits finaux.

En effet, la fraction liquide présente un potentil valorisation important puisqu’elle
constitue une source de protéines (et peptidesigitie végétale abondante et renouvelable.
Ces protéines représentent une alternative imgertaaux protéines animales dans
I'alimentation humaine et ont également des apiitina potentielles dans les domaines
pharmaceutique, agroalimentaire et environnemeBtaplus de sa teneur en protéines, le jus
renferme des composés phénoliques, des pigmedesatitamines [Kromus et al., 2006]. Il
apparait ainsi que le potentiel de valorisatiodadgaction liquide issue de la déshydratation
de la biomasse végétale est étroitement lié ansauteet sa composition en biomolécules. Par
conséquent, la caractérisation des biomoléculeseptés dans le jus devient nécessaire pour

mettre en ceuvre des procédés de valorisation degotés.

La caractérisation physico-chimique d’un jus begui de déshydratation se fait actuellement

par des méthodes conventionnelles qui fournissesd wmhformations globales sur la
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composition du jus. La méthode la plus courantdaedétermination de la teneur en protéines
dans jus par un dosage de I'azote total par la edéthie Kjeldhal. Une caractérisation plus
spécifigue des protéines a été reéalisée par desodms protéomiques qui ont permis
I'identification des différentes protéines présenimcamps, 2005]. Toutefois, ces méthodes
donnent uniguement des informations d’ordre quéligéh restent assez complexes a mettre en

oceuvre.

Ce travall s’intégre dans le cadre de I'étude @urcedé de déshydratation mécanique assisté
thermiquement (DMAT) pour la déshydratation de lagse végétale. Ce procédé est
caractérisé par une faible consommation énergéttjume production de grandes quantités
de jus. Les conditions opératoires appliquéesderse procédé (température et prétraitement
de la biomasse) peuvent avoir un effet sur la caitipo et les caractéristiques du jus produit.
Par conséquent, la caractérisation des jus proghsts DMAT permettra d'évaluer leur
potentiel de valorisation, mais aussi donnerontidEgmations vis-a-vis de la conduite du

procédé de déshydratation en fonction de I'objeetitherché.

Pour cela, les propriétés physico-chimiques depijaduits par le procédé DMAT appliquée
a des feuilles d'épinard sont étudiées. Des méshddecaractérisation globale, comme le
fractionnement des protéines du jus en fonctiofedehydrophobicité et la détermination de
la teneur en azote total sont utilisées dans umipreaemps, ensuite une méthode de détection
et de quantification de la Rubisco dans la fractiguide par chromatographie liquide
d'exclusion de taille est développée et I'analysetphorétique en conditions dénaturantes
est réalisée pour vérifier la présence des deus gnités de la protéine. La disponibilité de la
Rubisco d’épinard partiellement purifiée sur le omg, commercialisée sous forme de poudre
a permis de disposer d'une référence qualitativgueintitative pour la mise au point des

méthodes.

74



[1. Publication

PRODUCTION OF GREEN JUICE WITH AN INTENSIVE THERMO-
MECHANICAL FRACTIONATION PROCESS. PART II: EFFECT O F
PROCESSING CONDITIONS ON THE LIQUID FRACTION PROPER TIES

S. Kerfa?3 A. FernandeZ*® S. Mathé?® S. Alfenoré?® P. Arlaboss®
1) Université de Toulouse; INSA, UPS, INP; LISBB51lAvenue de Rangueil, F-31077
Toulouse, France
2) INRA, UMR792 Ingénierie des Systémes Biologigekedes Procédés, F-31400
Toulouse, France
3) CNRS, UMR5504, F-31400 Toulouse, France
4) Université de Toulouse ; Mines Albi ; CNRS ; Gam Jarlard, F-81013 Albi, France
5) Ecole des Mines Albi, Centre RAPSODEE, Campusiii F-81013 Albi, France

Chemical Engineering Journal, 2010, doi 10.101¢j/R©10.12.011

Abstract

The thermally assisted mechanical dewatering (TAMID)cess proved to be efficient to

dewater various biomasses. The main idea of thosgss is to supply heat by conduction
through the press walls during the wet fractiomati@pplied to spinach leaves, this process
led to energy saving but also to a larger amoungreen juice. In order to optimize the

TAMD process and to evaluate the valorisation piaeof the liquid fraction produced, the

physico-chemical characteristics of the green jweee investigated.

In addition to conventional characterisation me#)ah analysis method specific to Rubisco
protein (Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/ergge) has been developed in the present
work. The method enables detection and quantiboabf Rubisco in green juice samples by
using size exclusion chromatographic principlesl(BFSEC).

Global methods showed that cut degree of the bisnes/es has an effect on the liquid
fraction produced. Indeed, nitrogen content, graed white proteins contents are higher

when leaves are finely cut.
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The investigation of temperature processing eftectuice characteristics by applying the
different characterisation methods leads to:
- At high temperature (90°C), low nitrogen and fragtited proteins contents in juice,
which means that an enriched press cake is produced
- At medium temperature (50°C), higher nitrogen cohte juice, which means that a
polypeptides-rich liquid is produced.
- At low temperatures (30°C), HPLC SEC method dewatopevealed that TAMD
process produced a green juice containing biomtdeocof high added value such as

Rubisco protein.

Keywords: Green juice, valorisation, TAMD process, physiceitical characterisation,
Rubisco, HPLC SEC analysis.

I1.1. Introduction

According to the principle of sustainability, a neod society should preserve non-renewable
energy sources and replace them with renewablgenBiorefinery is widely defined as “the
sustainable processing of renewable biomass intgarety of value-added products
(chemicals, materials, food and feed) and energfubls, power and heat)” [Donato et al.,
2009]. Biorefineries usually process agriculturefanest biomass such as sugar and starch
crops, vegetable oils, grasses, whey, lignoceliclosaterials and different organic wastes
such as municipal solid wastes and residues fraenfdlod production chain, to produce

energy and a wide variety of chemical precursotstao-based materials.

Renewable resources derived from biomass plargs, raferred to as biofuel, bioenergy, or
bioresources are sufficiently similar to fossil [fu® provide substitution. Especially,
renewable grass resources derived from extensnge daltivation or other natural resources
such as alfalfa, are excellent biorefinery raw make [Starke et al., 2000]. Green

biorefineries are dedicated to the processingesdlyreen grasses.

The first processing step of the green biorefinsrythe wet fractionation. This process
separates the plant material under pressure effemttwo broad components: (1) water-
insoluble components (press cake usually usedrona feed) and (2) carbohydrate- and
protein-rich water-soluble fraction [Kamm et alQ0®]. The liquid fraction is a nutrient-rich
green juice containing proteins, free amino acatganic acids, dyes, enzymes, hormones,

further organic substances, and minerals. Thieasréason why it constitutes a raw material
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for several high value products such as lactic ani corresponding derivatives, amino acids,
ethanol, and proteins [Kromus et al., 2006].

The thermally assisted mechanical dewatering (TAMcess, designed since several years
now in the RAPSODEE Research Center, proved tdflugeat to dewater various biomasses
under a variety of processing conditions rangimgnf21 to 90°C and from 300 to 3000 kPa
[Mahmoud et al., 2008]. The main idea of this pescés to supply heat by conduction
through the press walls during the wet fractiormatib has been illustrated that, when applied
to alfalfa, the TAMD process can remove up to 69%e inherent liquid fraction with a one-
stage thermally assisted compression [Arlabossé,e2010] and up to 83% with a two-stage
thermally assisted compression [Mahmoud et al.,0ROAs the extraction yield of
conventional process with prior pulping amounts5&%6, the TAMD process is able to
produce a much larger amount of green juice. Bssithee use of the TAMD process before
the drying of the dewatered alfalfa cake leadsrnceaergy saving of at least 30% on the
overall separation chain. Indeed, the energy coptiom of the TAMD process is less than
150 kWh/ni [Grau, 2009].

In addition to the energy consumption reductiospwering high value co-products from the
liquid fraction is a real challenge for biorefiresiindustries to increase the sustainability and
the profitability [Kamm et al., 2009]. The relatiadundance of proteins in leaf material and
the basic need for protein in the human diet aeentlain reasons for scientists concern to
focus on proteins recovery from vegetable biomBssn 70’s on, several developments have
been directed toward production of human food gilael# Protein Concentrate (LPC) from
green juice [Douillard, 1985; Telek and Graham, 398ohler and Knuckles, 1977; Prie,
1969]. These last years, several vegetable biomassesaled their intrinsic value and
potentialities as biorefineries feedstocks. The frattionation process of alfalfa biomass for
example has been the subject of many researchesclikib et al., 2004; Levesque and
Rambourg, 2002; Godessart et al., 1987]. A valbasgprocess by thermal coagulation and
centrifugation was used to recover some compolegtecially proteins an peptids. The final
product was a (92% (w/w) moisture) powder contajn®2% (w/w) protein and was
exclusively used as animal feed [Fremery et alz3).9Prévot D’Alvise, (2004) and Kapel et
al., (2006) used enzymatic hydrolysis to produce metérom an industrial alfalfa soluble

protein concentrate.
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The TAMD process is likely to extract green juice larger quantities than conventional
fractionation processes. Furthermore, the liquiaction composition will probably vary
depending on the operating conditions of the TAMDcpss. Indeed, some of the green juice
components have a low resistance to thermal tredsnin addition, the mechanisms of water
transportation in plant cells are related to terapee [Arlabosse et al., 2010], so the green
juice composition can be used for process conBestides, the valorisation potential of the
liquid fraction produced by biomass dehydration etejs on its biomolecules content and
their characterisation is necessary to define thetradapted valorisation process. Therefore,
global and specific characterisation methods deweént allows not only a specific
valorisation but also a control of the dewateringcess.

To date, in the wet fractionation plant, the gr¢aise has been only characterised by its
protein content determined by its nitrogenous matecording to Kjeldahl analysis
(Procedure V18-100; AFNOR, 1985) [Incamps et &106}. Starke et al(2000) developed a
gualitative and quantitative analysis of carbohtesa in green juices by gas
chromatography/mass spectrometry. More specifityaisaof the green juice was performed
by proteomics. Studies of genome products and lestaient of proteome maps of alfalfa
juice were investigated by Incamps et €2006). However no specific quantitative methed i
available in the literature.

For green biomass, the chlorophyll, xantophyll,oteme and other fatty materials like
hydrophobic proteins of leaves (commonly calledegje are contained in small bodies in
cells of leaf, called chloroplasts. These chlorsggaare suspended in the liquid cell which
contains a hydrophilic protein mixture. The hydritiphproteins have been designed as white
proteins although a part of it comes from brokelordplasts [Kohler, 1972]. Purification and
technological evaluation of the main hydrophiliof@in of leaves Rubisco (Ribulose 1,5-
bisphosphate carboxylase/oxygenase, EC 4.1.1.39b&an the subject of several studies.
Rubisco is one of the largest proteins in naturés b globular protein and in higher plants
having molecular weight (MW) close to 560 kDa. Tgeneral structure of Rubisco is L8S8-
eight large subunits with MWs around 56 kDa andheggnall subunits with MWs close to 14
kDa. Four dimers of the large subunit constitut®® e of eight large subunits with a four-fold
axis of symmetry and a barrel-like general shapaljBau and Kinsella, 1988; Douillard and
Mathan, 1994]. Owing to its natural abundance itordplasts and its physico-chemical

properties, this protein could be obtained with ad) yield and a high level of purity
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[Douillard and Mathan, 1994]. Separation of the tethydrophilic protein fraction from the
cell wall components opens opportunities of prosluetarketing for ruminant and non-
ruminant organisms, furthermore, recovering of Robi fraction offers potentialities to
enzymatic activity application such as its immaation for a carbon dioxide fixation
bioprocess [Chakrabarti et al., 2002].

The aim of this work was to characterise the contiposof the green juices produced by
TAMD process in order to evaluate their potentiivalorisation but also to evaluate their
capacity for process control. Physico-chemical progs of green juices produced by the
TAMD process applied to spinach leaves were ingastid. The choice of Spinach leaves as
green vegetable biomass, for this study, is dubdavailability of partially purified Rubisco
extracted from this plant. Partially purified Rulmsof Spinach, commercialised in powder
form, was thus considered as a reference for thielolement of qualitative and quantitative
characterisation methods. Global characterisatsuth as fractionation of juice proteins
according to their hydrophobicity and total nitrageontent were also carried out. A method
of detection and quantification of Rubisco in thetwraction by HPLC size exclusion
chromatography was developed to highlight the &fe€ operating conditions on this protein
and to optimize the TAMD process for their prodacti Finally Sodium Dodecyl Sulfate
PolyAcrylamide Gel Electrophoresis (SDS PAGE) wasgied out to check the two Rubisco

subunits presence.

[1.2. Material and methods
[1.2.1. Vegetable material

Green juice samples were produced with the TAMDcess, according to the protocol
described by Arlabosse et.,a(2010), from spinach leaves cut at different degraad
produced under constant temperature from 30 to 9Uh€e cutting levels were considered:
none (whole leaves), coarse (leaves chopped ietepiof 3*3 cm) and fine (leaves chopped
into 0.5 cm broad bands). The samples were imnmagi&bzen (-20°C) after production and
defrozen at 6°C before characterisation. Figurd Bummarises the steps of biomass

fractionation and physico-chemical characterizatiat have been followed in this work.
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Figure 1I-1. Global layout of spinach fractionati@md physico-chemical characterisation
steps.

I1.2.2. Biomolecules

Molecular weight marker proteins used for HPLC Sizeclusion Chromatography (HPLC
SEC) were from Amersham-Pharmacia. These proteidshreir molecular weights (MW) are

given in table II-1.

Table II-1. Molecular weight proteins marker usedHIPLC SEC column calibration.

Protein | Aprotinin | Ribonuclease| Ovalbumin | Conalbumin | Aldolase | Catalase | Ferritin | Thyroglobulin
A

MW 6.5 13.7 43 72 128 232 440 669
(kDa)
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Molecular weight markers from Bio-Rad, mentionedtable 11-2, were used for Sodium
Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresmslysis.

Table II-2. Molecular weight markers used for SDSIE analysis.

. Phosphorylase Bovine serum . Carbonic Soybean trypsin
Protein b albumin Ovalbumin anhydrase inhibitor Lysozyme
MW
(kDa) 97 66.2 45 31 21 14.4

Commercial Rubisco from Spinach (Sigma Aldrich, rfé&) were used in this work as a
reference for detection and quantification of Rabisn the juice samples. This protein is
commercialised as a partially purified powder, tdun 1 M Tris HCI, pH 7.8.

To estimate the purity of the commercial Rubisc@alydis treatment was carried out to
remove all compounds of molecular weight lower tf800 kDa. Rubisco solution was
dialysed for 30 hours at 4°C with a dialysis membr&rom Biovalley (France) of 300 kDa

molecular weight cutt-off. The purity of Rubiscdwoon was estimated as being 70%.

11.2.3. Conventional methods

The pH and the electrical conductivity were meagyméor any juice sample characterisation.
Dry solids content and suspended matter were te&rmdined for each sample according to
the AFNOR standard protocols 90-105 [AFNOR, 1994ie juice was dried at 105°C for 24

hours. Suspended matter was eliminated by cen#timg at 5000 gor 10 min to remove cell

debris.

[1.2.3.1 Nitrogen content

Total nitrogen content was determined in crudeguamples by the Kjeldhal procedure
[Incamps et al., 2006] with Blichi K-425 and K-3®li¢hi Rungis, France) equipments. Raw
juice samples were diluted in deionised water. dmmonly seen for biomass proteins [Kapel
et al., 2006; Lusueur-Lambert et al., 2003], adacf 6.25 was used to convert nitrogen into

proteins.

11.2.3.2 Proteins fractionation

Alfalfa proteins are divided into two main group$ioh are hydrophobic and hydrophilic
proteins. The fraction of hydrophobic proteins sially called “green” fraction because of

the association of its proteins to coloured compgusuch as chlorophyll and xantophyll,
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whereas hydrophilic proteins are called “white” teins. At the laboratory scale, separation
of hydrophobic from hydrophilic proteins often indes a precipitation step. Bahr et al.,
(1977) proved that saturation close to 30% of amuamorsulphate allows green hydrophobic
proteins precipitation while white hydrophilic peats remain in solution. Precipitation of
hydrophilic proteins fraction was demonstrated ¥%5f ammonium sulphate by Hall et al.,
(1981) Rubisco generally precipitates at 50% s#tmaof (NH,).SO, though some small
differences have been noticed between Rubiscosffefeht botanical origins [Bahr et al.,
1977]. For example, Rubisco from spinach, the dRlpisco commercialised as a partially
purified powder by Sigma Aldrich, is prepared bynaomium sulphate fractionation followed
by dialysis prior to lyophilisatian

Suspended matter free juice was fractionated by @mum sulphate to separate “green”
hydrophobic and “white” hydrophilic proteins. Ammom sulphate was added to the juice
sample to obtain a 27% saturated solution. Theigtated hydrophobic proteins were
separated by centrifugation (15 minutes at 50000g pellet of hydrophobic proteins was
washed with deionised water, dried at 105°C andyined. The supernatant was saturated to
55% with ammonium sulphate to precipitate hydrdphgroteins. The separation of white
proteins was obtained by centrifugation for 15 nasuat 5000g and the pellet of hydrophilic
proteins was washed, dried at 105°C and weighed.

11.2.3.3 SDS PAGE electrophoresis

As Rusbico is a multimeric protein, SDS-PAGE enaltle visualise the large and small
subunits. Comparison between bands of commercibiseo and bands of different juice
samples produced with TAMD process will highligliffetences in conformation, if any.
SDS-PAGE was carried out using a 15% resolvingf@iiwing the procedure described by
Laemmli, (1970). Acrylamide, bisacrylamide, SDS,MED, ammonium persulfate arfs
mercaptoethanol were purchased from Sigma Aldfcance.

Electrophoresis procedure was performed for jume@es produced from spinach leaves
finely cut, at 30, 50, 70 and 90°C, using the MPnotean Il Cell system (Bio-Rad, France).

Gels were stained using Coomassie brilliant blugbR-
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[1.2.4. Rubisco analysis method

Specific method for Rubisco detection and quardifan was developed. Among white
hydrophilic proteins, Rubisco is the most abund&mowledge of Rubisco structure and its
physico-chemical properties especially its molecul@ight (MW) leads to conclude that
Rubisco represents most probably the highest mialegteight protein among leaves white
proteins. Therefore, size exclusion chromatogragamstitutes an adequate method to identify

and quantify Rubisco in juice samples.

A silica-based (8x300) Protein KW804 column (Shqdégkyo, Japan) was selected. The
column was firstly calibrated by analysing protenfislifferent molecular weight (see table II-
1), to establish the correlation between the etutiolume and the molecular weight.

Akta purifier system (Amersham Biosciences, Upps8kaeden) was used. Analyses were
carried out with an injection loop of 0.1 mL, wiphosphate buffer solution 4 mM pH 6.8 and
25 mM NaSQ, eluent at a flow rate of 1 mL/min. The analysissweoupled with a
measurement of the absorbance at 280 nm by meam&Jbf detector. Absorbance 254 and

210 nm were also carried out but were less spdoiffirotein detection, especially Rubisco.

A column calibration curve consists on the reladldp between the protein MW and the
liquid volume used for the protein moving in thduron until its exclusion. This volume is

called elution volume and is as high as the MWhef protein is low. Figure II-2 shows the
calibration curve of the HPLC SEC column carried with the pure proteins mentioned
before. It can be seen that the separation ranteediPLC SEC column is included between
8.3 and 11.7 mL. According to this calibrating aera molecular weight protein of 560 kDa

is expected to be eluted from the column at 8.8 mL.
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Figure 1I-2. Calibration curve of HPLC SEC columRrg¢tein KW804 column, Shodex)
carried out with proteins markers: Aprotinin, Riboiease A, Ovalbumin, Conalbumin,
Aldolase, Catalase, Ferritin, Thyroglobulin. Rubismolecular weight as a function of its
elution volume is shown.

Commercial Rubisco from spinach was then analysét this HPLC SEC protocol.
Absorbance at 280 nm as a function of the elutimnme, called chromatogram, is plotted in
figure 11-3 for Rubisco solution at 1 gL

As expected, Rubisco solution was not pure sinee ¢hromatogram revealed many
absorbance peaks. The first absorbance peak Férveldsat an elution volume of 8.74 mL,
corresponds to a molecular weight close to 570 KDmmpounds eluted at higher volumes
from 10 to 12 mL correspond to molecular weightggrag from 60 to 6 kDa. They constitute
the fraction F2.

Compounds eluted at volumes higher than 12 mL spaed to molecular weights
compounds lower than 6 kDa. Their MWs can not lierdened exactly since they are out of
the separation range of the column. However, tladesof the chromatogram was extended

until the baseline returns to zero.
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Figure 1I-3. HPLC SEC chromatogram obtained fomaph Rubisco solution at 1 g‘L
Sample volume is 0.1 mL, PBS eluent with a floverat 1 ml/min. F1 is the fraction having a
MW close to 570 kDa and F2 fraction of MW betwe@nahid 6 kDa.

F1 and F2 fractions were collected separately fitiPhC SEC column and analysed by SDS
PAGE. Figure II-4 shows the gel revealed with Cossiga blue after migration of Rubisco
solution (in lane 3), F1 (in lane 4), F2 (in lanelgsozyme (in lane 2) and BSA (in lane 1).
When compared to protein markers, Rubisco solyti@sented one first band corresponding
to a molecular weight of 58 kDa and a second bdrad &ppeared at the same level of
lysozyme band (14 kDa). Intermediate MW bands wals® detected in Rubisco lane
migration. Migration of F1 on the SDS PAGE showedlydwo bands at the same level of the
two bands detected with Rubisco solution (of 58 ddd kDa), while F2 showed the
intermediate MW bands.

This seems coherent with HPLC SEC results. The fiesak F1 detected in HPLC SEC
analysis (eluted at 8.74 mL) corresponds probablyhe purified Rubisco whereas F2 is
concerned with compounds of lower MWs, betweenr&B1a kDa.
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LSR

SSF

Figure II-4. Rubisco fractions analysis on SDS-PAGE. From left to right: lane 1 BSA,
lane 2 Lysozyme migration, lane 3 commercialiseidagh Rubisco, lane 4 F1 , lane 5 F2.
LSR: large subunit of Rubisco; SSR: small subuhRwabisco.

The HPLC SEC method developped seems able to detdxto protein in agueous solution.
The peak at an elution volume of 8.74 §%) was then considered as an indicator of the
presence of Rubisco in green juice samples (figt2e

In order to quantify Rubisco content in juice sa@spla calibration curve has been established
by injection of Rubisco solutions, prepared by dliisson of the partially purified powder in 1

M Tris HCI pH 7.8 buffer, at different concentrai®® The chromatograms obtained are
shown in figure II-5.
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Figure 1I-5. HPLC SEC chromatograms obtained foinagh Rubisco solutions. Sample
volume is 0.1 ml, concentrations in Rubisco vapnfr0.1 to 2 g.}, PBS eluent with a flow
rate of 1 ml/min.

Rubisco peaks area were calculated for each camatient with a baseline adjustment as
shown in figure 1I-5, since the amount of impustiecreases when the concentration of the
Rubisco solution increases. Figure 1I-6 presergsctlibration curves performed for Rubisco
solutions with different concentrations rangingnr6.1 to 2 g.L*.

Rubisco concentration can be determined by theviatlg equation:
C=53x10"°xA Equatidi

Where A is the peak area, C is the Rubisco coregorrin g.L™.

To estimate the accuracy of the measures, Rubisketians of well-known concentration

were injected and their concentrations were caledldy means of equation 1l-1. The error
was evaluated to 10%. This relationship was usedgfeen juice to quantify Rubisco.

Centrifuged juice samples, produced by the TAMDcpss, were then injected in the HPLC
SEC column and their Rubisco content was determined
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to 2 g.L).

I1.3. Results and discussion

These characterisation methods were applied forsglieach juices produced by TAMD

process at the different operating conditions surs®d in table 11-3.

Table II-3. Studied operating conditions of the TBNdrocess for green juice production.

Wall temperature of the press 50°C 30°C| 50°C| 70°C| 90°C

Cutting level None| Coarse| Fine Fine

In order to study the influence of the cutting dreht supply on the juice composition, the
physico-chemical properties (pH, conductivity, d@ofid, suspended matter and total nitrogen
content) of the raw juice were firstly measuredt®in fractionation and HPLC SEC analysis

were then carried out for juice samples free opsunded matter.
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[1.3.1. Biomass pre-treatment effect

As mentioned previously, the effect of physicalustures of the biomass on the juice
composition was investigated. Wall temperature fivaed at 50°C to produce green juice by
TAMD process. Three cuttings were considered fonagh leaves: none, coarse and fine.
Table II-4 summarises the physico-chemical propsrtf the juices extracted from spinach

leaves under these conditions.

Table II-4. Characteristics of spinach juices prtlifrom different degrees of leaf cutting
with the TAMD process at 50°C

Temperature 50°C

Cutting level none| coars€ fine
pH 6.7 6.5 6.6
Conductivity (mS.cm™) 189 | 19.0| 207
Dry solid (g. L™ 37.2| 386 321
Suspended matter (g. [) 233| 145 13
Total nitrogen (mg.L™) 1960 | 2450| 2730
Total nitrogen (g proteinsL™) 12.25| 13.56 | 15.31
Green proteins (g.L%) 401 | 3.68| 3.11
White proteins (g.L™) 541 | 7.28| 9.6
Total fractionated proteins (g. L) | 9.44 | 10.96| 12.71

For the three cutting levels of the spinach leagkshal physico-chemical parameters, such as
pH, conductivity, dry matter and suspended mattare similar for all samples. Cutting

level has an influence on both the total nitrogentent, assumed as crude proteins content,
and the white proteins content: crude and whitagmme contents increased when spinach
leaves are more finely cut. On the contrary, théray level does not change the green protein

content.

This result can probably be explained by the Ieeaion of the two kinds of proteinghite

hydrophilic proteins are located in cells orgamiglied stroma which are inside chloroplasts
[Costes, 1981]. Thus, to extract this kind of pmwde cells must be disrupted as much as
possible. Otherwise, green proteins constitute mmang proteins and do not need a

mechanical extraction to be expressed from thedelts.
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» HPLC SEC characterisation
According to the protocol described in section &pended matter free juices produced by
dehydration of spinach stems cut at different lgvelere analysed by HPLC SEC. The
chromatograms obtained are plotted in figure l6i7damples at the three cutting levels.
No peak appeared for an elution volume around ghiZ3ndicating the absence of Rubisco in
the juices produced under these operating conditisatever the cutting level, green juice
produced at 50°C did not contain Rubisco in nafiven.
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Figure II-7. HPLC SEC chromatograms of juice sampbeoduced at 50°C from spinach
leaves with three cutting levels: B1: none, B2:rseaand B3: fine.

[1.3.2. Temperature effect

Juice samples produced at different temperaturéls sginach leaves finely cut were then
characterised. Table 1I-5 summarises global physh@mical properties of green juice
extracted with a wall temperature set to 30, 50a@@ 90°C as is described by Arlabosse et
al., (2010).

For all juice samples, global physico-chemical grtps such as pH, suspended matter and
conductivity were similar. Process parameters sthidire of low influence on these global

properties which does not seem appropriate to abitte process.
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Green hydrophobic proteins content was lower thdntewhydrophilic proteins content

whatever the temperature wall. Green and whiteeprstin spinach leaves are usually
reported to be present on equal proportions [Cp4&8&1]. Costes, (1981) reported that for 1
g of fresh spinach leaves, there are 18.2 mg prsitéd mg are hydrophilic proteins which
result from break-up of chloroplasts and from ciasm. The other 9.2 mg are hydrophobic
proteins, mainly membranes proteins, which are igdiyeseparated from hydrophilic ones by

sedimentation.

In this work, fractionation of proteins was carriedt on juices free of solids. Therefore, the
removal of the suspended matter, which contairssgelproportion of hydrophobic proteins,

could explain the present results. This could abgolain the difference on the mass balance
between fractionated proteins and crude proteimgsesseveral membranes proteins are

removed with suspended matter (cells debris).

Table 1I-5. Characteristics of spinach juice saragdeoduced at different wall temperatures.

Cutting level fine

Temperature 30°C | 50°C| 70°C| 90°C
pH 6.6 6.6 6.9 6.6
Conductivity (mS.cm™) 19.6 | 20.7| 20.2 | 18.7
Dry solid (g. L™ 205 | 32.1| 31.0| 334
Suspended matter (g. [%) 22 | 13| 1 2.4
Total nitrogen (mg.L™) 1890 | 2730 | 2380 | 1750
Total nitrogen (g proteins.L™Y) 11.81 | 15.31| 12.87| 10.93
Green proteins (g.L'}) 196 | 3.11| 3.52 2.02
White proteins (g.L™) 7.56 9.6 7.36 6.24
Total fractionated proteins (g. L) | 9.52 | 12.71| 11.88| 8.26

As expected, the operating temperature of the TAM@ress has an influence on the crude
protein content. Spinach juice produced at 50°Gemts the maximal nitrogen, green protein
and white protein contents. Gastinau and de MatliE®81) reported that green proteins,
usually considered as chloroplastic proteins, pitate between 55 and 65°C and that white
proteins, considered as cytoplasmic proteins, pitateé at 85°C. Arlabosse et.,a{(2010)
noticed that, when juice is produced at 50°C, #mgerature of the bottom of the press cake

reaches 50°C after 2 hours and half processindgvithieaches 66°C after 20 minutes when
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processing at 70°C. This could explain why prot®ntent is higher in juices produced at 50
than those produced at 70 and 90°C. In additiomt fmuld modify structure and
conformation of proteins, which modifies their dality properties and their behaviour
[Libouga et al., 1996], or have an influence onphgsical mechanisms involved on the juice

production having an effect on the bio-moleculeteah

 HPLC SEC characterisation
Chromatograms obtained by HPLC SEC analysis ofesiuice obtained with different wall
temperatures are presented in figure 11-8.
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Figure 1I-8. HPLC SEC chromatograms obtained fanagh juice samples produced by the
TAMD at different wall temperatures (30, 50, 70 &WiC).

The chromatogram of the juice sample produced &€ 3Mmowed two absorbance peaks, the
first one at 8.75 mL, the second at 11.65 mL. Theesponding MWs of these peaks,
determined thanks to the calibration curve of theL8 SEC column (figure 11-2), were
respectively 560 and 6 kDa. This juice sample semsontain Rubisco. Its concentration
was estimated from equation 1, between 2.5 and.3vgiich represents more than 40% of

white protein content. However, chromatograms datgusamples produced at higher
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temperatures (50, 70 and 90°C) showed only thensepeak with higher intensity and did
not reveal the presence of Rubisco in the samples.

Finally, results obtained from nitrogen charactie methods showed that physical

structure of the biomass has an effect on the didfuaction produced. Indeed, nitrogen

content, green and white proteins contents arechigthen leaves are finely cut. Nevertheless,
at 50°C, the juice produced by the TAMD processsdua contain Rubisco but an important
amount of polypeptides and proteins. The develdpetdC SEC method seems to show that
TAMD applied at 30°C allows Rubisco extraction.

+ SDS-PAGE
To reinforce HPLC SEC results, TAMD juices produ@demperatures from 30°C to 90°C
were loaded on SDS-PAGE. Figure II-9 representsgilestained by Coomassie Brilliant

Blue.

LSR

SSR

Figure 11-9. Spinach juice proteins analysis on SEXSGE 15%. From right to left: lane 1

molecular weight marker, lane 2 spinach Rubiscoratign, lane 3 spinach juice produced at
90°C, lane 4 spinach juice produced at 30°C, laspibach juice produced at 50°C, lane 6
spinach juice produced at 70°C. LSR: large subohiRubisco; SSR: small subunit of

Rubisco.
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As seen previously, migration of commercial spin&etbisco on lane 2, revealed two bands
making 58 and 14 kDa, corresponding respectivelyM&s of the large and the small
subunits of Rubisco.

Lanes 3, 5 and 6 corresponding to TAMD juices poeduwith a wall temperature of 90, 50
and 70°C do not reveal the bands at the same ¢é\wbe Rubisco subunits. On the contrary,
on lane 4 of the TAMD juice produced at 30°C, tvamtls corresponding to Rubico subunits
were detected in addition to other proteins, pegtidnd amino acids having low molecular
weights. This result is coherent with HPLC SEC Itssu

I1.4. Conclusion

A thermally assisted mechanical dewatering (TAME)gess was applied to spinach leaves.
The process involves two simultaneous steps: (bhanrdcal dewatering at low pressure and
(2) heating. Thus, green crops are separated iptess cake and a green juice.

To control the TAMD process, by understanding ptglsimechanisms of the biomass
dewatering, and to consider the most adapted galtion way of the liquid fraction, a deep

physico-chemical characterisation is necessaryrefbie, in addition to conventional global

methods, specific characterisation methods museleloped.

Conventional global methods such as total nitrogentent determination and proteins
fractionation were carried out. Results showed ttheg amount of total nitrogen and
fractionated (hydrophobic and hydrophilic) proteomntents increase when crops are finely
cut. In addition, they are maximal when the juiseproduced at 50°C and decrease with
increasing temperature. Otherwise, global charaetiton showed that pH, conductivity,
suspended matter and dry matter do not dependeoopiérating conditions of the dewatering
process. Juices produced at temperature higher 208G showed lower nitrogen content
which is normally retained into the medium andwaldhe production of an enriched cake.
Since proteins are thermally sensitive materiat (arobably the most interesting valorisable
biomolecules), their quality can be modified durjoge production. To evaluate the effect of
the process on proteins quality and quantity, aalyéical method has been developed based
on the principles of size exclusion chromatographlie method enables detection and
guantification of a specific protein of interesylitsco. Results showed that Rubisco was only
present in the juice produced at 30°C, even ifl toiteBogen content and fractionated proteins
are maximal at 50°C. Therefore, it can be conclutthedl juice production with an important

amount of polypeptides and proteins is possible nwvdewatering is operated at 50°C,

94



whereas Rubisco is extracted when operating at 30R€ HPLC SEC method developed in
this study allowed the control of the dewateringgasss according to the valorisation path that
would be considered.
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lll. Bilan général

Le procédé de déshydratation mécanique assistémithuement (DMAT) est utilisé pour
déshydrater les feuilles d’épinards [Arlabosselet2®10]. L'influence de deux conditions
opératoires sur la composition du jus produit éstliée. La température appliquée au niveau
du piston de la presse est fixée a des valeur9de B°C. Le prétraitement de la biomasse
végétale est réalisé par découpage, avec troisumvee découpage testés : feuilles d’épinard
non découpeées, feuilles grossierement coupéesiidiesefinement coupées. Les jus produits
dans chaque cas font I'objet d’analyses globalgdust spécifiques afin de visualiser I'effet
des conditions opératoires sur la teneur en pregéitotales, sur la fraction protéique
hydrophile et la fraction protéique hydrophobe.i&d présence de Rubisco dans le jus et sa
quantification sont également vérifiées par unenma analytique mise au point.

Pour déterminer la teneur en protéines totalesjdaure de la teneur en azote total dans les
jus produits est effectuée par la méthode Kjeldgh25 et K-350, Biichi). Une fois I'analyse
effectuée, la teneur en azote total peut étre fivsemge en teneur en protéines (en faisant
I'hypothese que I'azote se trouve dans le jus mnagoritairement sous forme organique) en
multipliant la valeur obtenue par un facteur 6,K&agel et al., 2006, Incamps et al., 2005,

Lusueur-Lambert et al., 2003].

Dans un deuxieme temps les protéines hydrophilefiydtophobes sont séparées par
précipitation au sulfate d’ammonium. En effet, &liielle laboratoire, la séparation de ces
deux groupes de protéines est souvent réaliséainm@étape de précipitation. Bahr et al.,
(1977) ont montré que la saturation a 30% de sutldmmonium permet de faire précipiter
les protéines hydrophobes tandis que les hydraphéistent en solutio®our faire précipiter
cette derniere fraction il faut donc augmenterdarpentage de saturation en sel a 55% [Hall
et al., 1981]. Dans notre cas, avant de fractiote®iprotéines hydrophiles et hydrophobes,
les jus produits ont d’abord subi une étape derifegation préalable afin d’éliminer les
solides présents (10 minutes a 5000q), puis ild saturés a 27% de (NHSO.. Une
centrifugation pendant 15 minutes a 5000g permetregrieillir un culot de protéines
hydrophobes qui sera lavé et séché a 105°C pués pessurnageant est lui amené a 55% de
(NH4).SO, pour récupérer les protéines hydrophiles. Apréstrifegation, le culot est

également lavé, séché a 105°C et pesé.
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D’autres parameétres physico-chimiques tels queHe lp conductivité, le pourcentage en
matiére séche et en matiére en suspension soenégatl mesurés pour les différents jus.

Une analyse, par chromatographie d’exclusion ddetgHPLC SEC), qualitative et
guantitative de la Rubisco est mise au point dangavail. La premiére étape de la mise au
point de cette méthode consiste a réaliser unératittn de la colonne chromatographique
(Protein KW-804, Shodex) avec des marqueurs despwoidléculaires afin de corréler le
volume auquel est éluée chaque protéine de la elen fonction de son poids moléculaire.
Dans un deuxieme temps, la Rubisco d’épinard plartient purifiée est analysée par HPLC
SEC et les différents pics élués sont collectéanelysés par électrophorése en conditions
dénaturantes pour visualiser les sous unités deulasco. Le couplage des deux méthodes
permet alors d’identifier le pic d’élution de la Itsico aussi bien dans la préparation

commerciale que dans le jus produit par DMAT.

Pour une détermination de la concentration de laidRo en solution, plusieurs solutions de
Rubisco de concentrations allant de 0.1 & 2'gant alors analysées par HPLC SEC et l'aire
du pic spécifique a la Rubisco est déterminée pohaque concentration. Ainsi

I'établissement de la droite d’étalonnage (Equatibt) permet alors de remonter a la

concentration en Rubisco C a patrtir de 'aire duAai
C=53x10"°xA Equation I1-1

L’application de ces différentes méthodes aux jusdpits par DMAT fait I'objet de la
deuxieme partie de I'étude. Les résultats montoemt les jus obtenus par déshydratation a
50°C avec des feuilles pas du tout découpées, igressent ou finement découpées
présentent des caractéristiques physico-chimiguetases. En revanche, la teneur en azote
total (protéines brutes) et en protéines hydrophdst plus élevée quand les feuilles sont
finement découpées avant leur déshydratation. iPaura, le découpage des feuilles n'a pas
montré d’effet notable sur la concentration endires hydrophobes du jus produit. Malgré la
teneur en protéines hydrophiles élevée dans cegugaiits a 50°C avec des feuilles finement
prédécoupées, les méthodes analytiques spécifajlefRkubisco démontrent I'absence de la

forme native de la protéine dans le jus.
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Le procédé DMAT a ensuite été appliqué a différemeenpératures (30, 50, 70 et 90°C) pour
la déshydratation des feuilles d’épinard prédécesgimement. Les résultats ont montré que
le jus produit a 50°C présente les concentratiessplus élevées en protéines brutes et en
protéines hydrophiles et que celles-ci diminuerarglla température augmente. Néanmoins,
I'analyse HPLC SEC et I'analyse par électrophoe@s&ondition dénaturantes permettent de
d’identifier la Rubisco seulement dans le jus pibdB0°C.

V. Conclusion générale

Les milieux biologiques utilisés dans ce travailt @é caractérisés par des parameétres
globaux comme le pH, la conductivité ou la teneiale en azote, protéines hydrophiles et

hydrophobes, selon des protocoles développés daitigtature.

L’identification et le suivi des molécules spécifes dans ces milieux nécessite, cependant, la
mise au point des méthodes analytiques spécififpasges sur des propriétés nettement
différenciatrices. Dans le cadre de ce travail, mé¢hode d’analyse qualitative et quantitative
par HPLC d’exclusion de taille a été mise au ppmtr le suivi de la protéine d’intérét dans

les milieux réels objet de I'étude.

Pour cela, une Rubisco commerciale (issue des réisina été utilisée. Bien que l'origine des
deux molécules soit différente, la propriété physi@ la base de la séparation, la taille, est
équivalente dans les deux molécules. La méthodeCHFEEC ainsi développée a été utilisée a
I'échelle préparative, ce qui a permis de dispasen échantillon de Rubisco de luzerne en

guantité suffisante pour la validation de la méthod
L’électrophorése en conditions dénaturantes a #liéée lors de la mise au point de la

méthode d’analyse afin de vérifier la présence damséchantillons de deux sous-unités

constitutives de la Rubisco (et donc représentatileesa présence).
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Une fois la méthode analytique mise au point, &t d tester sa capacité de réponse, elle a
été appliquée a des jus d’'épinards obtenus sousathekitions opératoires différentes afin de
vérifier la présence de la Rubisco et de mesureoseentration. Ces résultats ont permis, par
exemple, de comprendre I'effet que peut avoir Etrpitement de la biomasse végétale (en
particulier le découpage) et la température appbqglors de la déshydratation sur les
propriétés des jus produits, notamment leur tee®uRubisco. Ainsi, les concentrations en
Rubisco déterminées par la méthode développéenseagérées cohérentes avec les données

de la littérature.
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CHAPITRE .
PROCEDE DE SEPARATION DE
LA RUBISCO
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I. Introduction

Les bioprocédés reposent sur la transformationbdieide ressources naturelles. Les questions
environnementales et économiques sont ainsi ddsufac clés de I'amélioration de ces
procédeés. Par conséquent, le développement desobénjes est confronté a des défis et des
verrous a relever surtout au niveau de la purificatiu produit d'intérét qui est une étape
cruciale a impact économique important et qui néteesdes efforts et des innovations
technologiques. Le développement de procédés daratim efficaces, économiques et

sélectifs est nécessaire pour une commercialisediogsie des bioprocédeés.

La séparation sélective a partir des mélanges digpies complexes devient une priorité pour
réduire le recours aux colteuses méthodes de &épafzermique ou mécanique [Roush et
Lu, 2008]. En raison de la complexité et de la ghaélevée de la matiére premiere
biologique, il est souvent nécessaire de multiples étapes. De plus, I'ampleur et le type de
I'étape de séparation primaire peut affecter lefopmances des étapes ultérieu@sagewell

et al., 2008 Le nombre d'opérations et le type de procédputéication appliqués dépendent
non seulement des propriétés du composé d'intéréis naussi des propriétés des

« impuretés » présentes dans le milieu.

La chromatographie en lit expansé (CLE) présent alternative, aux procédés de bio-
séparation conventionnels, permettant de réduimsidérablement le nombre d’opérations de
purification par la capture des molécules d'intétartir de milieux chargés en solides en
suspension [Chase, 1994]. Plusieurs applicationa @4_E ont été realisées sur des extraits

de fermentation et des extraits de cellules anisnale

Des études relativement récentes s’intéresseapplication de la CLE aux extraits végétaux.
Les principales préoccupations communes a cesuxas@cernent [Bai et Glatz 2003b]:

- La compatibilité de la taille des particules etld teneur en solides des extraits de plantes
avec la stabilité du lit expansé,

- L’hydrodynamique dans la colonne,

- La capacité dynamique d’adsorption du suppolisati

- La concurrence qu’il peut y avoir entre la molécd’intérét et les autres composants

présents dans le milieu dont les solides en sugpens
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En effet les extraits végétaux sont caractériséupa large gamme de taille des particules
(10* & 1 mm) ainsi que des teneurs en solides élewdlast(de 9 & 20%) par rapport aux
extraits de cellules microbiennes ou de mammiféd&slleurs, plusieurs travaux [Bertrand et
al., 1998 ; Straetkvern et al., 1999, Bai et Gl&@03b] ont mis en évidence quelques
problemes comme I'obstruction du maillage qui skrtsupport pour le lit et qui permet la
distribution du liqguide a l'entrée de la colonneral et al.,, (1996) ont montré que
I'application d’extrait fortement chargés en sosidgs 8%) perturbe le lit expansé et peut
méme engendrer son effondrement, en plus du caymada distributeur de liquide et du
maillage qui retient le support par les grossetiquaes (dans le cas des colonnes Streamline
50 et 25).

Par conséquent, un prétraitement de I'extrait agantapplication au lit expansé est souvent
mis en place. Les extraits de plantes ont été fdoiéts a travers Miracloth (22-25 um)
[Bertrand et al., 1998] ou centrifugés [Straetkvetl., 1999 ; Bai et Glatz 2003b] ou encore
alimentés latéralement pour contourner le mailldpms ce cas la distribution du liquide se
fait par agitation a I'aide d’'un barreau aimantéjaeéloigne I'écoulement dans la colonne du
modele de I'écoulement piston et reduit ainsi lefggmances de séparation. D’autre part,
plusieurs travaux ont confirmé que la conductidiés extraits bruts affecte significativement
'équilibre d’'adsorption en réduisant la capacité détention d'un échangeur d’ions
[Thémmes et al., 2001 ; Sandgathe et al., 2003 gnéalt 2004]. La dilution des extraits de

forte conductivité peut ainsi étre nécessaire.

Ce chapitre a pour objectif I'étude d’'un procédécteomatographie d’échange d’ions en lit
expanseé a I'échelle du laboratoire pour la séparatie la Rubisco a partir du jus vert de
luzerne. Le support chromatographique utilisé gedéet est un échangeur d’ions adapté au lit
expansé, de type Hyper Z. Le jus utilisé est undesluzerne, issu de la déshydratation
industrielle de la plante, qui a été séché par @sttion, dans le but d’'une meilleure
conservation. Les caractéristiques de ce jus sm¥eptées au tout début de ce chapitre,
ensuite, les interactions jus-support échangewnd’sont étudiées avant la mise au point de
la séparation proprement dite en colonne.

Pour aborder cette étude, nous avons choisi, dagsamier temps, d’étudier le procédé de
séparation par chromatographie d’échange d’ions dere petite colonne en lit fixe. Pour
cela, des expériences de charge ont été réaliséesdas jus a différentes dilutions, afin de

déterminer les courbes de percée de la protéindjectif de ce travail a été multiple : étudier
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l'influence de la composition du jus sur les cogrble percée afin de comprendre la base des
mécanismes de rétention, disposer d’une référemaeles essais en lit expansé, identifier les
conditions optimales d’élution et de régénératiofl.s’agissait par ailleurs de répondre au
besoin pratique d'utiliser des volumes faibles we gar la protéine objet de cette étude n’est
pas disponible commercialement. La seule Rubisctiepament pure commercialisée est
issue d'épinard et elle posséde des caractéristitpgs différentes, notamment en ce qui
concerne le point isoélectrique qui est un critpremordial dans la chromatographie
d’échange d’ions. En outre, le fonctionnement texpanseé est considéré comme permettant
des capacités de production importantes, car lasgér élevée du lit réduit les pertes de
charge et la mise en suspension des particules afsemvolumique élevée requiert des

vitesses d’écoulement élevées.

Dans un deuxieme temps, la séparation de la Rubigté étudiée en lit expanseé. Les étapes
de charge et d’élution dans les deux types de oemmnt permis de faire des bilans sur la
Rubisco et de comparer les performances de sépardéins chaque cas. L'analyse HPLC

SEC a permis de vérifier la pureté des produitsraln.

[l. Matériel et méthodes

[1.1. Matériel

[I.1.1. Supports chromatographiques

Les supports échangeurs d’ions doivent répondrecateres d’application au lit expansé a
savoir : une densité élevée et une distributiotade des particules spécifique. Les supports
Hyper Z (PALL BioSepra, France) utilisés dans cavadil sont constitués d'oxyde de
zirconium poreux dont les pores sont remplis d'ofymére d’acrylate. La densité moyenne
des particules est de 3,2 g:ert la distribution de taille des particules vate40 & 105 pm,
avec un diametre moyen de @b, ce qui permet de travailler a des vitessesrfoies
supérieures & 500 cnitet offre simultanément une surface totale d’échapigs élevée que

d’autres échangeurs pour lit expansé [Cabanne, &0#l4].
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Les deux formes de support Q Hyper Z et CM Hypeao@t des supports échangeurs d’'ions
qui different par leurs groupements fonctionnelsHgper Z est une résine anionique forte
portant des groupements ammonium quaternaire etHgper Z est une résine cationique
faible qui porte des groupements carboxymeéthyletdldeau Ill-1 recense les principales

caractéristiques de ces échangeurs, d’'apres lig|diaiot.

Tableau IlI-1. Caractéristigues des échangeurs Hype(d’apres Pall Corporation, page
internet vérifiée le 4/02/2011 : http://www.pallrotbiopharm_35755.asp)

Q Hyperz CM Hyperz
Average particle size (um) 75 75
Nature of ionic groups Quaternary amine (Q) Carboxymethyl (CM)
lonic capacity (ueg/mL) 100 - 180 100 - 180
Particle size distribution 40 - 105 40 -105
Mean particle density 3.2 g/mL 3.2 g/mL
Binding capacity (mg/ml) 80 (BSA) ~ 50 (hu IgGs)
Degree of expansion (H/HO) 2 at 300 cm/h 2 at 300 cm/h
Chemical stability Stable in all commonly used aqueous buffer_s.armjm NaOH,

1 M HCI, 20 % ethanol, 6 M guanidine-HCI

\Working pH range 4-13 4-13
Cleaning pH 1-14 1-14
Packaging Dry form (2 g ~1 mL) Dry form (2 g ~ 1 mL)

Avant leur utilisation, les résines sont hydratéefquilibrées de facon a assurer la méme
forme chimique pour tous les groupements disposjbén les agitant avec une solution
tampon phosphate (100 mM) au méme pH que le ju(PHpendant environ une heure.

[1.1.2. Jus vert

En France, la production du jus vert de luzernstrpas assurée toute I'année car la saison de
récolte s'étale de Mai a Octobre. La qualité dpléate (teneur en eau, en protéines...) varie
beaucoup en fonction de la période de la coupeedhart, d’autre part, la congélation de la
plante provoque une dégradation de sa qualité. Pamséquent, pour assurer
'approvisionnement en jus d’'une qualité constaptar ce travail, un jus de luzerne
déshydraté (sous forme de poudre a 96,4% de mat#mtee) a été utilisé. Il a été fourni
par Luzerne R&D (ARD, France).

Le jus de luzerne (appelé par la st fraig est la fraction liquide issue de la déshydratatio

industrielle de la luzerne, contenant environ 1@&rdtiere seche. Ce jus est séché afin d’étre

conservé sous forme d'une poudre (jus de luzerrghydigate). Une premiére étape de
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concentration sous vide a 32°C permet d’obtenijusra 24% de matiere séche, qui est séché
ensuite par pulvérisation. La température de kst de 180°C a I'entrée du séchoir, et de
95°C a la sortie.

Pour la réalisation de ce travail, le jus déshydest reconstitué par dilution de la poudre dans
'eau ultra-pure, dans des proportions permettanteproduire les propriétés du jus initial,
soit 10% de matiere séche (appelé par la $ugtaeconstitug Bien que le lit expansé soit
préconisé pour le travail avec des solutions clergé solides, le jus reconstitué a été ensuite
centrifugé 10 min a 50009 pour éliminer les grobridé(appelé par la suijes reconstitue
centrifugd, afin d’éviter le colmatage des colonnes chromatphiques utilisées en lit fixé, et

le distributeur des colonnes en lit expanseé.

Les caractéristiques physico-chimiques du jus reiitiié et du jus reconstitué centrifugé sont
par la suite comparées a celles du jus frais. biega I1I-2 présente 'ensemble des résultats
des analyses réalisées sur les trois jus. Les aéshd'analyse sont celles décrites dans le

chapitre I1.

Tableau llI-2. Caractéristiqgues physico-chimiquesddférents jus verts de luzerne d’origine
industrielle.

Jus de luzerne industriels
Jus frais Jus reconstitué | JUS reconstitue
centrifugé
pH 5.9 5,8 5,8
Conductivité (mS/cm) 20,10 16,92 16,96
Matiere Seche (%) 10,1 10,0 8,1
Masse volumique (kg/m) 1049 1056 1042
Viscosité (Pa.s) 0,003 0,003 0,002
Azote total (g protéines/L) 32,55 29,51 19,43
Protéines hydrophobes (g/L) 15,22 11,80 1,84
Protéines hydrophiles (g/L) 17,32 17,16 16,92

En comparant le jus reconstitué au jus frais, Utgire constaté que les propriétés physico-
chimiques globales du jus sont maintenues apresé&dmge puisqu’on retrouve des valeurs
proches en ce qui concerne le pH, la conductilaté)asse volumique, la viscosité et la teneur

total en azote dans le jus brut. La teneur en pregéblanches et vertes des jus bruts est aussi
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similaire, les différences pouvant étre attribugesablement aux différences naturelles entre

les échantillons.

Apres centrifugation, la teneur en azote organimi@ (exprimée en grammes de protéines
par litre) du jus est sensiblement inférieure lEesales jus frais et reconstitué. Ce résultat est
lié a la localisation des protéines dans la plard&s protéines vertes sont des protéines
membranaires et elles se retrouvent associées éris ccellulaires en grande proportion.
Elles sont donc éliminées avec les solides lorfad=entrifugation Par contre, les protéines
blanches vont étre libérées dans le jus par éctatedes cellules végétales lors du procédeé de
déshydratation mécanique de la luzerne et restesbkition aprés la centrifugation. De ce
fait, dans les trois jus la teneur en protéinesdilas est similaire, alors que celle des
protéines vertes est plus faible dans le jus degti Ceci a également été observé dans le

cadre de I'étude menée sur les jus d’épinardseptés dans le chapitre Il.

Par ailleurs, les paramétres tels que le pH etolaductivité (relativement élevée) sont a
prendre en compte dans le cadre de la séparatitanRlebisco par échange d’'ions. En effet,
ils conditionnent la charge de la protéine dangiseainsi que la compétition qui peut avoir
lieu entre d’autres molécules chargées et la Ralpsar la fixation sur le support échangeur.
Compte tenue de la préservation de la teneur etéipes blanches et de la plupart des
caractéristiques physico-chimiques, le jus rectussitentrifugé est retenu pour toute la suite

de ce travail.

I1.2. Analyse qualitative et quantitative de la Rubisco dns le jus

L’analyse HPLC SEC d’'un échantillon de jus de laeereconstitué et centrifugé permet de
détecter la présence de la Rubisco et de la gieansifiivant la méthode décrite dans le
chapitre Il. Le chromatogramme obtenu par analyse édchantillon de jus dilué 10 fois est
représenté dans la figure 1. Selon la courbe dieraibn de la colonne (cf Chapitre Il, figure
lI-2,), le pic d’absorbance a 280 nm qui apparaitvalume d’élution égal a 8,72 mL
correspond a I'élution d’'une molécule de poids roolére proche de 570 kDa, et ainsi a

I'élution de la Rubisco de la colonne (figure 181
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D’autres composés (phénols, protéines, peptidese..palds moléculaire plus faible sont
élués plus tard, a des volumes d’élution allantl@e? jusqu’a plus de 14 mL. Le poids
moléculaire de ces composés est inférieur a 60 kBalétermination exacte de leur taille
nécessite une colonne chromatographique qui coumee gamme de poids moléculaires

beaucoup plus faible.

1000 100
(&) )]
= £00 = a0
=
:
£ oo - £ &0
[—] L—]
[l o=
(3] (7]
g :
E 400 £ 40
T =
3 3
S 200 A = 20 1
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7 g 11 13 15 17 7 g g 10

Volume (mL)

Figure IlI-1. Chromatogramme obtenu par analyse EIFBEC d'un échantillon de jus de
luzerne reconstitué centrifugé et dilué 10 foisiwme injecté 0,1 mL, élution au tampon
phosphate a 1 mL/min. (a) chromatogramme entig¢pitbde la Rubisco.

Dans un deuxieme temps l'aire du pic corresponddatRubisco permet la détermination de
sa concentration &10% (cf Chapitre Il). Plusieurs injections du jus dfé@lentes dilutions
ont ainsi permis de déterminer une concentratiot2Jb g.I'* de Rubisco £10 % soit prés

de 73% de la concentration des protéines hydrogphile

[ll. Essais préliminaires de rétention de Rubisco sur lgupport

Devant les divergences des données sur le poileistoique de la Rubisco de luzerne dans la
littérature (entre 4,9 et 6) [Songrilay Kongphe?29@, Antonov et Shoshinsky, 2000], il est

difficile de conclure quant a sa charge globalgldwu jus c'est-a-dire a pH 5,8.

Pour mettre en évidence les interactions qui peuaeoir lieu entre les supports échangeurs
d’ions (cationique et anionique) et la Rubisco dengus de luzerne dans les conditions
expérimentales, un test en batch, suivi d’'une aeafyualitative des différentes phases (solide

et liquide) est réalisé.
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lll.1. Protocole expérimental

Pour réaliser les tests en batch, les deux typagsiees CM et Q Hyper Z sont équilibrées
dans le tampon phosphate 100 mM pH 5,8 pendanthenee, puis filtrées a l'aide d’un
Blchner équipé d'un filtre de 0,4Bn et d’'une pompe a vide pour évacuer un maximum de
tampon. Vu que ces tests ont pour seul objecttuidiér qualitativement les interactions de la
Rubisco de luzerne avec le support, la masse adilipour chaque résine n'est pas
particulierement suivie. Ainsi, environ 15 g de ghea résine équilibrée sont mis en contact

avec un volume de 50 ml de jus reconstitué.

Les deux flacons sont agités par la suite sur abke ttournante pendant 4 heures, puis les
phases liquide et solide sont séparées. Ces desrsent lavées plusieurs fois a I'eau ultra-
pure et sont mises en contact avec 50 mL d’'unetienlde NaCl & 1 mol.t. Au bout de 2
heures, les phases liquides, appelées éluatssépatées et les résines sont alors filtrées et

lavées.

Pour identifier la présence de la Rubisco dansel'an 'autre des deux phases (liquide et/ou
solide), des analyses par SDS-PAGE sont réaliséssechantillons déposés sur le gel sont :
les résines CM Hyper Z et Q Hyper Z aprés contaet de jus, le jus aprés contact avec les
deux types de résine, les éluats obtenus poueles risines et les supports CM et Q Hyper Z
apres élution. Des observations des échantillonaé¢fe 1) illustrent déja qualitativement les

interactions du jus avec la résine Q Hyper Z.

[11.2. Résultats

La figure llI-2 présente les résultats de I'analydectrophorétique des phases liquides et
solides aux différentes étapes. La migration desjueaurs de poids moléculaires sur la voie
G permet d’'identifier les deux sous-unités de |aiBeD.

Les voies F et E représentent respectivement laatiog des résines CM Hyper Z et Q Hyper
Z apres contact avec le jus. La comparaison deddsarévélées sur ces voies montre que la
Rubisco s’est fixée uniquement sur la résine agiomiQ Hyper Z. En effet les bandes
correspondantes aux poids moléculaires des deuwscistités qui constituent la Rubisco ne

sont détectées que sur le profil de migration désime Q Hyper Z.
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Ce résultat est confirmé par le profil de migratohnjus apres contact avec les résines : les
bandes LS (grosse sous unité) et SS (petite saté sont moins intenses dans le cas du jus
ayant été en contact de Q Hyper Z (voie C), puisog’ grande partie de la Rubisco

initialement dans le jus s’est retrouvée sur laspleolide.

Enfin, la voie A correspondant a la migration déréaction éluée a partir de Q Hyper Z révele
deux bandes LS et SS. Ainsi, I'élution par I'effiet la force ionique en utilisant une solution
de NaCl semble permettre de décrocher la Rubisc®’gst fixée a la résine échangeuse
d’anions. L’analyse de la fraction éluée a parérla résine CM Hyper Z ne montre aucune

bande (voie B) puisque la résine n’a rien fixé.

A B Cc D E F G

Ls+——© -

s 97 kDa
“ o 66.2kDa

.~ 45 kDa

31 kDa

21 kDa

14.4 kDa

Figure IlI-2. Analyse par SDS-PAGE 15% des suppdtgper Z et des échantillons du jus
apres contact des supports. Voie G : marqueur®idis moléculaire, F : CM Hyper Z aprés 4
heures de contact avec le jus de luzerne, E Q Hfagres 4 heures de contact avec le jus de
luzerne D : jus de luzerne aprés 4 heures de contact @xddyper Z, C : jus de luzerne
aprés 4 heures de contact avec Q Hyper Z, B : dwatupport CM Hyper Z et A : éluat du
support Q Hyper Z.

Ces résultats montrent clairement que la Rubisos s conditions expérimentales testées se
fixe sur la résine échangeuse d’anions ce qui guplique celle-ci présente plus de charges
négatives que positives au pH du jus, du moins pesircharges accessibles. Le point
isoélectrique de la Rubisco de luzerne étant esifd® par Douillard et Songrilay Kongphet
(1990) et a 4,9 par Antonov et Shoshinsky (200Q)Ha5,8 du jus la Rubisco se trouverait
dans les deux cas assez proche de son point igaglec Néanmoins, la composition et la

structure (secondaire, tertiaire et quaternairdpdRubisco induisent une certaine distribution
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de charges. Ainsi les zones concentrées en groupgmigargés négativement vont intervenir

pour la fixation de la protéine sur le support aigoe [Fargues, 1993].

IV. Etude de la rétention de Rubisco par échange d’ions

La séparation de la Rubisco par chromatographiehdigge d’ions, a donc été réalisée sur le
support Q Hyper Z avec deux modes de contact diftéy en lit fixe, et en lit expansé. Dans
les deux cas, lI'étude est effectuée avec le jusnstitué centrifugé. Afin d’analyser

l'influence de la concentration en protéine suctiénge, le jus est dilué. Cela implique par
ailleurs des changements dans la force ioniquederdifférents essais, qui vont rendre bien

éevidement difficile I'établissement des conclusigésérales.

IV.1. Colonnes de chromatographie d’échange d’ions

Le dispositif expérimental utilisé dans les expdries de séparation de Rubisco par échange
d'ions est globalement constitué dune pompe dafitation, de la colonne
chromatographique, suivie d’'un spectrophotométrd’wt collecteur de fractions. La figure

l11-3 représente I'équipement expérimental utilisé.

La mesure de l'absorbance a 280 nm a été realiiéedavoir une indication sur

'avancement de I'expérience notamment par companade I'absorbance initiale du jus a
'absorbance finale en sortie de colonne. Ces desim& sont pas exploitables pour la
détermination directe de la concentration de laisuaben solution vu le grand nombre de
composeés présents dans le jus et qui absorbeningutarge gamme de longueurs d’onde
(comme par exemple polyphénols). Le suivi de laceotration de Rubisco est donc réalisé

par analyse des différentes fractions collectée$ipPa.C SEC.

IV.1.1. Colonne en lit fixe

La colonne utilisée est une colonne en verre deéliee interne de 14 mm et de 100 mm de
longueur. La hauteur du lit sédimentg dthns cette colonne est fixée a 3 cm. La porosité d
lit sédimenté est estimée a 0,4. L'alimentationjuenest réalisée en flux ascendant a l'aide
d’une pompe péristaltique & un débit volumique @en2L.miri*, soit une vitesse superficielle
de 1,7 cm.mitt. Dans ces conditions aucune expansion du lit c@sstatée, la hauteug st

maintenue fixe pendant toute la durée de I'expégen
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IV.1.2. Colonne en lit expansé

La colonne utilisée pour le travail en lit expansg&t une colonne de type Streamline
(Amersham Biosciences), de diametre interne 25 Bime@mline 25). Cette colonne est
équipée d’'un distributeur inférieur, et dun ad#épa supérieur mobile réglable
manuellement afin de contrdler la hauteur maxindaldit. La hauteur du lit sédimenté ldst
fixée & 10 cm, considéré par les auteurs commeidemam permettant d’avoir un lit stable
avec une faible dispersion axiale [Hjorth et aB913]. Le flux est ascendant et la vitesse
superficielle du jus appliquée est de 5,3 cm’nidéterminée afin que la hauteur du lit
expansé stabilisé H soit égale a 21 cm, assuraisi an taux d’expansion légérement

supérieur a 2.

Colonne

Résine = | UUUUU »
Q Hyper 2 l_l y
Collecteur de
fractions Injecteur
L]
Pompe | Colonne
HPLC-SEC {
KW 804
A

_ -
T

Détecteur UV

Pompe
péristaltique

Vanne d’arrét

Eluant

S1: Tampon d’équilibration
S2 : Jus de luzerne

Figure IlI-3. Schéma général du dispositif expéntaé pour I'étude de la rétention de
Rubisco par échange d’ions.

IV.2. Protocole expérimental

Afin de préparer une colonne, la résine est d’alpmsie et introduite seche. L'équilibration

se fait par alimentation de la colonne en tampassphate pendant une heure. Avant chaque
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expérimentation, la verticalité de la colonne exifiée et le débit est mesuré manuellement

en sortie de colonne.

La charge est réalisée avec un jus reconstituéritey@ a différentes concentrations en
Rubisco. Pendant I'étape de la charge, le jusngstte en continu dans la colonne en lit fixe
ou en lit expansé et la solution en sortie esttifvsanée en plusieurs échantillons qui sont
analysés par HPLC SEC.

Le lit de résine est par la suite lavé a I'eauadfiure jusqu’a ce que la conductivité de la
solution en sortie de la colonne soit celle deu.e@nfin, I'élution des protéines fixées est
réalisée par des solutions de NaCl a différentesliions de vitesses superficielles et de

concentrations.

L’ensemble des conditions opératoires utiliséessdbas différentes expériences seront
détaillées lors de la présentation des résultats, ghaque mode de contact.

IV.3. Comportement hydrodynamique des colonnes

La caractérisation du comportement hydrodynamige® eblonnes est importante car elle
permet de rendre compte du réle macroscopique é@mulement sur les performances de
séparation de la colonne. Bien que des nombremauramontrent que I'écoulement des lits
expanses reste proche du piston pour les petitedlés de travail, il nous a semblé nécessaire
de déterminer et comparer le comportement des pefomans les conditions opératoires
utilisées dans ce travail. Pour cela, I'analysesgitpue de la distribution de temps de séjour

[Levenspiel, 1972] a été utilisée.

IV.3.1. Protocole expérimental

La détermination de la courbe de distribution duge de séjour (DTS) est réalisée par une
stimulation effectuée a I'entrée de la colonn€egirkgistrement de la réponse a la sortie. En
raison de la taille de la colonne et les faibldsitdéappliqués, la stimulation effectuée est une

stimulation échelon afin de perturber le moins gded’écoulement de la colonne.

Le dispositif expérimental étant celui représerdé Ip figure 1lI-3, il s’agit de remplacer le
tampon d’alimentation par un traceur inerte etléaoent mesurable en sortie. Dans ce cas, le

traceur choisi est le bleu de dextran car graca #nasse molaire élevée (environs 2.10
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g/mol), le bleu de dextran ne diffuse pas dangtaes de la résine. De plus, ce traceur est

facilement détectable par mesure de I'absorbar@am.

Du point de vue expériemental, le lit de Q HypeesI alimenté avec la solution tampon. A

t =0, la solution tampon est remplacée par unetisolde bleu de dextran a la concentration
Co = 1 g.L'Y. Le débit d’alimentation est maintenu constantshae le traceur entre dans la
colonne, I'absorbance de la solution en sortiealenne est relevée a des intervalles de temps
réguliers (courbe B]). La concentration en bleu de dextran de la goiuéen sortie de la

colonne est ensuite déterminée a partir de laalbétalonnage préétablie (Annexe?2).

IV.3.2. Ecoulement dans la colonne en lit fixe

La courbe adimensionnelle @j(obtenue expérimentalement est donnée par laefigar La

fonction de distribution EB) s’obtient alors par dérivation de la courbe gufe 111-4b).

2.

1 wyrininigriagrining
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Figure 1ll-4. (a) Réponse a une stimulation échelerla colonne en lit fixe BJ, (b) Courbe
de la distribution des temps de séjouB)E(distribution expérimentale®( ), distribution
suivant le modéle de mélangeurs en cascade (N#g8g (discontinue), distribution suivant
le modéle de convection-dispersion (Pe = 70) (ligmatinue).

Cette DTS expérimentale, permet déja d’éliminer alesmalies d’écoulement puisqu’elle ne
présente pas de pic caractéristigue d’'un courtitjrai de trainée suggérant du fluide
stagnant. D’autre part le temps de séjour moyeruta(210,4 s) est égal au temps de passage

T qui est de 210 s. La variance de la distributishteés faible (2,8.1%). Les modéles des
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mélangers en cascade et de convection-dispersibgtérappliqués afin de représenter les
résultats expérimentaux obtenus. Les résultatgithéxs de ces modéles sont comparés dans
la figure 4b aux résultats expérimentaux. Ainsicdefficient de dispersion axiale peut étre

estimé a 1,4.10m2min™.

IV.3.3. Ecoulement dans la colonne en lit expansé

L’étude expérimentale de la DTS en lit expansé péim calcul des moments de premier et
deuxieme ordre. La figure IlI-5b montre la DTS enxm&ntale obtenue. Le temps de séjour
moyen déterminé a partir des données expérimerdatede I'ordre de 209 s, il est Iégerement
supérieur &, qui est de 204 s. La variance obtenue est d&@®4Cette variance reste faible
mais elle est plus importante que celle détermpude la colonne en lit fixe. L’application du
modeéle de convection-dispersion a permis de détemmin nombre de Peclet d’environ 61

soit une dispersion axiale de 1,8*1®%.min™ (dix fois supérieure a celle du lit fixe).

e Joemsmenesesmes 25T

]
0,8 4 o 2 1

0,6
®

F(teta)

0,2 L

Figure 1lI-5. (a) Réponse a une stimulation échealenla colonne en lit expansédl((b)
Courbe de la distribution des temps de séjoud) E(distribution expérimentale®( ),
distribution suivant le modele de mélangeurs encades (N=30) (ligne discontinue),
distribution suivant le modele de convection-disper (Pe = 61) (ligne continue).

La détermination de ces parametres s’est effectuge 'ensemble de la colonne en
considérant une porosité moyenne constante). Leptication sera donc d’autant plus
correcte que la distribution de porosité danstledra linéaire. De fait, Yun et al. (2004a et b)

ont démontré que la distribution de la porositésdanit n’est pas tout a fait linéaire, avec une
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augmentation un peu plus rapide en bas de la ceJamais I'évolution générale peut étre

assimilée a une droite sans trop d’erreur.

En effet, I'application des modéles utilisés poécrire le comportement hydrodynamique des
colonnes en lit fixe au lit expansé a fait I'objkdt plusieurs travaux [Thommes, 1997 ; Li et
al., 2005]. Néanmoins, cette approche reste ass®roversée car les modeles sont liés a la
vitesse d'écoulement, a la porosité, a la hautauitdet a d’autres parameétres qui sont en

rapport avec I'expansion du lit [Palsson et alQ20~enneteau et al., 2003, Vergnault 2004].

Lorsque des particules bien appropriées a la chagrephie en lit expansé (distribution
spécifiqgue de taille et de densité) sont utiliséase classification s'établit au sein de la
colonne. Ceci permet la stabilisation du lit enuigdnt la mobilité locale des particules et
entrainant un faible degré de mélange dans la dltasde. Cette classification a été observée
au cours des expériences [Bruce et Chase, 2004]été ainsi constaté que les particules de
petites tailles sont localisées en haut de la em@oavec un taux de vide élevé dans cette
partie. Ceci implique une porosité qui varie toatlbng de la colonne. En plus de la
classification, d’autres parametres comme le déliqué, la viscosité et la densité de la
phase liquide contribuent a la variation de laopiié. Cette variation de porosité affecte la
dispersion de la phase liquide et le temps de sé&jans la colonne [Chang et Chase, 1996,
Palsson et al., 2001].

IV.4. Courbes de percée

IV.4.1. Principe

L’application a I'entrée d’'une colonne chromatodrigpie d’'un échelon de concentration
d'une espéce donnée entraine une distributionnateles concentrations en fonction de la
position dans la colonne & un instant donné t. éprésentation de I'évolution de la
concentration en fonction du temps (ou du volume)sertie de la colonne (a z = H) est

couramment appelée courbe de percée.

Une courbe de percée est caractérisée par son {empslume) de percée appelé aussi temps
(ou volume) stoechiométrique. Le temps de percéesepte la moyenne de la distribution
des temps (ou volumes) de sortie de la concemtragatre 0 et ¢ Le volume

steechiométrique Vs peut étre déterminé par I'équdti-1.
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Vs=20 Equation I11-1

Avec Vp, volume poreux du lit dans la colonne, Mwoe appliqué jusqu’a CHG= 1.

IV.4.2. Profil de la courbe

La comparaison d’'une courbe de percée réelle (erpatale) et d'une courbe de percée
idéale montre souvent un écart important. Plusipliénomeéenes sont a l'origine des écarts
observés sur la courbe de percée réelle. Danssldicéit expansé, le premier parametre qui
influe sur l'allure de la courbe de percée est dimgynamique dans la colonne de
chromatographie. En effet, plus I'écoulement s@ghe@ d’'un écoulement idéal (de type
piston), c'est-a-dire plus la dispersion de la pHagiide dans la colonne est importante, plus
I'écart entre la percée théorique et la percéeraxpétale est important.

D’autre part, le partage du soluté entre les deluxses lors du passage du liquide sur le
support solide joue un réle important dans l'alldeela courbe de percée. En effet, la nature
du ligand et de son greffage sur les particulesirlatique et I'équilibre d’interaction protéine

/ ligand, le transfert de masse interne dans lessp@liffusion dans les pores) et le transfert de
masse externe dans la couche limite (transfert@xtainsi que la dispersion dans les phases

liquide et solide, influent sur la rétention engifpansé [Hjorth et al., 1995].

Wright (2000) a démontré que, quel que soit le @elexpansion et la viscosité du liquide, la
dispersion axiale, les coefficients de transfertriesse (externe et interne) ont un effet moins
important sur la forme de la courbe de percée queitesse superficielle et le rayon des
particules. En outre, tous ces parametres sonem@galt influencés par d'autres facteurs tels
gue la verticalité de la colonne, le distributeet,la présence de cellules dans la charge
[Bascoul et al, 1988, Bruce et al, 1999, Fernariddmre et al, 1999].

Ainsi, la modélisation d’'une courbe de percée expemtale est assez complexe mais
'analyse de I'allure de la courbe de percée etadgmcités dynamiques peuvent déja fournir
des informations sur les performances du procédn Bue la modélisation n’ait pas fait

I'objet de ce travail, quelques éléments de basesanalysés dans le chapitre V.
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IV.4.3. Capacité dynamique a 10%

Le tracé de la courbe de percée permet de détartaimapacité totale de la colonne pour la
rétention de la molécule dans les conditions opé&est imposées. Dans les bioséparations, la
molécule d’intérét ayant souvent une valeur écogomiimportante, la fuite maximale
admise est de 10%. La capacité dynamique de lagela ce point de fonctionnement{®Q

est donc un parametre essentiel de dimensionnement.

Cette capacité représente la masse de protéinéssfipar masse ou volume de support,
lorsqu'en sortie de colonne, une concentratioréyoé égale a 10% de la concentration de la
solution injectée en entrée, est obtenue. La,@st considérée donc comme la capacité utile

de la colonne, et se calcule par bilan de mati€liend’équation 111-2.

VlU’/u
Co X (Vlo% B Vp)_ IC [V

Qo = g Equation I11-2
VR

Avec Viox le volume passé dans la colonne lorsque la coratant en sortie est égale a 10%

de G, V, le volume poreux du lit etple volume de la résine.

L’équation 1ll-2 sera donc utilisée par la suitanafle caractériser le procédé dans les

différentes conditions de fonctionnement.

IV.5. Rétention de Rubisco a partir des jus reconstituésentrifugés

Dans le but d’étudier I'influence de la composititen charge en lit fixe est réalisée avec des
jus a des concentrations variables allant de 0,23Lag.". Comme cela a été indiqué, le
support utilisé est I'échangeur d’anions Q HypeetZle débit d’alimentation est de 2,6
mL.minsoit une vitesse superficielle d’environ 1,7 cm.hilans une colonne de 1,4 cm de

diamétre. Les expériences de charge réaliséesferelsont resumées dans le tableau 111-3 :

121



Tableau 111-3. Conditions expérimentales des défies expériences de charge de Rubisco du
jus de luzerne par colonne de chromatographie diggd d’'ions en lit fixe.

Charge
Concentration de Rubiscp . .. Vitesse
A , Dilution du -
dans le jus a I'entrée s initial superficielle
(g.L'h J (cm.min?)

Expérience 1 0,13 1:100
Expérience 2 0,34 1:40
Expérience 3 0,67 1:20 L7
Expérience 4 1,33 1:10
Expérience 5 2,10 1:6

La taille de la colonne en lit expansé étant pfopdrtante, les dilutions étudiées se trouvent
dans la gamme supérieure des concentrations atlie@ lit fixe. Le support utilisé est le

méme, Q Hyper Z, et la vitesse superficielle egidsge par le degré d’expansion souhaité.
Les concentrations du jus en Rubisco dans les iexp&s de charge réalisées en lit expansé
sont présentées dans le tableau llI-4. Une expEien lit expansé a été réalisée avec le jus

reconstitué centrifugé, sans dilution préalable.

Tableau 1lI-4. Conditions expérimentales des défies expériences de charge de Rubisco du
jus de luzerne par colonne de chromatographie diggd d’ions en lit expansé.

Charge
Concentration de Rubisco dan®ilution du V|te_ss_e
S . L superficielle

le jus & l'entrée (g.B) jus initial T

(cm.min”)
Expérience 1 1,13 1:10
Expérience 2 1,55 1:8

53

Expérience 3 2,20 1:6
Expérience 4 13,35 1:1

IV.5.1. Courbes de percée expérimentales

Lors de la mise en contact du jus avec la résitargeuse d’ions, plusieurs composes

présents dans le jus peuvent étre fixés. L'intdeéte travail étant centré sur la séparation de
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la Rubisco, seule sa concentration a été déternanésortie de la colonne. Les courbes de
percée représentées sont donc spécifiques a cettéing. Pour toutes les expériences
réalisées, la concentration normée (§/@e Rubisco en sortie de la colonne en fonction du

nombre de volume poreux (V{Vest représentée.

IV.5.1.1 Colonne en lit fixe

La courbe de percée obtenue pour I'expérience Segsesentée dans la figure 11l-6. On
constate que cette courbe présente une allurecylgte. En effet, on observe un premier
palier quand la concentration en sortie de la gwaatteint environ 73% de la concentration a
'entrée de la colonne. En poursuivant la chargecdncentration de Rubisco a I'entrée est
retrouvée a la sortie de la colonne (€#C1). Il semblerait donc que différents mécanismes

aient lieu dans la colonne avant d’arriver a urieraion compléte.

L’échangeur se comporte en effet comme si dews sitéchange différents co-existent.

Plusieurs mécanismes pourraient expliquer ce coiempent :

1- L’'accessibilité des sites: les différences daemportement des sites de I'échangeur
pourraient avoir une origine cinétique car la @aitle la Rubisco étant tres grande, une
saturation rapide des sites d’échange dans lacgudies particules est possible, suivie d’une
diffusion lente de la molécule a l'intérieur deplarticule.

2- Une affinité supérieure de la résine pour la iBud (en raison de sa grande taille, le
nombre des charges de cette molécule est slrermaenirportant) pourrait aussi expliquer ce
comportement : la résine peut retenir différentiesnblécules, dont la Rubisco. Lorsqu’une

particule de résine est saturée par différents, iong situation de compétition entre les
especes peut apparaitre : si I'affinité de la egiour la Rubisco est plus importante, celle-ci
peut déplacer de I'échangeur d’autres biomoléciileses. Le contre-ion étant différent,

I'échange suivra des lois cinétiques et d’équilidhiféérentes.

Si la compréhension exacte de ces mécanismes féistleji compte tenue de la nature
complexe de la solution, I'observation simultanéd’évolution des concentrations pendant la
charge (pour la Rubisco et pour d'autres molécuempétitrices) a été utilisée afin
d’apporter quelques éléments de réponse qualitatifsernant ce phénomeéne.
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Figure 111-6. Courbe de percée expérimentale dRuaisco déterminée par traitement d'un
jus reconstitué centrifugé de luzerne, dilué 6 foemcentration initiale en Rubisco 2,10 )L
dans une colonne en lit fixe du support Q Hyper Z.

Les chromatogrammes obtenus par I'analyse HPLC @&sdractions récupérées en sortie de
la colonne sont représentés dans la figure IlI4Ir pes échantillons concernés. lls permettent
en effet de visualiser, pour tous les échantillamalysés, un pic net de la Rubisco et d’autres

pics non résolus correspondants a tous les auéeeBts du jus absorbant a 280 nm.

Alors que le pic de la Rubisco est utilisé pourditermination de sa concentration, la
détermination de l'aire des autres pics est ddéicat leur étalement, et ne serait pas trés
intéressante puisqu’il correspond a un mélangé dmposés mal défini. Toutefois,

'observation de l'allure de ce pic et de ses \anes pour les différents échantillons est

représentatif du comportement de ces composéssdiajs le temps.
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Figure IlI-7. Chromatogrammes obtenus par analB&C SEC des fractions issues de la
charge de la colonne en lit fixe avec un jus derog a une concentration en Rubisco de 2,1
g.L™. (a) Chromatogrammes entiers, (b) pics de la Robig) pics de composés de faible

masse moléculaire.

Comparé au pic de Rubisco de la solution d’entrda aolonne, les premiéres fractions

analysées présentent un pic beaucoup plus failbls’explique par la fixation de la Rubisco

sur le support (figure IlI-7b). Ce pic augmente pepeu dans le temps, se stabilise au niveau

des échantillons collectés at =56,2, t=895127 et t = 177 min. Ceci explique le premier

palier obtenu sur la courbe de percée acG/@®,73. Dans un deuxieme temps, le pic de

Rubisco augmente a nouveau jusqu’a atteindre lepips initial (échantillon final). On a
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alors une concentration finale en Rubisco égala aomcentration initiale a I'entrée de la

colonne, ce qui se traduit par le palier au nivéala courbe de percée ou QL.

En paralléle, I'observation des autres pics dariglae IlI-7c montre que leur niveau est tres
faible pour les premiers échantillons sortis dedéonne. Ceci confirme bien que d’autres
composés du jus se fixent sur le support Q HypenZnéme temps que la Rubisco. Par la
suite, Ces pics augmentent au fur et a mesure dwalge, jusqu’a atteindre I'intensité du pic
du jus initial. On obtient ainsi, pour la derniér&ction, un chromatogramme identique a celui
du jus initial. On observe ici des pics superpos@sme c’est le cas de la Rubisco. Par
ailleurs, on peut affirmer que la colonne est catgrhent saturée puisqu’elle ne retient plus

aucun composé du jus.

Si I'on s’intéresse davantage aux fractions codlestat = 56, 2, t = 89,5, t = 127 et t = 177
min, on remarque que le pic de Rubisco pour cegidras est constant, alors que les pics
d’autres composés continuent a augmenter. Cecidreutjue la Rubisco continue a se fixer
au détriment des autres composants. On peut domtuce que, dans les conditions de cette
expérience, a partir de 56 minutes de charge (ptebwent le temps nécessaire a
I'élimination de tous les contres ions initialemenésents sur le support), il y a une sélectivité
certaine de I'échangeur pour la Rubisco. Il estbabte par ailleurs que malgré cette
sélectivité, d’autres composés du jus se retieniméidlement dans I'échangeur de part leur
taille plus petite, qui leur permet de diffuser pluapidement et d'occuper de sites
difficilement accessibles dans I'échangeur, aloug dp Rubisco se fixera davantage en
surface. Une fois la charge de surface épuiséeddscules de Rubisco diffusent lentement a

l'intérieur des particules, libérant de nouveaugssi

Les courbes de percée obtenues pour les différerfmsiences réalisées en lit fixe (tableau
[1I-2) sont présentées sur la figure 111-8. Sewdecburbe de percée de I'expérience p£Q2,1
g.L™h), étudiée ci-dessus, atteint le palier £/€ 1. Les autres expériences n'ont pas été
poursuivies jusqu'a la saturation compléte de ldorome d'une part parce que cela
nécessiterait un temps de charge de plus de 8shéuwrdes concentrations initiales faibles),
d’autre part, seule la premiére partie de la codld@ercée nous intéresse pour I'évaluation
de la capacité utile de la colonne (calcul de/§2
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La figure 111-8 montre que pour toutes les concatndns initiales de Rubisco testées, £/C

atteint ce palier a environ 0,7% 005). L’hypothése de la dégradation ou la dénaturatien

la Rubisco au cours du temps de I'expérience #@&éée puisque I'analyse par HPLC SEC
d'un jus fraichement préparé et du méme jus cops8nheures a température ambiante
montre que l'aire du pic de la Rubisco est inchangar conséquent sa concentration dans le
jus reste constante. Ceci semble alors conforteypfthése d’'une occupation, dans un
premier temps, de tous les sites disponibles désiae par la Rubisco et d’autres composés,

puis une compétition de la Rubisco avec d’autreoutes.

—&-C0=2,19g/L
—&—C0=1,33¢g/L
—1—C0=0,67 g/L
——C0=0,34g/L
——C0=0,13g/L

C/Co

300 400 500 600 700 800
VIVp

Figure I1I-8. Courbes de percée de la Rubisco déteres expérimentalement par traitement
des jus reconstitués centrifugés de luzerne, ditle$, 10, 20, 40 et 100 fois, dans une
colonne en lit fixe du support Q Hyper Z.

A faible concentration initiale (expériences 1 gt des limitations au transfert dans le film
semblent encore plus limitantes, de sorte que lierpaste observable mais le passage du

premier au deuxieme palier est moins marqueé.

IV.5.1.2 Colonne en lit expansé

Les courbes de percée obtenues pour les différempériences réalisées en lit expansé
(tableau I1I-3) sont présentées sur la figure llk@s aspects de séparation proprement dits
sont ainsi similaires a ceux de la séparation efixi, puisque le support et la protéine en
qguestion sont les mémes. Seules les conditionsotlydamiques sont modifiées ce qui
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pourrait modifier les capacités pour un cas ou pouautre. On observe bien que les courbes

de percée présentent la méme allure avec un preiier & C/@ voisin de 0,75.

Par ailleurs, quel que soit le mode de contactcarstate que les concentrations élevées se

déplacent dans la colonne plus rapidement quaiee$ concentrations.

0,9 4
0,8

0,7

067 —e—C0=113glL

—8—C0=155g/L
—A—C0=22¢g/L
—8—C0=13,35g/L

C/CO
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0,4 4

0,3
0,2 +

0,14
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Figure I1I-9. Courbes de percée de la Rubisco déteres expérimentalement par traitement
des jus reconstitués centrifugés de luzerne, dde€k, 6, 8, et 10 fois, dans une colonne en lit
expansé du support Q Hyper Z.

IV.5.2. Evaluation de la capacité dynamique

Les capacités dynamiques a 10% sont calculéesti@ garces courbes expérimentales de
percée pour les différentes concentrations ingidle jus réalisées en lit fixe (tableau IlI-5) et
en lit expansé (tableau III-6). Ces tableaux préssgnégalement les conditions de

conductivité et les concentrations initiales deqeigaexpérience.

128



Tableau 1lI-5. Capacités dynamiques a 10% obteduesirtir des expériences de charge
d’'une colonne en lit fixe sur support Q Hyper Z @awn jus de luzerne a différentes
concentrations initiales.

Expérience 1  Expérience 2 Expérience 3 Expéridnc&xpérience 5

Concentration de

Rubisco dans le jus a 0,13 0,34 0,67 1,33 2,1
I'entrée (g.L*%)

Conductivité (mS.cr) 0,21 0,38 0,92 1,21 2,17

Q]_o% (mgml_'l) 10,2 16,4 19,5 23,9 28,6

Tableau 1ll-6. Capacités dynamiques a 10% obteaysstir des expériences de charge d’'une
colonne en lit expansé sur support Q Hyper Z avecjus de luzerne a différentes
concentrations initiales.

Expérience 1 Expérience 2 Expérience 3 Expéridnce

Concentration de

Rubisco dans le jus & 1,13 1,55 2,2 13,3
I'entrée (g.L")
Conductivité (mS.c) 1,22 1,43 2,11 17,00
Quons(Mg.ML™) 20,1 19,2 24,8 17,8

Pour les expériences réalisées en lit fixe, on teb@sque la @ augmente quand la
concentration initiale en Rubisco augmente mal¢aagimentation de la conductivité. La
capacité dynamique a 10% maximale est obtenueldaras de I'expérience 5 menée avec un
jus de conductivité égale a 2,17 mS’tat une concentration initiale de Rubisco de 2L1'g.
Cette Qoy maximale de 28,6 mg.miLest un peu plus faible que ce qu’on peut trouamsda
littérature. En effet, pour le méme support Q Hypeon trouve dans la littérature des valeurs
de Qo de 35,9 mg.mt: [Vergnault, 2004] ou 37 mg.m. [Xia et al., 2007a]. Ces capacités
sont déterminées pour une protéine différente, phaige la BSA, ce qui pourrait expliquer

I’écart observé.

Les Qo 0btenues dans le cas des expériences réaliségéserpdnsé, présentent une méme
tendance sauf dans le cas de I'expérience menédeajes non diluée ou on remarque que la
Q109 diminue. Ceci est di probablement a la forte cotidité du milieu et donc a la
compétition de la Rubisco avec les sels présents ajus pour la fixation sur le support.

Ceci avait été soulevé par les travaux de Vergr(@0®4) qui montrent que la;6), de cette
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méme résine Q Hyper Z pour la rétention de la B8Airtle de 50% en présence de 50 mM
de NaCl ('équivalent d’une conductivité d’envirdhmS.cnt). Il est toutefois difficile de
rendre compte de l'effet de la force ionique sutteceeapacité dans cette étude car la
concentration g varie aussi d’'une expérience a l'autre. Cependastcourbes de percée
présentées ont toutes été réalisées dans une gdmragbles conductivités par rapport a
celle du jus initial. En effet, les jus utilisésndaces expériences correspondent & des dilutions
du jus initial de 6 a 100 fois ce qui réduit codsablement la conductivité du milieu (tableau
I1I-5). Pour rendre compte de l'effet de la condkitd sur la Qo il serait nécessaire
d’établir les courbes de percée en utilisant desguune méme concentration initiale en
Rubisco et des conductivités variables. Cela inygligit nécessairement un ajustement de la
conductivité par ajout de sel. Par ailleurs, I'éutk I'effet de la concentration initiale en
Rubisco sur @, en gardant la conductivité constante, aurain&gessité un dopage du jus

en Rubisco pure, dont on ne dispose pas.

Par ailleurs, en comparant les expériences 2 &lées en lit expansé et les expériences 4 et
5 réalisées en lit fixe, on remarque que pour ugeenconcentration initiale du jus, leso&
déterminées pour la séparation de la Rubisco eexpansé sont globalement lIégérement
inférieures a celle obtenues en lit fixe (figuré1D). On peut toutefois dire que leseR
déterminées pour la Rubisco dans les condition$itcexpansé ou du lit fixe sont dans le

méme ordre de grandeur que les valeurs de |zaalities.

33

28 -

23

18 4

Q10% (mg/mL)

13 4

1,33 2,1
Concentration Rubisco a l'entrée (g/L)

Figure 11I-10. Comparaison des; pour la Rubisco sur Q Hyper Z obtenues avec deux
modes de contact différents: en lit fixe (gris) et lit expansé (blanc) pour deux
concentrations d’alimentation différentes.
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IV.6. Elution

IV.6.1. Conditions d’élution dans la colonne en lit fixe

L’élution de la Rubisco fixée sur le support edlisge par un flux ascendant de NaCl a un
débit de 1 mL.mift soit une vitesse de 0,65 cm.MirL'élution est réalisée par palier de
concentration de NaCl 0,5 et 1 mot.L.Comme il sera montré par la suite la solutioiNd€l

a 0,5 mol.l* permet d'éluer la totalité de la Rubisco fixéeytedois, il est nécessaire de
poursuivre I'élution avec une force ionique plugportante pour assurer I'élution des autres
composés fixés au support. Le tableau IlI-7 résleseonditions des différentes expériences

en lit fixe.

Tableau 1lI-7. Conditions expérimentales d’élutfmwur les expériences de charge de Rubisco
du jus de luzerne réalisées en colonne de chromaqtbig d’échange d’ions en lit fixe.

Charge Elution
: . Vitesse Concentration Vitesse
Concentration de Rubisco o o
dans le jus a I'entrée (g superflguille de Na?l superflc_:leille
' (cm.min”) (mol.L™) (cm.min”)
Expérience 1 0,13
Expérience 2 0,34
Expérience 3 0,67 1,7 0,5 puis 1 0,65
Expérience 4 1,33
Expérience 5 2,1

IV.6.2. Conditions d’élution dans la colonne en lit expansé

Deux protocoles d’élution ont été testés lors dgggences en lit expansé. Dans le premier,
le mode de contact a été conservé. Dans le deuxigFhdion s’est faite en lit fixe afin de
réduire le volume d’éluat et d’augmenter le temjgs adntact. Les conditions d’élution

appliguées pour chaque expérience sont résumasdeadtableau 111-8.
L’élution en lit expansé est réalisée par un flsgemdant de NaCl & un débit de 13 mL:in

soit une vitesse de 2,65 cm.mipar palier de concentration de NaCl 0,5 et 1 mblCette

vitesse d’élution est préconisée par le fournisgdeua résine (Pall Coporation).
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Pour effectuer I'élution en mode lit fixe, 'adafgar mobile est baissé au niveay &t la

colonne est alimentée avec la solution de NaCppher de concentration & 0,5 et 1 mdi.L

* soit & un débit de 3,2 mL.minqui correspond & une vitesse de 0,65 cmi'min

équivalente a celle appliquée dans le cas de tmnoelen lit fixe,

« soit & un débit de 2 mL.nminpermettant d’avoir une vitesse de 0,4 cm:hin

Pour les deux modes de contact, I'élution est supar analyse HPLC SEC des fractions

collectées. Le profil du chromatogramme donne gaaluti une idée de la pureté de chaque

fraction.

Tableau 111-8. Conditions expérimentales d’élutfmwur les expériences de charge de Rubisco

du jus de luzerne réalisées en colonne de chromaqtbig d’échange d’ions en lit fixe.

Charge Elution
: : Vitesse Concentration Vitesse
Concentration de Rubiscg o o
dans le jus a Pentrée (g1 superflguille de Na?l superflguille
' (cm.min”) (mol.L™) (cm.min”)
Expérience 1 1,13 2,65 (lit expansé
Expérience 2 1,55 0,65 (lit fixe)
53 0,5 puis 1
Expérience 3 2,2 0,40 (lit fixe)
Expérience 4 13,35 0,40 (lit fixe)

IV.6.3. Analyse quantitative

IV.6.3.1 Colonne en lit fixe

La courbe d’élution de I'expérience 5, pour lageidll colonne a été complétement saturée,

représentant la concentration de la Rubisco ertitomdu temps est représentée dans la figure

-11.
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Figure 11I-11.Courbe d’élution de la Rubisco chargée sur le sapgpdiyper Z en colonne lit
fixe & partir d’un jus de luzerne & une concerdrathitiale de Rubisco de 2,1 ¢'L

Cette figure montre que la concentration maximaeRdbisco obtenue est de I'ordre de 13
g.L™ soit six fois la concentration initiale du jus ayalimenté la colonne pendant la charge
(2,1 g.L* pour cette expérience). De la méme maniére, t#sdes de concentration maximale

des différentes expériences réalisées sont détésneihrecensés dans le tableau 111-9. Ainsi,
pour les expériences en lit fixe, le facteur decemtration est compris entre 6 et 10. Puisque
I'étape d’élution est réalisée avec la méme satuéba une méme vitesse superficielle pour
toutes les expériences, les écarts des facteucsrdmntration bien que faibles peuvent étre

attribués essentiellement aux différences dansttibnnement de I'éluat.

Un rendement d’élution peut étre défini comme gt de la masse totale de Rubisco éluée
par la masse totale de Rubisco fixée. Pour évalegendement, des bilans globaux ont été
effectués sur la Rubisco dans les deux phasedhagecet en élution. Les valeurs obtenues
pour les différentes expériences sont regroupées l@atableau 111-9. Les résultats montrent
gue les conditions d’élution appliquées permettientécupérer seulement entre 64,4 et 78,9%
de la protéine fixée.
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Tableau 111-9. Tableau récapitulatif des masses Risisco fixées et éluées pour les
différentes expériences réalisées en colonneétdur le support Q Hyper Z.

Expérience 1| Expérience|2 Expérience 3 Expéridnc&xpérience 5

Masse totale de 0,07 0,14 0,16 0,28 0,38
Rubisco fixée (g)

Masse totale de 0,05 0,09 0,12 0,19 0,30
Rubisco éluée (g)

Rendement d’élution 71,4 64,4 75,0 67,8 78,9

(%)
Facteur de 8.0 6,7 10,1 7,8 6,2
concentration maximale

IV.6.3.2 Colonne en lit expansé

D’aprés la figure IlI-11, I'élution de la Rubiscoli@u lors de I'alimentation de la colonne

avec NaCl & 0,5 mol:L Lors de I'application de la solution de NaCl 1 rhd, plus aucun pic

de Rubisco n’est détecté dans les éluats. Aingiesoles courbes d’élution présentées dans ce

paragraphe correspondent aux fractions éluées @@,5* NaCl. La figure I11-12 montre la

courbe d’élution de la Rubisco de I'expériencefiectuée a une vitesse superficielle de 2,65

cm.min’. Les figures 11I-13 et I11-14 et 11-15 sont lesurbes d’élutions des expériences 2, 3

et 4 réalisées toutes les trois en lit fixe maies vitesses différentes.

On constate que certaines fractions €éluées ontaleentrations en Rubisco qui vont jusqu’a

60 g.L* impliquant ainsi un facteur de concentration élpaéiculiérement dans les cas ou

I’élution est réalisée en lit fixe.
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Figure 11I-12. Courbe d’élution de la Rubisco cheggen mode lit expansé (expérience 1).
Elution en mode lit expansé avec 0,5 mdlNaCl et vitesse superficielle de 2,66.miri™.
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Figure 11-13. Courbe d’élution de la Rubisco cheggen mode lit expansé (expérience 2).
Elution en mode lit fixe avec 0,5 mol'INaCl et vitesse superficielle de 0,&8.mir™.
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Figure 11I-14. Courbe d’élution de la Rubisco chéggen mode lit expansé (expérience 3).
Elution en mode lit fixe avec 0,5 mol'INaCl et vitesse superficielle de 0.40.miri".
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Figure 11I-15. Courbe d’élution de la Rubisco cheggen mode lit expanseé (expérience 4).
Elution en mode lit fixe avec 0,5 mol‘INaCl et vitesse superficielle de 0,4@.mir".

Pour faire le bilan sur la Rubisco, la quantitépdetéines récupérées et la quantité totale de
Rubisco fixée pour chaque expérience sont détemsiriées rendements de I'étape d’élution

ont été ainsi calculés et sont récencés dans|eatakil-10.

Tableau IlI-10. Tableau récapitulatif des massesRibisco fixées et éluées pour les
différentes expériences réalisées en colonne pideseé sur le support Q Hyper Z.

Expérience 1 Expérience 2 Expérience 3 Expérience 4

Masse totale de Rubisco fixée (g) 1.15 1.76 1.11 311.
Masse totale de Rubisco éluée (g) 0.32 1.14 1.16 34 1.
Rendement d’élution (%) 27.8 64.8 100 100

Facteur de concentration maximale 8,3 14,0 21,0 49

En comparant les rendements de Rubisco récupéraesigs différentes expériences, il
apparait que la réduction de la vitesse supeficad la solution de NaCl permet d’améliorer
le taux des protéines éluées. En effet, I'élutianiefixe a une vitesse superficielle de 0,40
cm.min’ permet d’augmenter le temps de séjour dans lanelet de récupérer la totalité de

la protéine fixée.
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Absorbance 280 nm (mAU)

Par ailleurs, les facteurs de concentrations olstevarient de 4,9 a 21. Méme si le
fractionnement de I'éluat en sortie de la colontestnpas optimisé, on atteint tout de méme
un facteur de concentration tres intéressant, uke gt 20 fois.

D’un point de vue procédé, un rendement global p&me déterminé. Ce rendement
correspond au rapport de la quantité de Rubiscéeépar la quantité de Rubisco contenue
dans le volume de jus utilisé pour atteindre ungceatration en sortie de la colonne égale a
10%. Dans notre cas, le suivi de I'étape de lagshariest fait par la méthode HPLC SEC qui
nécessite un temps d’analyse assez long. Il n'a gas été possible d’arréter la charge a 10%
et donc de calculer un rendement global. Un calcufendement du procédé a partir de la
guantité totale de protéine éluée et la quantitRulgisco contenue dans le volume total du jus
traité n'a pas d’intérét du point de vue procédésquiune grande quantité de protéine

introduite est perdue a partir de 10% de charge.
IV.6.4. Analyse qualitative

IV.6.4.1 Colonne en it fixe

L’'analyse HPLC SEC des fractions éluées fournit dbsomatogrammes dont I'allure
(nombre et intensité des pics) renseigne sur l&t@udes produits de séparations. Les
chromatogrammes obtenus pour les fractions éluédexpérience 5 sont représentés sur la

figure I1I-16 (les tendances sont similaires pag dlifférentes expériences).

t = 25,5 min (dilué 10X) 80
@) t = 37,25 min (dilué DX (b) —
1600 - =37,25 min (dilué 10X) ——t=255min (dilué 10X)
t=72,5minnondil 3 t = 37,25 min (dilué
t =96 min non dil <607 10)
1200 = £ t=72,5min non dil
t = 131,25 min non dil g t = 96 minnon dil
t =178,25 min non dil o . "
£40* t=131,25 minnon dil
800 ©
o
c
©
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400 Q
<
0 B 0 - T T

7 8 9 10

Volume (mL)

7 9 11 13 15 17
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Figure IlI-16. Chromatogrammes obtenus par analBeC SEC des fractions éluées de la
colonne en lit fixe (expérience 5). (a) Chromatogree complet, (b) pic de la Rubisco.
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D’apres ces chromatogrammes, I'élution au NaCl eereffectivement d’éluer la Rubisco
fixée sur le support puisqu’on observe un pic a8l d’élution et qui est plus important que
celui du jus initial. La deuxieme remarque impoteaest qu’en plus de la récupération de la
Rubisco, I'élution permet aussi de récupérer ldsealcomposeés qui se sont fixés a la résine
lors de la charge. Cela indique que l'affinité tehangeur pour la Rubisco n’induit pas un
déplacement total des biomolécules du support, plaiét que I'échangeur arrive, a la fin de
cette expérience, a un état d’équilibre multi-coegmi, avec présence sur les particules de

différentes especes.

En conclusion, les factions produites par ce prégaéasentent des taux de concentrations
intéressants en protéine d’intérét par rapportusuinitial allant 6,2 de 10 a (tableau 111-8).
Cependant la pureté de la Rubisco n’est pas aréélior

IV.6.4.2 Colonne en lit expansé

L’'analyse HPLC SEC des fractions €luées est un quéintitatif mais aussi qualitatif pour
caractériser les produits du procédé de sépardtemchromatogrammes des fractions éluées
de I'expérience 3 sont présentés dans la figuré7)lavec les chromatogrammes complets
dans la figure IlI-17a, et seul le pic corresponidaa Rubisco dans la figure IlI-17b. Ces
chromatogrammes montrent qu'au début de I'élutias, fractions obtenues présentent
uniguement le pic correspondant a la Rubisco. kastibns éluées plus tard présentent en

plus de la Rubisco, des composés de tailles maligealinférieures a 60 kDa.

1000 ——t=16 min t= 16 min I
@ o 140 4 (b) t= 19,5 min (dilué 20X)
1= 19.5min (dilué 20X t= 23 min (dilué 20X)
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=) ——t=26,5min (dilué¢ 20X)| S t= 30 min (dilué 20X)
E ——t=30 min dilué 20X) E 100 - t= 33,5 min (dilué 6X)
EGOO E —t=33,5min (dilué 6X) £
c < 80
o Q
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“8’400 1 8
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Figure IlI-17. Chromatogrammes obtenus par analyBeC SEC des fractions éluées de la
colonne en lit expansé (expérience 3). (a) Chrogratome complet, (b) pic de la Rubisco.
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Il est important de rappeler que dans ces expétena charge est arrétée lorsque la
concentration de Rubisco en sortie de colonnenatteipremier palier, ce que nous avons
considéré comme correspondant a une charge platésueace de la Rubisco, et une
saturation des sites internes de la résine patrd@ibiomolécules de plus petite taille. Les
résultats de la figure 1lI-17 suggérent effectivaingue I'élution se fait de maniére graduelle :
la Rubisco est éluée en premier, probablement garedle est fixée davantage dans les sites
facilement accessibles. Ensuite, quand on poulélition, la Rubisco continue a étre éluée
de la colonne mais les autres composés de poidscaiaire plus faibles commencent aussi a
étre récupérés en solution. Ainsi, en fin d’élutites fractions collectées sont des fractions

trés concentrées en polypeptides et autres comgagés, et contiennent peu de Rubisco.

Cette élution graduelle permet d’obtenir des faadi de pureté trés élevée. En effet, la
comparaison du chromatogramme de la fraction éu&8,5 min avec le chromatogramme
obtenu par I'analyse de la Rubisco commerciale reariiirement que ce procédé produit des
fractions de Rubisco beaucoup plus pures (figur&8).
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Figure 11I-18. Chromatogrammes obtenus par anaBeC SEC d’une solution de Rubisco
d’épinard commerciale & 2g*L(en vert) et de la fraction obtenue & 19,5 minébation en lit
fixe de la résine chargée lors de I'expérience Btexpansé (en rouge).
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V. Conclusion

Le traitement industriel de certains végétaux dantuzerne, conduit a la production de
volumes importants de jus caractérisés par uneiteglevée en pigment, vitamines protéines
etc. Dans ce chapitre I'application d’'un procédéctiange d’ions a des jus de luzerne
reconstitués et centrifugés a été étudiée. Danmemier temps, le jus a été caractérisé selon
les parameétres physico-chimiques globaux (pH, cotidté, azote total ...) et la teneur en
Rubisco a été déterminée selon le protocole miseaure (Chapitre Il) par HPLC SEC. La
concentration en Rubisco du jus, objet de ce ttagsii estimée & environ 12,5 mg, Lsoit 73

% des protéines blanches.

Compte tenu de l'incertitude sur le pl de la prno¢gides tests préliminaires permettant de
sélectionner la résine la plus adaptée a la sépamant été conduits. En outre le pH du jus est
proche des valeurs de pl recensées dans la littérdta protéine d’'intérét au pH du milieu est

retenue par la résine anionique Q Hyper Z, indituae majorité de charges négatives, nette

ou spécifiguement distribuée en surface de la&stre moléculaire.

Deux modes de contact ont été étudiés : le litdixke lit expansé. Afin d’étudier I'effet de la
concentration initiale en Rubisco sur le procédss dilutions du jus reconstitué centrifugé
initial ont été réalisées, dans deux gammes diffése pour le contact en lit fixe et en lit
expansé, avec des plages communes de travail nselwaéférence. Cela implique que dans
les différentes expériences réalisées la forcegimin’a pas pu étre maintenue constante.
L’'impossibilité de disposer de la molécule purifiee semi-purifiée) commercialement a

représentée une limitation importante pour la ris&tile conditions opératoires.

La caractérisation hydrodynamique des colonnestdixé et en lit expansé a I'échelle de
laboratoire montre globalement des valeurs de tBgpeaxiale faibles, mais supérieures dans
le systeme en lit expansé. Ces résultats sont eotseavec la littérature, car les problemes de
dispersion axiale élevée dans les colonnes enpiaresé sont essentiellement signalés pour
des diameétres de colonne supérieurs a 5 cm. Peurajl I'observation du lit expansé montre
une distribution claire de la porosité dans ledighalant une organisation des particules en

fonction de leur taille.
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Des courbes de percée ont été déterminées expéaleraent. Elles présentent toutes
systématiqguement un palier correspondant a unesotmation en Rubisco d’environ 75% de
celle d’alimentation. Cela met en évidence des mén#s complexes de rétention de la
Rubisco, pour lesquels des explications sont pegmsCes mécanismes peuvent avoir une
nature cinétiqgue, mais ils mettent clairement edence une certaine sélectivité de la résine

pour la Rubisco, au détriment d’autres molécules.

Globalement les capacités dynamiques a 10% obteziudis fixe sont supérieures a celles
obtenues en lit expansé, mais qui restent dan€iaenordre de grandeur. Les raisons de ce
résultat n'ont pas été déterminées dans le cadreeddéravail. Néanmoins, malgré la
complexité du milieu et surtout sa conductivités leapacités dynamiques a 10% de la
Rubisco sur le support Q Hyper Z obtenues sont tang#me ordre de grandeur que celles
trouvées dans la littérature pour la BSA [Vergna@iO4, Xiat et al., 2007]. Cette capacité
dynamique diminue plus nettement lorsque le jugétrast non dilué, c'est-a-dire pour une
conductivité 8 fois supérieure (17 mS:tnsoit I'équivalent de 180 mmorllde NaCl). Du
point de vue du procédé, ceci pourrait suggéerannguétape de dilution du jus avant son
traitement est nécessaire, comme c’est souvenbpéogans la littérature. Il reste néanmoins

possible de traiter le jus non dilué avec une dépdygnamiqueorrecte.

Une fois chargée, la Rubisco est facilement éluge rpodification de la force ionique.
L’élution étant facile, la réduction du débit drakntation de I'éluant permet a la fois
d’augmenter le temps de séjour dans la colonn&sséae a la diffusion de la molécule, et de
réduire fortement le volume d’élution. Ainsi, I'éion avec NaCl 0,5 mol.L & une vitesse de
0,4 cm.mif permet de récupérer la totalité des protéinesfi>et d’obtenir des facteurs de
concentration tres élevés jusqu'a 21 fois la cotraéion initiale. Outre la production de
fractions tres concentrées, un fractionnement aatédgil’éluat en sortie de la colonne permet
de récupérer des fractions d’'une pureté beaucoup ipiportante que celle de la Rubisco

commerciale.

Enfin, les résultats obtenus dans ce chapitre rmaontrdonc que le procédé de
chromatographie d’échange d’ions avec Q Hyper Z e mis en ceuvre en lit fixe ou en lit
expansé pour la séparation de la Rubisco a partijusl de luzerne centrifugé, permettant

d’obtenir des fractions de concentration et de tgugevees.
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CHAPITREIV.
ASPECTS FONDAMENTAUX DE
LA RETENTION DERUBISCO
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I. Aspects théoriques de la séparation chromatographigp

La performance d’'un procédé de purification de §ir@ts peut étre en général caractérisée par
le rendement d’extraction et la pureté de la pnatéDans le cas d’'une opération primaire de
purification des criteres supplémentaires commeldaification et la réduction du volume

total (la concentration de la protéine d’intér@msimportants pour I'efficacité du procédé.

Les procédés chromatographiques étant essentiglitedtgaamiques, lors de leur application
guel que soit le mode de contact, la solution chalegcomposition au cours de son passage a
travers le lit de résine, en raison de la rétenti@s especes. L'évolution des fronts de
concentration le long de la colonne (et donc lagloes de percée), dépendent des propriétés
des échangeurs d’ions (forme ionique, capacité,rédede polymérisation...), de la
composition de la solution a I'entrée (complexitharges, taille et concentration des
molécules...), des conditions opératoires (débitimi@ahtation, température, mélange...) et
bien évidement des interactions entre les différecdnstituants du systeme, autant a

I'équilibre que dans leurs aspects dynamiques {igin€).

L’objectif de la modélisation est donc de connaireomportement des constituants au cours
du procédé afin de prévoir quand aura lieu la fdueconstituant que I'on cherche a fixer au
cours du procédé, les conditions et les temps tib@lde différentes espéces, la qualité de la
séparation ... Ainsi, la modélisation permet de peéths performances de séparation d’'un
systeme donné et de déterminer les conditions aj#Bnde fonctionnement du procéde,
nécessaires pour le changement d'échelle. La cdrapston des mécanismes par la
simulation des expériences, en réduisant notamlegwblts importants générés par celles-ci,

est aussi un objectif majeur de la modélisation.

Néanmoins, le choix des modeles se fait sur la dada compréhension des mécanismes de
rétention élucidés expérimentalement et de I'étalnades facteurs et des paramétres qui ont
le plus d'influence sur le procédé. Ainsi, diveppeoches ont été développées dont les plus
importantes sont la théorie de I'équilibre, la théaes plateaux et les modeles basés sur les
transferts, de part leurs apports, leur applicati@tique et leur capacité a étre appliqués sur

des milieux biochimiques complexes.
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Le modele de I'équilibre un des premiers développés, permet de décriteatesport de
solutés en colonne avec I'hypothese que I'équiléstatteint en tout point de la colonne et a
tout instant, en ne prenant ainsi en compte quguéiton de I'isotherme d’équilibre. La
théorie de I'équilibre est basée sur I'équatior dié propagation obtenue a partir d’'un bilan

de matiére différentiel qui donne la vitesse a édiguun front de concentration C se déplace

dans la colonne. Cette vitesse est fonction deélavéke partiell%a%, qui est la pente de

l'isotherme. Cette théorie a été largement utilidaes le cas de I'’échange d’ions. Elle reste
souvent appliquée et intéressante dans les procéd@satographiques complexes [Nicolaos
et al., 2001a et b], mais paradoxalement a étéappliquée dans le domaine de bioproduits

[Helfferich, 1995] malgré la complexité de desdoptdes mécanismes impliqués.

La théorie des plateaux, classiquement appliquée & opérations unitaires de transfert de
matiere, consiste a schématiser la colonne pacaseade de plateaux théoriques équivalents
dans lesquels le rapport volumique de la phasédigpar la phase solide est constant, et pour
lesquels I'équilibre est atteint instantanémentcae limitation cinétique n’est prise en
compte). La phase liquide est ainsi considérée aommne séquence de volumes finis qui, en
se déplacant dans le lit, atteignent une sérieudlibce chacun a un plateau. Le nombre de
plateaux est alors un critére d’efficacité de lbooe. Il est ainsi possible de déduire le temps
de rétention d’'un soluté et le pouvoir de résotutde la colonne [Helfferich, 1995]. Ces

théories ont été en outre appliquées a la chromegtbge en lit expansé [Palsson et al., 2001].

Les modéles précédents considerent que I'équidihtee les phases est atteint instantanément
et que I'écoulement dans la colonne est de typwmisn réalité, on n'observe pas les
transitions nettes prévues lorsque I'on prend empte ces approches. Les modeles dits
cinétigues permettent de prendre en considératioanseulement les limitations imposées par
les transferts lents aux interfaces et dans leScpbes (notamment pour les molécules de
grande taille, comme les protéines), mais ausdidpersion que I'’écoulement subit lors du
déplacement de la solution dans la colonne. Ceslesdestent donc les plus intéressants et
réalistes, bien que leur résolution nécessite dagens de calcul beaucoup plus importants et
surtout la connaissance approfondie de mécanisinésiques caractéristiques de chaque

systeme analyse.
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Finalement, cette approche revient a résoudre t@amernent les bilans sur I'espéce d’intérét
dans les deux phases, liquide et solide, comptedes conditions aux limites imposées par le
transfert de matiére, et en considérant que loaiemes concentrations de I'espéce fixée et
en solution sont a I'équilibre. Leur applicatiodaachromatographie en lit expansé demande
des adaptations pour prendre en compte la varidggporosité du lit [Li et al., 2004 ; Yun et

al. 2005] ou la dispersion axiale particulaire [@agt al., 2003], mais reste difficile de par le

besoin de prendre en compte correctement les nségasicomplexes de la rétention dans les

milieux biologiques bruts.

La modélisation des procédés chromatographiquesnsi &té largement et finement
développée dans la littérature suivant ces diftésethéories et approches [Guiochon, 2002].
La plupart de ces modeles sont essentiellementsasilpour décrire la rétention de
biomolécules dans des conditions « idéales »,-a*d#te, des milieux modeles synthétiques

ou a des milieux biologiques ayant déja subi undipation primaire.

Ainsi, un procédé de séparation de protéines pamwdtographie en lit fixe sur un adsorbant

poreux, est essentiellement déterminé, et donc lisédgar la prise en compte de :

» L’équilibre du systeme,
 La cinétigue des processus impliqués

* Le comportement hydrodynamique dans la colonne.

En général, pour étudier I'équilibre d’échange d&cet déterminer I'(s) étape(s) de transfert
limitante(s), la protéine pure d’intérét est uéks Dans notre cas, il a été déja indiqué que la
seule Rubisco commerciale disponible est issuesderrds et est caractérisée par un point
isoélectrique différent de la Rubisco de luzerne.plus, elle n’est que partiellement purifiée,
produite par précipitation au (NHSQ;. Il a fallu ainsi produire la Rubisco de luzerngga

partir du jus afin de réaliser ces caractérisations

Le procédé de séparation de la Rubisco par échdifmges a permis d’obtenir une fraction de
Rubisco de luzerne pure a concentration élevé€liapitre lll, paragraphe 1V.6.3). Ainsi, des
expériences réalisées avec cette Rubisco produitepermis d’aborder, dans une petite
mesure des aspects plus fondamentaux de I'échangene I'équilibre et la cinétique. lls

aideront a comprendre les résultats obtenus lor§agelication du procédé. Dans cette
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optique, et compte tenu du petit nombre d’essaisoqti pu étre réalisés, notre premiére
approche a consisté a utiliser la théorie de Ildoy@i comme un outil de base pour
appréhender les mécanismes de la séparation danléde complexe qui est le jus de luzerne

reconstitué et centrifuge.

I.1. Equilibre d’adsorption

Quel que soit le mode de contact entre la phasediget la phase solide (en lit fixe, en lit

expanseé ou en réacteur agité), la purificationptegines par un procédé chromatographique
d’échange d’ions dépend entre autres de I'équilibtabli entre les deux phases. La
description de cet équilibore comme distribution @spéces entre le support solide et la
solution dans des conditions opératoires constget=entiellement température, pH et force
ionique) est appelée isotherme d’adsorption. Orraag la concentration de la protéine sur le

support et C sa concentration en solution.

L’équilibre d’adsorption des protéines fait toujsuiobjet de nombreuses études [lyer et al.,
1999, Lim et al., 2005, Ladiwala et al., 2005, $5en 2006] car dans le cas des milieux
biologiques complexes, de nhombreux paramétresntestal connus. En effet, la charge de la
protéine dépend du milieu dans lequel elle se &@mtwne peut étre déterminée avec précision,
une protéine occupe un nombre de sites variablefoantion de son orientation, des

limitations stériques peuvent limiter le nombre siies accessibles a la protéine... D’autre
part, la nature hétérogene de la réaction étald Hmitations cinétiques qui vont

conditionner les capacités réelles de fonctionnénizams le cas des protéines, ces limitations
peuvent étre d’autant plus importantes que la nutdéest grande, comme c’est le cas pour la

Rubisco.

La modélisation des isothermes d’adsorption dassnidieux complexes trouve dans la
littérature des approches franchement différentegniga leur difficulté de traitement et
d’application, comme dans leurs fondements. A afiiéfort développement de modéles
phénoménologiques, complexes, a caractere predit@utres modeles trés classiques,
simples d’application mais sans caractére prédamifit toujours régulierement utilisés.

Les modeles phénoménologiques sont capables ddrpren compte des effets divers liés a

la nature physico-chimique des solutions biochiregjiet notamment la présence des
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concentrations en sels variables. Parmi les pream@deéles a caractere prédictif on peut citer
les modéles de déplacement stcechiométriques sirfisgs sur la loi d’action de masse)
[Fernandez et Carta, 1996] ou les modeéles premanbmpte les interactions entre protéines
fixées proches [Li et Pinto, 1994], considérées memayant un rble important dans
I'équilibre. Des modéles basés sur la théorie ddlsides [Bowen et al., 1998] permettent le
calcul, a priori, des constantes d’équilibre aipaes parametres mesurables comme la taille
de la protéine, le potentiel zéta de la protéinedet I'échangeur et la concentration
d’électrolyte. Actuellement, des modeles dits thmaymamiques sont développés. Ces
modeles sont basés sur la description statistigase imkeractions électrostatiques entre la
protéine et la particule [Su et Sun, 2006]. llststapables de décrire I'équilibre d’échange
d’ions des protéines et de prendre en compte tegaictions entre protéines. Enfin, le modéle
d’action de masse stérique (SMA) [Brooks et Crari®82] est devenu un des modeles de
base dans la description des équilibres d’échamgepdotéines dans des milieux a force
ionique élevée. Cependant, son application reste@eersée [Chen et al., 2006, Barz et al.,
2010] malgré l'extension croissante de son utilisat Des améliorations nécessaires
continuent a étre apportées a ce modeéle commexpanpte la prise en compte des limitations

stériques de la protéine en solution [Lim et a0

Dans tous les cas, il est nécessaire de signalerlajylupart de ces modeéeles ont été
développés dans des milieux synthétiques, tréslisi@sgoar rapport aux milieux biologiques,
notamment en ce qui concerne le nombre de biomleleqrésentes. Par ailleurs, la quasi-
totalité des travaux a été faite sur I'albuminesdeum bovin (BSA) comme protéine modéle
et l'application aux milieux réels reste rare. Aindans de nombreuses études sur les
applications de la chromatographie d'échange d'i@s milieux biochimiques, les
isothermes classiques de Langmuir et Freundlictemegrés utilisées [Chang et al. 2006
Bayramoglu et al., 2007] bien qu’elles ne soierst pansidérées en général comme décrivant
un comportement physique quelconque (malgré leigingr fondée) mais plutdt comme de

simples descriptions mathématiques.

1.1.1.1sotherme de Langmuir

Ce modéle décrit l'adsorption non linéaire d’'un @m®é (équation IV-1). D’origine
phénomeénologique, il a été développé par Langnmuprenant les hypotheses suivantes :

» La surface du support solide est uniforme
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» L’adsorption se fait en monocouche, avec une cépataximale Q

* lIn'y a pas d'interactions entre les moléculesoaldées : une molécule par site

_QIK_[C

= Equation IV-1
1+K [C

K\ la constante d’équilibre d’adsorption spécifiquecamposé et a I'adsorbant en question.

Cette isotherme a été tres utilisée dans la lititeade par sa capacité a représenter
mathématiquement l'isotherme favorable, y comprasdles systéemes multicomposants
[Costa et Rodrigues, 1985] bien que souvent lesthgses de base ne soient pas respectées.
De ce fait, ce modele reste trés limité en termesptidiction et d’extrapolation, les
parameétres du modele Q et Klevant étre déterminés pour chaque condition tpeza
Depuis quelques années, sa généralisation matlygraaiux isothermes défavorables (dites
anti-Langmuir) [Nowak et al., 2007 ; Pedruzzi et 2008] a par ailleurs l'avantage de
s’adapter facilement a la description de tout tgeesysteme mono et multi-composants
[Mazotti, 2006].

[.1.2. Loi d’action de masse

En chromatographie d’échange d’'ions I'équilibre tpétre représenté par la loi d’action de
masse : les charges portées par I'échangeur ddons compensées par des contre-ions de
charge opposée et en nombre suffisant pour ad&lemtroneutralité du systéme. Au contact
d’'une solution contenant des ions de méme chargdeagucontre-ions, le solide va fixer ces
ions en libérant ses propres contre-ions. Pousfaak les conditions d’électroneutralité, un
équivalent ion libéré par I'échangeur doit étre piamé par un équivalent ion de la solution.
L’échange se fait de fagon stcechiométrique. Si @msidére un échange binaire entre A

(contre-ion) et B (ion en solution de méme change 4), la réaction s’écrit pour des cations :

ZA zg — N z§
zc A +z, B =z, A°*+z,B""

Sur le solide En solution Sur le solide En solution

Ou z et z représentent respectivement les valences desAoas B et ou les espéces

surlignées représentent les ions fixés sur le stigpbde.
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La constante d’équilibre de cette réaction est denpar I'équation V-2, dans un milieu

considéré idéal (coefficients d’activité égaux a 1)

Equation V-2

Kas est défini aussi comme un coefficient de séletétigui peut étre exprimé en utilisant les

fractions molaires.

En travaillant & température et pression constatgssleux variables qui décrivent le systéme

sont la concentration de la solution et la répartitles especes entre les deux phases. Pour

'espece A, les fractions molaires sont donnéedgsmaequations V-3 et IV-4 et pour B par

les équations V-5 et IV-6 :

Xp = A
CO
Ca
ya=-2
AT Q
v -Co
Co
Cn
YBZEB

Equation IV-3

Equation IV-4

Equation IV-5

Equation IV-6

Avec G égale a la concentration totale de la solution{@a+ Cg) et Q la concentration

totale des ions fixésg = C, +Cg ) sur le support solide. Ainsi on obtient :

Equation IV-7
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Dans le cas d'un échange binaire entre deux ionsowadents on az, =zg =1. Par

ailleurs x5 +Xg =ya +yg =1. L’équation IV-7 devient alors :

Equation IV-8

La figure IV-1 représente/ 5 en fonction dex, pour différentes valeurs denl§. On parle

d’'isotherme favorable pour Ag>1 qui est de forme concave, linéaire pour K=1 et

défavorable pour g <1 avec une forme convexe.

1,0

Ya

0,5

0,0

0,0 05 x4

Figure IV-1. Effet du coefficient de sélectivitéaK sur la forme de I'isotherme d’échange
d’ions.

Dans le cas plus complexe des protéines, un écharigela protéine P de charge négative z

et un contre-ion monovaleht est décrit par la réaction suivante :

- - —z- -
P + zI = P° + zI

L’application de la loi d’action de masse donne :

qLC,*
CIT,”

Kp/| = Equation 1V-9
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Si I'on définit la capacité du support en équivalen gqg tel queqq :z><q+C_I et le

nombre maximum de protéines qui peuvent se fixerqatel quey, :k, on peut alors
z

exprimer la concentration de la protéine en sotu@o(a partir de I'équation 1V-9) en fonction
de la concentration de la protéine sur le suppaolities et la concentration en solution du

contre-ionC, .

C= q[CIZ

= Equation IV-10
Kpy 27 Ha, - q)

Ce modele est un des plus simples permettant d’awoi certain caractere prédictif,
notamment par une prise en charge de la concemtrdé contre-ions présents dans le milieu
[Fernandez et Carta, 1996].

1.2. Aspects cinétiques de I'échange d’ions

Au cours du passage de la solution dans la coldréwjilibre entre les phases mobile et
stationnaire n’est pas instantané. Comme dangtogessus hétérogéne, la vitesse contrbélant
le partage est celle de I'étape la plus lente, paes étapes de transfert et de réaction
impliquées. La figure IV-2 représente des partisydereuses, dans un lit chromatographique.
Les differents mécanismes de transfert possibles gue leur localisation dans le lit et au

sein des particules, sont indiqués sur cette figure

Si les mécanismes de transport externe sont aseezcbnnus, et le modele de gradient
linéaire est couramment utilisé dans tous les nasgéé transport a I'intérieur de la particule
peut répondre a des mécanismes différents, déperdae autre du type de particule. Les
modeéles appliqués dans la chromatographie enparesé [Tong et al., 2003 ; Li et al., 2004 ;
Yun et al., 2005] sont équivalents a ceux dévelspgmeur les systemes en lit fixe. Ainsi le
transfert pourrait avoir lieu a travers les poressdlide (le gradient de concentration étant
donné par la différence de concentration de I'espéa solution dans les pores de
I'échangeur), de site en site de I'échangeur (fignt étant alors donné par les différences
de concentration des molécules fixées), ou corantéa particule comme un milieu pseudo-

homogene ou la molécule diffuserait avec un caefiicde diffusion intra-particulaire. Cette
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derniere approche est une des plus fréquentessempsion des protéines [Tsou et Graham,
1985, Graham et al., 1987 , Fernandez et Cart&]199

1 l l Flux de matiere

Paroi de la colonne

Figure 1V-2. Représentation schématique des p&eBcudisposées en colonne
chromatographique montrant les différents mécargsrde transport et leur zone de
localisation : (1) diffusion a travers les pore®), diffusion dans la phase solide, (3) réactivité
chimique sur les sites de la phase solide, (4)stesihde matiere externe et (5) zone de
mélange liquide-liquide.

Par ailleurs, les vitesses de réaction sont tosjoonsidérées instantanées par comparaison
aux mécanismes de transfert et donc sans intérét lpodescription du systeme. Cela est
d’autant plus vrai que les espéces concernéegslssntrotéines, molécules de grande taille et

donc caractérisées par des coefficients de diffuisibles.

1.3. Théorie de I'équilibre

Dans le cadre de ce travail, les résultats préaims obtenus de l'isotherme seront utilisés
dans la théorie de I'équilibre afin d’apporter ymemiére analyse aux courbes de percée

obtenues expérimentalement. Les principales hypethdu modéle sont donc :
- Les équilibres d’échange d’ions sont atteintsainanément en tout point de la colonne,

- Le volume du lit est constant (pas de gonflement)

- L’écoulement de la solution dans la colonne estyge piston,
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- Le systeme est isotherme.

Avec ces hypothéses, pour une colonne chromatoigragiu’échange d’ions de porosig
traversée par une solution, a une vitesse d’écanermterstitielle u, qui échange de la
matiere avec le support, le bilan de matiere poerhiomolécule donnée dans une tranche de

la colonne de hautewz, s’écrit :

oC + (1__8)% + uaC =0 Equation IV-11

E g )ot E

Ou C est la concentration de I'espéce en soluti@nsa concentration sur la phase solide.
A partir de I'’équation IV-11 il est possible de déé la vitesse ga laquelle se déplace un

front de concentration constante donnée dans émnoel:

J :(%] _u
at c 1+(1_8jaq

¢ JoC

Equation IV-12

Pour une porosité constante le long de la colonne, I'équation IVAi@ntre que la vitesse de

propagation d’'une onde de concentration C dépeneg%iedonc de la relation d’équilibre

0q
=f(C), dont — est la pente.
q=f(C) 3C p

Ainsi, en réponse a l'application d’'une solution a@mcentration C en entrée de colonne, le
systeme développe en général une onde encadréeudepdliers qui va se propager tout le
long de la colonne. La distribution interne desammrations dans la colonne a un instant

donnéC, = f(z), est appelée profil de concentration dans la cwonl histoire des

concentrations est une représentation de I'évaiud® C en fonction du temps (ou du volume

passé), pour une position donnée z de la colonnan@l’histoire est représentée en sortie de
colonne, on parle donc de courbe de percée.

L’évolution de la distribution des concentratiorend la colonne peut donc étre déduite de la

relation q = f (C )donnant lieu a trois sortes de profils représetiéés la figure 1V-3 :
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e Pour une isotherme I|nea|r%% est une constante, ainsi toutes les concentratens

déplacent dans la colonne a la méme vitesse. Lfé geoconcentration ne se déforme pas et
reste identique a celui de I'injection. La formefdant dans ce cas ne dépend que des aspects

hydrodynamiques et de transfert (figure 1V-3a).

Isotherme Propagati d’'une onde en charge
g c
L, C z
Linéaire
) A
qf ¢
(b) f i
—>
c z
Favorable
y
q c T
ﬂ_,

(C) ty 3

J

Défavorable

Figure IV-3. Schéma de propagation d'une onde tesl'étape de charge d’'une colonne
chromatographique : Représentation du profil decentration a deux instants successifstt
t,> t1, en fonction du profil de I'isotherme d’adsorptiptelfferich, 1993].

. . 2 . :
* Pour une isotherme defavorablreCi augmente avec la concentration et la vitesse du

oC
front diminue avec la concentration, c'est-a-dine tps fortes concentrations ont des vitesses
plus faibles, le profil a ainsi tendance a s’étaf@n parle comportement dispersif (figure V-
3c)
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) 0 . ) )
 Pour une isotherme favorablg% diminue avec la concentration et inversement la

vitesse de propagation augmente avec la concamratiest-a-dire que les fortes
concentrations se déplacent plus rapidement qudaletes, on parle de comportement

compressif (figure 1V-3b).

ll. Isotherme d’échange d’ions de Rubisco dans leupport Q Hyper Z

Pour déterminer le modele qui décrit I'équilibretrenla Rubisco de luzerne et le support
anionique Q Hyper Z, I'isotherme d’adsorption expéntale est réalisée en batch. Pour cela,
un échantillon trés pur de Rubisco concentrée prquar le procédé de séparation en lit
expansé et par élution en lit fixe a faible vitessperficielle a été utilisé. La concentration

initiale et la salinité de I'échantillon mére samsi bien connues.

II.1. Protocole expérimental

La détermination expérimentalement de l'isotherréelthnge d’ions a été réalisé en batch.
Pour cela, plusieurs récipients contenant un volutee solution connu et de masses
croissantes de résine sont utilisés. Ce mode dailtrpermet d’assurer une force ionique
équivalente dans tous les contacteurs. Ainsi dess@sabien connues (allant de 0,025 a 0,25
g) du support échangeur d’anions Q Hyper Z préatabht réhydraté et filtré, sont pesées a

I'aide d’une balance de précision et placées dasdubes a essai.

La solution de Rubisco utilisée pour la détermimatile I'isotherme et I'étude de la cinétique
est obtenue par dilution de la fraction de Rubipoofiée a partir du procédé d’échange
d’ions en lit expansé (Chapitre Ill, paragraphebl®). Cette fraction étant trés concentrée (65
g.L™h), elle a donc été diluée 30 fois, & I'eau ultraepavant d'étre utilisée. Elle a été ensuite
analysée par la méthode HPLC-SEC pour détermineogeelle concentration en Rubisco.
La solution ainsi obtenue est caractérisée par asmeentration en Rubisco de 2,2 §.L
Compte tenu de l'origine de cette fraction et ddilation effectuée, sa concentration en NacCl
peut étre estimée & 0,016 mét.lUn volume de 4,00 mL précisément mesuré est ajorgé
dans chaque tube. Les tubes sont ensuite placéaréshsur une table d’agitation tournante.
L’expérience est réalisée a température ambiantgssDe tableau IV-1, I'ensemble des

conditions opératoires sont recenseées.
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Tableau IV-1. Conditions expérimentales de la $otutde Rubisco utilisée pour la
détermination en batch de l'isotherme d’équilibecla Rubisco avec le support Q Hyper Z.

Concentration initiale de Rubisco en solution (g.L) 2,2
Concentration en NaCl estimée a partir de la dilubn (mol.L™) 0,016
Conductivité (mS.cm?) 1,02
pH 6
Volume de la solution de Rubisco/tube (mL) 4,00
Masse Q Hper Z/tube (g) 0,025 a 0,25

La solution de Rubisco utilisée dans ces expéreétant assez pure, un essai de suivi des
concentrations par mesure directe de I'absorban28anm et, simultanément, par HPLC-
SEC a été effectué (cf paragraphe 111.4.1). Ait'sibsorbance mesurée est corrélée a la

concentration par une droite d’étalonnage donnéé&dupation IV-13.

AbS,. =18 Cpiisco Equation 1V-13

Au bout de 6 heures de contact, I'équilibre a é@éswéré atteint, les deux phases sont
séparées et la concentration de Rubisco dans ldicsoimésurée. La quantité fixée q a été
déterminée par bilan de matiére (équation 1V-14).

q= %(Co -C,) Equation 1V-14

R

Avec V|,V les volumes de solution et d’adsorbantGf etC; concentrations initiale et

finale de Rubisco dans la solution.

[1.2. Résultats

La figure 1V-4 représente la concentration de Rebixée dans la résine en fonction de la
concentration en solution a I'équilibre. L'allure dette isotherme montre que I'adsorption de
la Rubisco dans ces conditions est favorable etliguhe présente pas de comportements

permettant de supposer la présence de différepés ty'interactions. Sur la méme figure, une
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isotherme théorique basée sur le modele de Langstiaussi représentée. Les parameétres du
modeéle, obtenus par approximation paramétrigue adecdurbe théorique aux résultats
expérimentaux, sont la capacité maximale d’adsmmp® (g. L'd’échangeur) et la constante
de d’adsorption K (L.g%). On trouve ainsi une capacité maximale Q = 224 'get K = 21
L.g™

300

250 +

200 | { {

150 -

—o—
F—ro—

q(g.L?

100 -

50 A

0 0,5 1 15 2 2,5
C (a.L™h

Figure 1V-4. Isotherme d’adsorption de la Rubiseoluzerne pure sur I'échangeur anionique
Q Hyper Z. Détermination en batch & partir d’unkion de Rubisco pure &G 2,2 g.I* et
une concentration en NaCL 0,016 mdl.[conductivit¢ de 1,02 mS.cth & température
ambiante et a pH 6.

La capacité maximale du support Q Hyper Z détermie&périmentalement dans ces
conditions est supérieure a la capacité maximalméone support pour la fixation de la BSA
donnée par le fournisseur de la résine ou celtas/ées dans la littérature, qui est plutét de
I'ordre de 85 gsa/Lq Hyper z[Vergnault 2004, Xia et al., 2007]. Cet écart paitrétre expliqué
par la différence du poids moléculaire des deuxgmes (66 kDa pour la BSA, 570 kDa pour
la Rubisco) et la difféerence du nombre de charga$éps par l'une et l'autre dans les

conditions de pH de I'expérimentation.
Les résultats présentés dans le chapitre précédemiraient que pour toutes les courbes de

percée déterminées expérimentalement, un pali@odeentration de Rubisco est atteint en

sortie de colonne a environ G/€ 0,75 @ 05, et ce quelle que soit la concentration initiale
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en Rubisco du jus. L'allure de ces courbes ne paatdonc étre représentée par une seule
relation d’équilibre et devrait prendre en comptedmpétitivité des différentes espéces dans
le jus pour les sites de I'échangeur (par exempdw, I'utilisation d’'une isotherme de
Langmuir multi-composant). Or la complexité du eulirend impossible I'identification de
toutes les espéces compétitives et, donc, le cdézilsothermes d’équilibres correspondants.
A partir de cette constatation, une courbe reliambncentration de Rubisco dans la résine en
fonction de la concentration en solution a été l&tabpartir des courbes de percée obtenues

en lit fixe, et en considérant uniqguement la magsdrubisco chargée lors de l'atteinte du

palier de concentrationg = 0,75+ 05). Elle est représentée dans la figure IV-5.
0

140 -
120 -
100 -

80 -
60 - E
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q(g.L?
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Figure IV-5. Courbe représentant la masse de Raoljigée dans la résine en fonction de la
concentration de Rubisco en sortie de colonne. bhase fixée est déterminée a partir des
courbes de percée expérimentales en lit fixe l@dglconcentration de Rubisco en sortie de
colonne atteint 75% de la concentration d’alimeatat

Bien évidement, cette courbe ne peut pas étreidéfomme une pseudo-isotherme, puisque
la force ionique dans les différents points guidanposent n’est pas la méme (ni le reste de la
composition de la solution). Tout de méme, ellargdrd’apercevoir la compétition entre les

différentes biomolécules dans le milieu, qui esibpblement supérieure a celles des sels

(dans les conditions de travail). Ainsi la figuxé3 montre que :
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- Pour la solution & 2,2 gii: la rétention de Rubisco & partir du jus vertiefrieure a celle
déterminée par l'isotherme théorique (figure 1V-4).

- Pour les solutions de concentration inférieurg §.L": les solutions sont préparées par
dilution du jus reconstitué centrifugé (tableau 2)/-Leur conductivité est donc fortement
réduite, elle est méme inférieure a celle de latsmi pure utilisée pour la détermination de
l'isotherme théorique (tableau 1V-2). Cependantglantité de Rubisco retenue dans les
conditions réelles d’application du procédé est inéérieure a la charge théorique donnée par
lisotherme, représentée dans la figure 1V-4. Celdigue nécessairement que d’autres

molécules que les sels sont en compétition forée v Rubisco pour les sites de la résine.

Tableau IV-2. Comparaison des conditions de comagoh et de conductivité de la solution
de Rubisco pure utilisée pour l'isotherme théorighedu jus a différentes dilutions utilisé
dans les expériences de charge en lit fixe.

Dilution Concentratior!lde Rubisco Conducti}iité

(g.LM) (mS.cm’)

1:100 0,13 0,21
Jus de luzerne 1:40 0,34 0,38
reconstitué 1:20 0,67 0,92
centrifuge 1:10 1,33 1,21
1:6 2,10 2,17

Fraction éluée de

Rubisco pure 1:30 2,2 1,02

Ainsi, et malgré le manque de justification théoggl’ajustement de la courbe de la figure
IV-5 & une équation de type Langmuir permet derdéter deux paramétres Q=152 g* L
échangeur et K=1,4 Ly Bien évidement, ces paramétres n'ont aucune valbysique
stricte. Néanmoins, tout comme l'isotherme d’éduéi ils seront utilisés dans le cadre de la
théorie de I'équilibre afin de déterminer les tengpsechiométriques théoriques de chaque

essai et les comparer aux résultats expérimentaux.

I1.3. Application de la théorie de I'équilibre aux courbes de percée

En disposant des paramétres décrivant I'équilibéehdinge de Rubisco sur la résine Q Hyper
Z et la rétention de Rubisco sur le support solides les conditions du procédé, il est
intéressant d’'analyser les écarts qu'on peut aswoire les résultats prédits par l'isotherme

d’équilibre et ceux qui considérent la complexitérdilieu. Le fait de ne pas disposer de la
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protéine pure en quantité suffisante, ne permetdpasomparer en soit les courbes de percée
réelles, obtenues avec les jus, et celles qu’omrgibwbtenir avec des solutions synthétiques,
comme il est habituellement fait dans la littératul ce titre, la théorie de I'équilibre est

utilisée pour interpréter les principales limitatsode la séparation dans le cas de solutions

réelles.

L’approche est toujours la méme : dans un preneenps, les fonctionsq:f(C) sont

utilisées pour calculer la dérivée. Puis, les weiss des fronts de concentration sont
déterminées et appliquées au calcul du temps repessla percée, en fonction de la hauteur
de la colonne. L'étude est réalisé sur les coudmgpercée obtenues en lit fixe et celles

déterminées en lit expanseé.

11.3.1. Lit fixe

Les temps de percée calculés pour les différemtesentrations utilisées dans les expériences
de charge en lit fixe sont regroupés dans le tabl®3. Comme les deux courbes de

. . oq ,. . :
rétention de la Rubisco sont favorables, on coaslata%dlmlnue guand la concentration

augmente, c’est-a-dire, que les fortes concentratge déplacent plus rapidement que les
faibles. Cela est observable sur les courbes deéeeen lit fixe, bien que les effets des

limitations au transfert puissent aussi justifiercomportement.

Tableau IV-3. Temps de percée théorique détermipérir de la théorie de I'équilibre pour
les expériences de charge en lit fixe avec desertdrations de Rubisco différentes (H=0,03
m, cf Chapitre lll, paragraphe 1V.1).

0q/0C (*) Temps de percée (min)
C | Valeurs déterminées a Valeurs déterminées a
0 sotherme . Isotherme .
(9.LY d'équilibre partir dgs cou_rb(_es de d'équilibre partir dgs cou_rb(_es de
' percée en lit fixe percée en lit fixe
0,13 311,8 149,1 330,8 158,6
0,34 73,0 98,9 78,1 105,4
0,67 21,0 57,6 23,0 61,7
1,33 5,45 25,7 6,5 28,0
2,10 2,3 13,7 3,1 15,2

(*) Valeurs déterminées par dérivation de la codh@®rique et pour chaque concentration donnée

On constate que les temps de percée déterminédiadeal'isotherme d’équilibre vont de

330,8 a 3,1 minutes montrant ainsi des valeurséi®ges pour les faibles concentrations et
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des valeurs trés faibles pour les fortes conceatrst Ceci s’explique par la forme tres
favorable, presque « rectangulaire » de I'isothedréquilibre (figure 1V-4). Dans le cas de la
courbe établie avec les rétentions obtenues dixdit I'écart entre les temps de percée des
différentes concentrations est moins important ques l'allure la courbe (figure IV-5)
correspond a une affinité moindre. Physiquementdiférences entre les temps de percée
calculés par l'une ou l'autre des courbes sont dues écarts entre la quantité la plus
importante de Rubico que la résine peut retenirsdarmaque cas, qui est forcément plus
importante en absence de composés compétiteursdéctisotherme), et a I'affinité de la
résine pour la Rubisco, qui est fortement diminpigela présence de plusieurs composeés dans
le milieu. Ainsi, contrairement aux conditions €ades » de l'isotherme d’équilibre, les
parameétres déterminés a partir des courbes degopreénent en compte la présence d’'autres

composes et la salinité du milieu, ce qui les diminonsidérablement.

Lorsqu’on superpose ces temps de percée théorirpleslés, avec les courbes de percée
expérimentales, les prédictions de I'isotherme dildare sont trés loin des conditions réelles
(figure 1V-6). Bien évidement, les valeurs obtenpas'utilisation de la courbg=f(C spnt
plus cohérentes (puisque directement déduites)k infaiut les considérer uniqguement comme

une référence.

1,0 T ; ; : T

—=-C0 =21g/L

C/co

——C0=1,33g/L
—=—-C0=0,67 g/L
—4—C0=0,34 g/L

—4—C0=0,13 g/L

150 200 250 300

Temps (min)

Figure IV-6. Courbes de percée de Rubisco expétmes) déterminées avec des jus de
luzerne reconstitués centrifugés a différentestidihg sur une colonne de Q Hyper Z en lit
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fixe. En ligne continue : temps de percée théosgléterminés avec I'isotherme d’équilibre ;

en ligne discontinue : temps de percée de référédéerminés a partir de valeurs de

rétention réelles).

Enfin, la détermination de I'isotherme d’équilibaeété réalisée a une force ionique de 1,02
mS.cm’ (tableau IV-1). Par conséquent, on pourrait Selte & ce que le temps de percée de
la courbe déterminée dans ces conditions de condédidonc la courbe de percée du jus a
0,67 g.L*, d’aprés le tableau 1V-2) soit bien représenté.lé3rrésultats montrent un écart

important entre la courbe de percée expérimentale éeemps de percée déterminée par
l'isotherme (figure IV-6). Ceci conforte I'idée que n’est pas I'effet des sels, mais plus celui
des autres biomolécules qui altere le comporterdansysteme par rapport aux conditions

« idéales ».

[1.3.2. Lit expansé

La détermination de la vitesse de propagation,etemnps de percée théorique, pour les
conditions étudiées en lit expansé se fait de lenenéagon. Néanmoins, dans le cas du lit
expansé, il a été constaté qu’un profil de porasstéétabli tout le long du lit, qui résulte de la

classification des particules (cf Chapitre I, pgraphe IV.3). Ainsi dans I'expression de
vitesse de propagation d'une concentration doneégeation 12), le termle_—8 varie en
€

fonction de la position dans le lit. La vitesseptepagation d’'une concentration de Rubisco

donnée, en lit expansé peut étre calculée soit :

- En considérant une porosité moyenne sur tout tpiliest déterminée par la différence entre
le volume totale du lit expansé et le volume déngégtroduite rapportée au volume total du
lit expanse.

- En subdivisant le lit en éléments de volume, dedhaurz, caractérisés par une porosité
croissante avec la hauteur. Le temps de percéa @ericentration est alors calculé pour
chaque plateau et la somme donne le temps de p#rééaque a la hauteur finale du lit.
Celui-ci est comparé a la courbe de percée expatatee Dans une premiere approche, nous
avons considéré une variation linéaire de la pt#Fokies résultats obtenus sont résumés dans
le tableau 1V-4.
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Tableau IV-4. Temps de percée théorique détermipéridr de la théorie de I'équilibre pour
les expériences de charge en lit expansé avec ateemrations de Rubisco différentes
(H=0,21 m, cf Chapitre lll, paragraphe IV.1).

Temps de percée
Porosité moyenne Porosité variable
Isotherme Valeurs déterminées Isotherme Valeurs déterminées
Co(g.Lh déquilibre a partir des courbes déauilibre a partir des courbes
q de percée en lit fixe q de percée en lit fixe
1,13 12,0 42,5 11,9 41,9
1,55 7,9 29,5 7,8 29,1
2,20 5,6 20,0 5,5 19,8
13,3 2,7 16,9 2,8 16,7

Globalement, on observe la méme tendance que ps@xpériences en lit fixe. En effet pour
ces concentrations relatives fortes, les temps ateép calculés a partir des valeurs de q
déterminées des courbes de percée sont plus éeectes temps de percée déterminés a

partir de I'isotherme d’équilibre.

Par ailleurs, on constate que les temps de pehg&&eiques calculés en tenant compte de la
variation de la porosité dans le lit sont |égeretmaférieurs a ceux déterminés avec une
porosité moyenne. Il peut étre facilement prouveé cgt écart dépend de la loi de variation de
la porosité considérée dans le lit. Dans le casaldravail, une variation linéaire a été
considérée conduisant aux écarts minima. Yun et(2ll04a et b) ont montré que la
distribution est proche de la linéarité, mais lagsdé augmente plus rapidement en bas de la

colonne gu’en haut.

Comme précédemment, les temps de percée déterstinésomparés aux courbes de percée
expérimentales. On a considéré les valeurs trous@es un taux de porosité moyen vu le
faible écart constaté. La figure IV-7 permet deuslsser les résultats expérimentaux et

théoriques.
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Figure IV-7. Courbes de percée expérimentales deulgisco du jus vert de luzerne sur une
colonne de chromatographie d’échange d’ions eexjitansé remplie du support Q Hyper Z.
En ligne continue temps de percée théorique damscdaditions de I'équilibre, en ligne
discontinu temps de percée théorique dans les wonslide pseudo-saturation.

[1.4. Conclusion

Les résultats obtenus aussi bien dans le cas dygddnsé que dans le cas du lit fixe montrent
lincapacité de [lisotherme d’équilibre de rendreonmpte des courbes de percée
expérimentales. Ce résultat banal a priori souligndifficulté de simuler le comportement
des milieux réels et ce en considérant uniquementniodeles les plus élémentaires. La
présence d’autres biomolécules, peut étre pluslayeésence de sel, limite la capacité du
support pour la protéine d’intérét mais modifie au&ffinité du support (tres grande en
milieu synthétique) pour la Rubisco.

L'utilisation de la théorie de I'équilibre a partid'une courbe q=f(C ) déterminée
expérimentalement en lit fixe permet, évidement,ndieux rendre compte des résultats,
montrant I'applicabilité du modéle a ces milieuxsdeérs que les parametres alimentés sont
cohérents avec les phénomenes observés. Les teampercie théoriques ainsi déterminés

pour le lit expansés sont moins adaptés que ceuk Ipalit fixe, mais restent proches des
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réels, indiquant que les échanges sont essentailetes mémes dans les deux types de

colonne, dans les conditions de travail utilisées.

La prise en compte de la variation de la porositiésde lit expansé peut modifier |égerement
. . - !1—8) , .
ces résultats, voire les améliorer. Le fact est par ailleurs beaucoup plus petit dans le
€

cas du lit expansé (diminuant de 0,8 en bas dennelqusqu’a 0,2 en haut) que dans le lit fixe
(normalement constant et égal a 1,5). Cela a comonséquence des vitesses de fronts qui
sont systématiquement plus élevées en lit expan&n dit fixe mais aussi une légeére
dissymétrie des courbes de percée en lit expanssquau la vitesse d'un front de
concentration varie avec la hauteur dans le l[fedgéimment selon la concentration. En effet, a
partir de l'isotherme de la Rubisco, il a été catéstque la vitesse d’'un front de faible
concentration triple sa valeur entre le bas etdet lde la colonne, alors que la vitesse d’'un

front de concentration élevée multiplie sa valear J5.

[ll. Cinétique de rétention

L’étude de la cinétique de rétention de Rubiscosdansupport Q Hyper Z a été initiée.
Compte tenu que I'on dispose d'un petit volume déiBco purifiée, un seul essai a été
réalisé. Il aurait fallu disposer d'une plus grangigantité de molécule pour déterminer
parfaitement les mécanismes cinétiques limitantewts parametres associés. La méthode
utilisée est le réacteur agité ou les particulesuj®port et la solution de Rubisco sont mises

en contact et la concentration de la Rubisco eutisol est mesurée a différents temps.

[1l.1. Principe de détermination des constantes ciétiques

Le transfert de la protéine jusqu’au support estcd@gi par plusieurs étapes, dont les plus
lentes sont en général les transferts externetetnm Le transfert de la molécule depuis la
solution jusqu’a la particule, a travers la coutihréte, est souvent négligé dans les réacteurs
agités, par considération des conditions hydrodygaes adéquates. La validité de cette
hypothése peut étre délicate lorsque le gradiembdeentration est tres faible (donc pour les
solutions diluées). Toutefois cette hypothése &sitant plus applicable que I'isotherme est
tres favorable, car dans ce cas la concentratisnpdatéines a l'interface reste trés faible
puisque la majorité se trouve fixée. Dans la plugas cas, les deux résistances restent du

méme ordre de grandeur et doivent étre prises mpteo[Fernandez et Carta, 1996].
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l11.1.1 Bilans

L'écriture et la résolution des bilans de matiéamslles deux phases en contact permet de
remonter aux parametres cinétiques caractéristigeeses phénomenes. Dans un réacteur

agité, les bilans s’écrivent :

Bilan sur une particule :

9_1 D E—Ia—(r2 Baﬂj Equation 1V-15
ot 2 or or
Condition initiale : t=0,9=0 Equation IV-16
Conditions aux limites : r = O‘Z—q =0 Equation IV-17
r
r=R, D, aq =k, ffc-c,) Equation IV-18
r

Bilan sur le liguide :

dC_ 3% Ve e )=-Ye Equation IV-19
dt R, V. VvV, dt
Condition initiale : t=0,C=¢ Equation IV-20

E] représente la concentration moyenne de protéams ¢ particule, Rle rayon de la

particule, \k le volume d’adsorbant, Vle volume de solution, e coefficient effectif de
diffusion de la protéine dans la particule gtekcoefficient de transfert externe. C etsGnt,
respectivement, les concentrations en protéineeau de la solution et dans la solution a
l'interface liquide-solide. En supposant I'équilidoeal entre les phases, la concentration en

phase liquide a I'interface peut étre reliée aolacentration fixée par l'isotherme d’équilibre :

QK [

Equation IV-21
1+ K G

g =
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Aux temps courts, la résistance au transfert egtest souvent dominante [Graham et Fook,
1982]. L'intégration de ces bilans conduit aux émues 1V-22 pour la concentration de la
protéine en solution et 23 pour la concentratioted&otéine dans le support :

£ expl - 3k, BVe 4 Equation IV-22

c, R, [V,

q= Vi o [ ax — 3K Ve 4 Equation IV-23
v, R, [V,

Ces deux expressions peuvent étre utilisées pderndi@er le coefficient de transfert externe

k: & partir des données expérimentales.

Pour des temps de contact plus longs, le tranisfieet-particulaire devient limitant. Dans ces
conditions, la concentration de protéine a I'ied des particules geut étre assimilée a la
capacité totale du support. L’équation IV-22 peuosiétre intégrée donnant I'équation 1V-24

[Helfferich, 1995], dont I'équation 1V-25 est unpmoximation [Helfferich et Pesselt, 1958].

- © 2 2

G- 81 g - KO Dagy Equation IV-24

Q IT° = k R;

a 2 2 3 \\|v/2 D, [ .

o h-expmn?(- c+ 096022 - 29203%)"*  avec 1= = Equation IV-25
p

Ainsi les coefficients ket Dy peuvent étre déterminés respectivement, par ajeste
paramétrique de I'expression IV-22 ou 1V-23 aux m@&es expérimentales d’adsorption de la
protéine en fonction du temps sur un intervalletel®ps tres court (ou la résistance au
transfert externe est dominante) et par ajustententl’équation IV-25 aux données
expérimentales sur des temps de contact beaucogplgigs (ou la résistance au transfert

interne est dominante).
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[11.1.2. Nombre de Sherwood

La détermination deslpeut aussi étre abordée par les aspects hydrodymesn par calcul du

nombre de Sherwood (Sh) a l'aide des corrélatienis dittérature.

K, Cd

5 P Equation IV-26

Sh=

Avec d, diametre moyen des particules et D le coefficidatdiffusion moléculaire de la

protéine dans la solution a dilution infinie.

Armenante et Kirwan (1989) ont mené une étude éermte transfert de matieére dans des
particules fines en suspension dans un réacteté. dgiurs données comprennent de larges
gammes de tailles de particules (de 6 a 427 prdg etombres de Schmidt (420 < Sc < 130
000) incluant ainsi les paramétres de nos expégeravec le support Q Hyper Z. La

corrélation empirique suggérée par cette étuder, padire le nombre de Sherwood dans les

réacteurs agités est :

—1/3

. mpzus B,
mn,

Sh=2+ 052 [Bc? Equation IV-27

Avec € puissance de l'agitation par unité de masse dudeyp, etn, masse volumique et

viscosité dynamique de la solution de protéine&Set LqED' nombre de Schmidt.
Plig

Selon Armenante and Kirwan (1989), la puissancéadggtation, €, est estimée a partir de

corrélations établies par Uhl et Grey (1966). Cedamation reste peu exacte, mais vu le
faible impact dee sur la valeur de Sh (équation IV-27), méme sréer sure est importante

la valeur de ksera trés faiblement affectée. De plus, pour déataons fortes,e varie trés

peu. La puissance d'agitation est souvent estinmée €50 et 450 cfrs® [Fernandez et

Carta, 1996]. Dans le cas de notre travail, on @is¢chl'utiliser pour nos calculs = 300

cnt.s®, comme valeur moyenne.
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[11.1.3. Coefficient de diffusion de la Rubisco solution a dilution infinie

Le coefficient de diffusion moléculaire de la Rutnigle luzerne est estimé a 2,9"k0r’.s*
[Tomimatsu, 1980, Hood et al., 1981]. Cette valairoehérente avec les valeurs qu’'on peut
trouver dans la littérature pour d'autres protéinEgn et Gusek (1990) ont recensé les
coefficients de diffusion moléculaires d’'un grarmimbre de protéines. On peut par exemple
citer a titre comparatif le coefficient de diffusionoléculaire de la myosine (dont la masse
moléculaire est proche de celle de la Rubisco =kil4) qui est de I'ordre de 2,9.1@n?.s?,
celui de la BSA (66 kDa) est de 5,7/16n7.s*, pour I'ovalbumine (44 kDa) il est de 7:10
cnt.s’et pour la-lactalbumine (16 kDa) D = 10.7Gn?.s*. Comme prédit par la théorie, il
apparait clairement que ce coefficient est plugépour les protéines de plus petite taille. On
pourrait ainsi s'attendre a ce que les parametesamsfert de la Rubisco soient plus faibles

gue ceux des protéines pré-citées (méme si celndéussi du solide considéré).

[1l.2. Protocole expérimental

La cinétique de la rétention de la Rubisco parulepsrt anionique Q Hyper Z est réalisée
dans des récipients fermés agités. Le principexdedthode consiste a mettre en contact une
masse précise de I'échangeur avec un volume dolumé dolution de Rubisco pure bien
caractérisée. Pour cela, le support est hydratiitet avant d’étre pesé. Plusieurs tubes
contenant la méme masse du support précisementie@imun volume précis de solution sont

préparés. La concentration en Rubisco de la solesb mesurée au bout d’'un certain temps.

La solution de Rubisco utilisée pour I'étude deil#étique de la rétention est préparée de la
méme maniere que celle utilisée pour la détermonade I'isotherme. En effet, cette solution
est obtenue par dilution (1:30) de la fraction Rebisco purifiée a partir du procédé
d’échange d’'ions en lit expansé (Chapitre lll, paaphe 1V.6.3). Les caractéristiques de la
solution de Rubisco pure ainsi obtenue avaient @&aésumées dans le tableau IV-1.

Les tubes sont mis sous agitation dans une tabledate, puis a chaque intervalle de temps,
I'agitation est arrétée, un tube est prélevé, kesxdphases sont séparées par filtration afin
d’arréter I'échange. Le temps d’arrét de I'agitatast minimisé a 8 secondes. L'absorbance a
280 nm est ensuite mesurée pour chaque solutitnéefil La cinétique d’adsorption est

terminée lorsque la valeur de I'absorbance a 28@ewent constante. La détermination de la
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concentration finale de la Rubisco en solution, réstlisée par une droite d’étalonnage

préalablement établie.

La solution de Rubisco étant purifiee, la mesurd’'alesorbance a 280 nm a été considérée
acceptable. Néanmoins, afin de valider cette hygsathcertains échantillons ont été analyseés
aussi par HPLC SEC.

[11.3. Résultats

[11.3.1. Observations générales

La figure IV-8 présente les résultats expérimentabtenus comme la concentration
adimensionnelle en solution G/€n fonction du temps. On constate d’abord quedsure de

la concentration de Rubisco en solution par spphttométrie et par analyse HPLC-SEC
donne le méme résultat, ce qui permet de validerdthode de mesure de I'absorbance a 280

nm pour le dosage de cette solution.

La figure V-8 montre par ailleurs que, globalemdigquilibre est atteint apres environ 5
heures de contact entre les deux phases, bieriéyadution reste trés faible aprés 150 min.
Enfin, on peut observer deux zones, jusqu’a envif@rminutes de contact, CJ@iminue

fortement, puis elle diminue plus lentement etlsle se stabiliser.

lm
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HPLC
06 =
@ A280nm

C/Co
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Figure IV-8. Evolution de la concentration de Rubiswec le temps dans un réacteur batch
en présence de I'échangeur Q Hyper Z a tempérainmgiante. Concentration initiale de
Rubisco en solution 2,2 gL Rapport Liquide/Solide 11 (v/v).
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CICO

[11.3.2. Estimation de ket Dy

La détermination des parameétres cinétiques a pdgtirdonnées expérimentales est d’abord
effectuée par ajustement paramétrique de la coexpérimentale de la cinétique d’échange
avec les équations 1V-22 et IV-25. Les résultatéotlques sont comparés aux valeurs

expérimentales dans la figure 1V-9.

L’équation IV-22 est utilisée pour déterminerlérs des premieres minutes de la réaction
d’échange (avant t = 40 min). Le coefficient densfart externe kainsi déterminé est de
2.10% cm.$* (+ 1.10%. Comme le montre la figure 1V-9a, au dela deesags I'évolution de

la concentration prédite par le modéle ne corregpduns au comportement réel.

La figure IV-9b montre par ailleurs les mémes risdalexpérimentaux exprimés, cette fois,
comme la quantité de Rubisco fixée par rapport éndximale, g/Q, en fonction du temps.
L’'ajustement de I'équation IV-25 a ces résultatardoun coefficient de diffusion effectifsD
de la Rubisco dans le support Q Hyper Z, de & tér.s* (+ 1.10).

® oo
o
(o
s ¢
s 3 ¢
T T o T T T
200 300 40C 0 100 200 300 400
Temps (min) Temps (min)

Figure 1V-9. Evolution de la fixation de Rubisco ldeerne sur le support Q Hyper Z avec le
temps. A gauche, évolution de la concentration elutisn. A droite, évolution de la
concentration fixée. Les traits continus ont éléudas a partir de I'équation IV-22 (a gauche)
pour les temps courts, et a partir de I'équatior2B/(a droite), pour les temps plus longs.
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L'utilisation de la corrélation du nombre de Sheodgermet de comparer la valeur de k
déterminée expérimentalement avec les travaux dansttérature. En considérant la
corrélation pour un réacteur agité fermé (équatv27), dans les conditions d’agitation
indiquées précédemment, on trouve une valeur; die Kordre de 6,2.10cm.s* (+ 1.10%.
L’incertitude est estimée pour des valeurs extrédeeta vitesse d’agitation, seul parameétre
qui n'est pas bien connu dans notre cas. La valetorique est dans le méme ordre de
grandeur que celle estimée par cette expérience.

Lorsqu’on compare les valeurs de & D; avec d’autres proposées dans la littérature on
observe gu’elles sont globalement inférieures. G&aplique probablement par la taille de la
Rubisco, plus grande que celle des molécules talgitnent étudiées. Par exemple,
Fernandez et Carta (1996) ont étudié les mécanidmésmnsfert de la BSA, I'ovalbumine et
la B-lactalbumine dans I'échangeur Q Hyper D. Cet éghanprésente une matrice différente
de celle de Q Hyper Z, mais remplie du méme polgm@iacrylate. Il est également

caractérisé par une distribution granulométriqudlaire a celle de Q Hyper Z.

Les coefficients de transfert externedstimés expérimentalement dans cette étude sont de
1,0.10° cm.s! pour la BSA, 1,9.18 cm.s* pour I'ovalbumine et 2,5.1dcm.s* pour lap-
lactalbumine. Ces résultats qui confirment l'infige de la taille de la molécule et donc du
coefficient de diffusion moléculaire sur lsont confirmés dans le cas de la Rubisco,

représentative d’une taille de protéine tres sepéei.

Par ailleurs, selon la méme étude, les coefficidetgliffusion effectifs de ces protéines ont
été estimés a 9.f0cn?.min™ pour la BSA, 15.18 cn?.min™ pour I'ovalbumine et 16.19
cn”.min™ pour lap-lactaloumine. Ces valeurs sont supérieures auiicestt de diffusion
effectif déterminé pour la Rubisco qui est plutét ltbrdre de 5.18° cn.min de part la
différence de taille. En effet les rapports, part@re, des coefficients de diffusion

moléculaire et effectif sont tout a fait similaires

V. Conclusions

La capacité de simulation des procédés en biog#para un double intérét. Outre
I'acquisition des connaissances et la compréherggsrmécanismes, le colt économique des
expériences avec des produits biologiques a haaitu ajoutée est tres élevé. Pour ces

raisons, la modélisation occupe une partie plusnportante de la littérature dédiée a ce type
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de probleme. Enfin, la modélisation nécessite umnagsance approfondie des interactions
établies entre les supports de séparation et ldécales d'intérét. Malheureusement, il est
trés difficile dans I'état de connaissances acdale caractériser ces interactions dans les
systemes biologiques réels, la plupart des travdeixmodélisation traitant des milieux

synthétiques, relativement simplifiés.

L'étude et la modélisation de I'équilibre et la &figque des interactions entre le support Q
Hyper Z et la protéine Rubisco ont été initiées. rRmla, un échantillon de Rubisco pure
fortement concentré obtenu par I'application ducpo® objet de ce travail a été utilisé. Les
résultats obtenus en terme d’isotherme d’adsorptmtamment, ont été comparés aux
résultats de rétention réelle déterminée par lagbes de percée dans des conditions

d’opération diverses.

L’isotherme d’échange d’ions déterminée dans uhgtisa de force ionique modérée (0,016
mol.L* NaCl) montre une affinité importante du supportmpta Rubisco. L'utilisation de
lisotherme de Langmuir conduit & des valeurs dpacié totale (220 g:t échangeur)

cohérentes avec la littérature. Le coefficientélectivité a été estimé a 21 [*.g

Une premiéere approche de modélisation a été inpige I'application de la théorie de
I'équilibre aux courbes de percée déterminées axpétalement, en lit fixe comme en lit
expanse. Les predictions des temps de percée delennd permettent pas de prédire les
temps de percée réels, et ce notamment dans Iésienges ou la concentration en sel de la
solution est similaire a celle dans laquelle I''sime a été déterminée.

L’application du méme modele avec une fonction cuedjue capable de rendre compte de la
rétention réelle de protéine dans les conditionpriicédé permet, comme c’est logique, une
bien meilleure représentation des temps de pefgéa. met en évidence le bienfondé de la
démarche, mais l'incapacité de l'isotherme a repries les interactions plus complexes du
systeme réel, sans que l'effet des sels apparaissme le plus important dans les conditions

de travail.

L’étude de la cinétique a conduit a des résultatg to fait cohérents avec ceux de la
littérature. La détermination d’'un coefficient dartsfert dans le film (a partir des résultats

obtenus lors des premieres minutes) est en colerantamment avec la corrélation
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d’Armenante et Kirwan (1989). Le rapport du coeéfit de diffusion effectif (calculé a partir
des résultats obtenus pour les temps longs) adiaernf de diffusion moléculaire de la
Rubisco est tout a fait dans le méme ratio que gawtres molécules.

Que ce soit pour I'équilibre ou pour la cinétigilene s’agit ici que des premiéeres valeurs

obtenues. Il est cependant intéressant de congiateres accords montrent un comportement

pour la Rubisco tout a fait équivalent a celui &'as molécules et ce malgré sa grande taille.
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CONCLUSION GENERALE
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Les protéines sont des polymeres naturels qui pewaxir des tailles, des structures et des
conformations trés complexes. Ces propriétés inflapt sensiblement leur comportement en
solution et les interactions gu’elles peuvent awiec différents composés, surtout quand

elles se trouvent dans un milieu brut en présenseednultitude d’autres espéeces.

Les extraits bruts végétaux sont caractériséseuarténeur élevée en protéines. Ces protéines
végétales présentent un grand intérét nutritiormais également industriel. Parmi ces
protéines, la Ribulose 1,5-biphosphate carboxybaygénase (Rubisco) est la plus abondante
et présente un potentiel de valorisation tres inambr Les procédés industriels de séparation
des protéines, en général, et de Rubisco en plégtica partir de leur milieu biologique brut
se confrontent souvent a des problémes de codfgrgiacts environnementaux compte tenu
du grand nombre d'étapes. Par conséquent, la miseurre de procédés de séparation mieux

adaptés a ces milieux présente un grand intérét.

La chromatographie d’échange d’ions est 'un desguiés les plus utilisés pour la séparation
des protéines, ou d’autres biomolécules préalabiepré-purifiées, de part sa sélectivité et sa
capacité a traiter des volumes importants. Néansndiapplication de ce procédé a des

milieux biologiques complexes reste délicate contpteu de la grande variété d’especes
présentes dans le milieu, y compris les particsl@gles pouvant colmater la colonne. La

mise en ceuvre de la chromatographie d’échangesd&ariit expansé permet depuis quelques
années de combiner dans une seule opération [esséda clarification, de concentration et de
purification par la capture directe des biomolésude partir de milieux bruts. Cependant,

comme la chromatographie en lit fixe, celle-ci eesbnfrontée a d’autres limitations dues a la
complexité du milieu, et la compétition des diffétes biomolécules (et éventuellement des

solides) du milieu pour le support.

La déshydratation industrielle de certaines bioeasggétales, comme la luzerne, génere des
guantités de jus importantes dans lesquels lesutenen biomolécules, telles que les
polyphénols, les pigments, les vitamines ou legémes, sont élevées. La récupération
actuelle des protéines a partir de ces jus néeephilsieurs étapes caractérisées par une
consommation énergétique et impact environnememglortants. Dans ce travail la
séparation sélective de la Rubisco a partir du dasluzerne industriel centrifugé par

chromatographie d’échange d’ions a été étudiéetuti®® de ce procédé a été réalisée en
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colonne en lit fixe et en lit expansé. Pour compée deux modes de contact, les particules

solides présentes dans le jus ont été préalableattiamnibées par centrifugation.

De part la complexité de la composition du milieujus de luzerne industriel a été dans un
premier temps caractérisé par des méthodes anagtigouramment utilisées dans la
littérature pour déterminer ses propriétés physhimiques générales telles que le pH, la
conductivité ou la teneur totale en azote, progemgrophiles et hydrophobes. Par ailleurs, il
a été necessaire de mettre au point des méthodesicpes a l'identification et la mesure de
la Rubisco dans ce milieu, mais également toubag des étapes du procédé de séparation.
Ainsi, une méthode d’analyse qualitative et quatitie de la Rubisco par HPLC d’exclusion
stérique a été mise au point. La colonne KW804 p#ant I'analyse des protéines dans une
large gamme de taille a été utilisée. Cette méthddematographique a été couplée a
I'électrophorese SDS-PAGE afin d'identifier le pioorrespondant a la Rubisco par
identification de ses sous-unités dans les échamdil Une droite d’étalonnage, validée sur
différents milieux et sur 2 types de Rubisco, axperde déterminer la concentration de la

protéine dans les différents essais réalisés.

La mise en ceuvre du procédé d’échange d’ions poséparation de la Rubisco a nécessité
des tests préliminaires. En effet, la charge néééda Rubisco dans son milieu d’origine
n’était pas évidente a prédire car le pH du ju# ét@s proche du point isoélectrique de la
Rubisco de luzerne donné dans la littérature. €sfs tont conduit a choisir un échangeur
d’anions, le support Q Hyper Z. Caractérisé paetaplissage de la porosité interne d'un gel
d’acrylate, cet échangeur est connu pour conduitesecapacités importantes de travail et une
tres bonne affinité pour les protéines. Par ailesa matrice a base d’oxyde de titane assure

une masse volumique élevée, nécessaire a I'apphcan lit expansé.

Des études d’équilibre et cinétigue d’échange détigitiées a partir d’'une fraction de
protéine produite dans ce travail, en réacteur éelre milieu alors purifié ne contient que la
protéine et une concentration en NaCl de I'ordr® @46 M (1,02 mS.cH). Les paramétres
de I'’équation de Langmuir déterminés pour l'isothe sont Q =220 gitet K = 21 L.¢". La
rétention de Rubisco dans le support correspond donne isotherme trés favorable, et ce
malgré la taille de la molécule. L’étude de la tiopde a conduit & des résultats cohérents avec
ceux de la littérature. La détermination d’un cméfht de transfert dans le film (a partir des

résultats expérimentaux obtenus lors de premieresites) est en cohérence avec la
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corrélation d’Armenante et Kirwan. Le rapport dwefficient de diffusion effectif (calculé a

partir des résultats expérimentaux obtenus pouehaps longs) par le coefficient de diffusion
moléculaire de la Rubisco est tout a fait danséenearatio que pour d’autres protéines. Ainsi,
alors qu'un effet de limitation stérique plus imj@ot aurait pu étre constaté pour cette

protéine du fait de sa grande taille, cet effetpda été souleve.

Pour les deux modes de contact étudiés (lit fidé ekpansé), I'effet de la dilution du milieu
sur le procédé a été analysé. Deux gammes difegete¢ travail ont été définies, pour
I'utilisation en lit fixe et en lit expansé, aveesdplages communes de travail, servant de
référence : alors que le lit expansé accepte deditcans diverses de travail mais utilise des
capacités de production plus grandes, le lit fige lenité par le besoin d'utilisation des
solutions de faible viscosité. Les courbes de meotdenues expérimentalement pour chacune
des dilutions ont montré une allure peu communepélier correspondant a une solution en
sortie de la colonne d’'une concentration en Rubisenviron 75% de celle de l'alimentation

a été constaté pour toutes les expériences. Cétatéswet en évidence des mécanismes
relativement complexes de rétention, qui peuvestltér sirement des aspects cinétiques
(coefficient de diffusion effectif faible) mais dgment d’'une certaine affinité de la résine
pour la Rubisco, par rapport a I'ensemble des caanus capables de se fixer. De fait, lors de
I'obtention du palier, la seule espéce se fixaniesgupport semble étre la Rubisco.

D’un point de vue du procédé de séparation, leslteds des expériences de charge ont
démontré qu’en absence de particules solides les mi@des de contact permettent de traiter
le jus avec une capacité dynamique de rétentiof% dimilaire, méme si cette capacité de
rétention est supérieure en lit fixe. Ces résulbatsdémontré ainsi que malgré la complexité
du milieu et sa conductivité, les capacités dynamsga 10% obtenues étaient dans le méme
ordre de grandeur que celles trouvées dans laraliti®e. Néanmoins, cette capacité
dynamique diminue plus nettement lorsque le jusétest brut (donc non dilué). Ainsi, une
étape de dilution du jus avant son traitement @iuétre envisagée dans le procédé, comme
c’est souvent proposé dans la littérature, maissile possible de traiter le jus non dilué avec

une capacité dynamiquerrecte.

L’étape de I'élution a montré que la récupératienla Rubisco fixée est facilement réalisée
par une solution de chlorure de sodium & 0,5 niol.La réduction de la vitesse

d’alimentation de I'éluant a permis la récupératitenla totalité de la Rubisco fixée dans des
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volumes réduits. Le procédé a ainsi permis de curmele jus initial jusqu’'a 21 fois. Les
fractions produites sont également caractériséespdegré de pureté tres supérieur a celui
de la Rubisco (d’épinard) actuellement commerdaalis

Globalement, le procédé de séparation a été ttesfassant puisqu’il a permis la production
d’'une solution concentrée et trés pure de Rubi€spendant, une optimisation de I'étape
d’élution (concentration de la solution de chlordeesodium) et du fractionnement de I'éluat
a la sortie de la colonne permettrait une meillenaétrise de la pureté des fractions produites.
Outre la pureté de ces fractions, la caractérisaji@litative des fractions pures produites par
le procédé chromatographique d’échange d’ions pdudtre complétée. En effet, il serait
intéressant de vérifier si I'activité biologique ¢ Rubisco purifiée est préservée, ce qui
assure des voies d’application industrielle plugrgssantes. Dans cette étude plusieurs
protocoles de dosage de I'activité enzymatiqueadeubisco ont été testés mais aucun n’'a pu
étre validé sur la Rubisco commerciale, de marhe que I'activité de la protéine produite
n'a pas pu étre non plus déterminée. Des travank esxcore en cours afin de vérifier cette

activité.

L'impossibilité d’identifier et caractériser toutkss interactions possibles entre le milieu et le
support a conduit a proposer une premiére anahgariue du procédé simple, basé sur le
modele de la théorie de I'équilibre. L’adéquati@nl’'dsotherme d’équilibre a la prédiction des

temps de percée a ainsi été étudiée, montrantésdedtats en net décalage par rapport aux

résultats expérimentaux. Ce méme modele appliquéeéfonctionq=f(C)déterminée a

partir des courbes de percée a donné une meile@diction des temps de percée. La logique

de ces résultats a permis donc de valider la démaarc

Les perspectives de ce travail sont trés nombre@asipte tenu de la complexité de ces
systemes, de nombreux parameéetres restent a étuchhenme Ieffet dissocié de la

concentration, la présence des sels et la préskaatees biomolécules. Connaitre I'effet de la
présence des particules dans le milieu (qui apfttaussi une charge complémentaire des
biomolécules qu'y sont souvent associées) sur tcéué serait intéressant, bien que
l'utilisation d’'une étape de centrifugation préaéalsemble tout a fait acceptable. Des
considérations économiques et environnementalesrgpent aussi étre utilisées afin de

déterminer I'intérét éventuel de la dilution du axsant son traitement.
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Les travaux réalisés avec la résine Q Hyper Z ontait systématiquement a des résultats
proches de la Q Hyper D, moyennant les différeprepres aux protéines étudiées. Il parait
ainsi intéressant de vérifier si effectivement leamportement vis-a-vis de la rétention des
protéines est similaire, au quel cas, les diffeesnespérées entre un procédé en lit fixe et un
procédé en lit expansé appliqués au méme miliewniesgr uniguement d'ordre

hydrodynamique.

La modélisation des systemes biologiques réels testles aspects les plus difficiles, non pas
a cause des modéles en soit, mais de part lauliivoire I'impossibilité d’accéder aux
parametres de ces modéles dans les conditionegékds procédés. Il faut ainsi les considérer
avant tout un outil pour la compréhension, plus de® outils d’optimisation ou de prédiction

des procédeés industriels

Enfin, vu la capacité du procédé étudié a concerdteproduire la protéine, I'étude du
changement d’échelle apparait réellement intéréssaes considérations hydrodynamiques
seront alors d’une plus grande importance camilderait intéressant de réaliser la charge en

lit expanseé et I'élution en lit fixe.
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Annexe 1

Observations générales des interactions du jusuderrde avec I'échangeur
d’ions

e Cas de I'’échangeur anionique

Légende

1: Q Hyper Z avant contact avec le jus

2 : Jus de luzerne reconstitué

3 : Q Hyper Z filtrée apres 2 heures de contact &¥¢us

4 : Fraction obtenue aprés 1 heure de contact kenstgpport chargé et une solution NaCl 0,5

mol.L?

» Cas de I'échangeur cationique

1 2 3 4

Légende

1 : Jus de luzerne reconstitué

2 : CM Hyper Z avant contact avec le jus

3 : Fraction obtenue aprés 1 heure de contact Ensugpport chargé et une solution NaCl 0,5
mol.L*

4 : CM Hyper Z filtrée aprés 2 heures de contaetde jus
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Annexe 2

Représentation de la concentration en bleu de Bexn fonction de
I'absorbance a 220 nm
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Résumé

Les milieux biologiques bruts, provenant des opénatde transformation de biomasse sont souvent
caractérisés a la fois par leur caractére pollgnpar un potentiel de valorisation important. Le
développement de procédés adaptés au traitemeatsdmilieux complexes présente ainsi beaucoup
d'intérét. Les jus verts générés par la déshydostale la luzernelMedicago Sativasont caractérisés
par une forte teneur en protéines. Outre leur vabedritionnelle importante, ces protéines ont des
applications potentielles dans plusieurs domainesamment environnemental de part leur teneur
élevée en Ribulose 1,5 Bisphosphate Carboxylased@ey (Rubisco), enzyme responsable de la
fixation du CQ chez les plantes. Dans ce travail la séparati@ctdée de la Rubisco a partir du jus de
luzerne industriel centrifugé par chromatographiéciiange d'ions a été étudiée. Dans un premier
temps une méthode d’analyse qualitative et quaintta été mise au point pour la détection et la
quantification de la Rubisco en solution et aiessliivi du procédé de séparation. Dans un deuxiéme
temps, le procédé de séparation a été étudié enraml en lit fixe et en lit expansé, en utilisant |
support échangeur d’anions Q Hyper Z et I'effetaddilution du milieu sur la capacité dynamique du
procédé a été analysé dans les deux cas. Lesatésalitenus ont montré que les deux modes de
contact permettent d’avoir des capacités dynamigigesétention du méme ordre de grandeur que
celles de la littérature. Apres élution, la Rubisc@té concentrée jusqu'a 21 fois et les fractions
produites étaient caractérisées par un grand digynéureté. Par ailleurs, des études d’équilibre et
cinétiqgue d’échange ont été initiées dans ce trataint démontré que malgré la taille importarge d
la protéine d'intérét (560 kDa) les limitationsri@es a son transfert ne sont pas plus importantes
dans le cas de protéines plus simples et pluepetitque le support Q Hyper Z présente effectimeme
une grande affinité pour la protéine. Enfin unenpege approche théorique a été conduite pour la
compréhension des interactions entre la protéiliéattangeur dans ce milieu complexe. Elle a permis
de confirmer l'importance de la prise en comptdadprésence d’autres biomolécules dans le milieu
sur la rétention de la Rubisco, peut étre mémequliescelle des sels.

Mots-clés :Procédés chromatographiques, Echange d’ions, paresé, Rubiscdvilieu brut, Milieu
complexe, Valorisation sous-produits agricoles

Abstract

Biological raw material derived from bio-refinerygeesses, is often considered a source of pollution
but it seems also to be a promising alternativgdtential material recovery. The development of
suitable processes for handling such complex bicébgnaterial has so many concerns. Green juice
produced from mechanical dehydration of Alfalfdedicago sativais an excellent source of protein
with high nutritional quality. Ribulose-1,5-bisplpdste carboxylase oxygenase (Rubisco) is the most
abundant protein in the green juice, with potengigplications in many fields, such as human
nutrition, pharmaceuticals, environmental... The aifrthis study is to isolate and recover Rubisco
produced from an industrial alfalfa green juice,idmy exchange chromatography process. First of all,
a gualitative and quantitative analytical methods wlaveloped to provide reliable information about
Rubisco content monitoring in the separation precés a second step, the separation process was
performed in fixed and expanded bed, using therea@i@hanger Q Hyper Z. In both cases, the effect
of the dilution of the green juice on the dynamapacity of the columns was studied. The results
showed that the dynamic capacity retention waslairm both columns to those reported in literature
After elution step, Rubisco was concentrated 2leginand produced with high level of purity.
Furthermore, kinetic of ion exchange study wasatetl. Despite the large size of the protein (560
kDa), steric limitations to mass transfer were mety significant when compared to those of
conventional small proteins. The support Q Hypeshowed an excellent affinity for the protein
recovery. Finally, a first theoretical investigatibas been conducted for understanding the retentio
mechanism between the protein and the separatiamnoThis study shows the importance of taking
into account the presence of other bio-moleculesder to perform the retention of Rubisco, perhaps
even more than that of salts.

Keywords: Chromatographic processdsn exchange, Expanded bed, Rubisco, Crude extract,
Complex medium, Agro-food by-product recovery
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