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Abréviations 

aa : acide aminé 

AA : absorption atomique 

AH : acide hyaluronique  

BHI : brain heart infusion 

BSA : bovine serum albumin 

CES : Đhƌoŵatogƌaphie d’eǆĐlusioŶ stĠƌiƋue  

CTAB : bromure de cétrimide ammonium 

CTACL : chlorure de cétrimide ammonium 

CTM : méthode turbidimétrique au bromure de cétrimide ammonium 

DF diafiltration  

DF : diffusion de la lumière  

DV : diavolume 

FCV : facteur de concentration volumique  

G’ : module conservatif  

G’’ : module dissipatif 

HasA : hyaluronate synthétase 

ICP-AES : speĐtƌoŵĠtƌie d’ĠŵissioŶ paƌ plasŵa à speĐtƌoŵĠtƌie d'ĠŵissioŶ atoŵiƋue 

IR : indice de réfractométrie  

Mw : poids moléculaire (molecular weight) 

NaCl : chlorure de sodium 

PD : pression différentielle  

PE : pƌessioŶ d’eŶtƌĠe 
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PEO : polyéthylène glycol 

PES : polyéthersulfone 

PTM : pression transmembranaire  

PVDF : fluorure de polyvinylidène  

SDS : dodécyl sulfate de sodium  

TCA : acide trichloroacétique  

TR : taux de rétention 

UF : ultrafiltration 

VI : viscosité intrinsèque  
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Nomenclature  

A0 : surface de la membrane (m2)  

BZ : perméabilité de la couche (m.s-1) 

C : concentration dans le rétentat (g.l-1) 

C0 : concentration initiale (g.l-1) 

C0 : concentration initiale moyenne en solutés (kg.m-3),  

Cm : concentration à la membrane (g.l-1) 

CP : concentration de particules dans le perméat (g.l-1)  

CR : concentration de particules dans le rétentat (g.l-1) 

D : coefficient de diffusion du soluté (m2.s-1) 

d : diamètre de particule (m) 

dp : chute de pression du filtrat (Pa) 

dU/dy : gradient transversale de vitesse (s-1) 

dz : épaisseur (m) 

E : efficacité de séparation (-)     

 ed : épaisseur du dépôt (m) 

J : flux de perméat (µm.s-1) 

K et α : constantes de Mark Houwink 

K : coefficient de transfert du soluté (m.s-1) 

Kf et n : ĐoŶstaŶtes de l’ĠƋuatioŶ de FƌeudliĐh ;-) 

KL : constante de Langmuir (-) 

m : ŵasse d’adsoƌďaŶt ;gͿ 

 mAH : ƋuaŶtitĠ d’AH apƌğs puƌifiĐatioŶ ;kgͿ 
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mAH0 : ƋuaŶtitĠ d’AH aǀaŶt puƌifiĐatioŶ ;kgͿ 

mtotal : ŵasse du ŵilieu ĐoŶteŶaŶt l’AH ;kgͿ 

 MW : poids moléculaire (Da)  

n : caractérise le modèle de filtration 

P : pƌessioŶ à l’ĠƋuiliďƌe ;PaͿ  

P0 : pression de vapeur saturante (Pa) 

PA : pƌessioŶs d’aliŵeŶtation (PA)  

PR : pression dans le rétentat (PR) 

PR : productivité (mg.m-1.s-1) 

Q : ƋuaŶtitĠ de ŵolĠĐules adsoƌďĠes paƌ uŶitĠ de ŵasse d’adsoƌďaŶt ;g.g-1) 

Qmon : quantité de molécules nécessaire pour former une monocouche par unité de masse 

d’adsoƌďaŶt ;g.g-1) 

Qp = débit de perméat en (µm3.mn-1) 

R : taux de rétention (-) 

rω² : accélération centrifuge (m.s-2) 

t : durée de filtration (s) 

Uz : flux de filtrat (m.s-1)     

v : ƋuaŶtitĠ d’adsoƌďat fiǆĠe à la pƌessioŶ P ;Đŵ3 TNP par gramme (22414 cm3 TNP = 1 mole) 

V0 : volume initial de rétentat (m3) 

VI : viscosité intrinsèque en (m3.kg) 

Vm : capacité de la monocouche (cm3 TNP.g-1)  

 Vw : ǀoluŵe total d’eau ajoutĠ ;ŵ3) 

WZ : masse de gâteau (kg) 

X : quantité de molécules adsorbées sur charbon actif (g)  
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Symboles grecs 

∆ϕ : différence de masse volumique (kg.m-3)      

PHA : puƌetĠ de l’AH ;%Ϳ 

 αZ : résistance spécifique (s.kg-1.m-1) 

β : ĐoŶstaŶte d’ĠƌosioŶ pƌopƌe à la suspeŶsioŶ ;-)   

δ : épaisseur de la polarisation de concentration (m) 

η : viscosité dynamique (Pa.s)  

ηa : viscosité apparente (Pa.s) 

ηHA : rendement en acide hyaluronique  

σ : ĐoŶduĐtiǀitĠ ;“.Đŵ-1) 

τ : contrainte de cisaillement (Pa) 

τc : ĐoŶtƌaiŶte ĐƌitiƋue d’ĠƌosioŶ ;PaͿ 

τW : contrainte de cisaillement à la paroi (Pa)  

 ϒ : gradient transversal de vitesse (s-1) 

ϕd : masse volumique du dépôt (kg.m-3) 

Ω : section unitaire de gâteau (m2) 
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32 
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34 
 

35 Pente de la droite = - 0,93 [Cl- (M)] + 0,51 

36 

 

37 Y = 6,24 X1 + 3,20 X2 - 9,57 X3 + 48,04 

38 Y = 0,07 X1 + 0,04 X2  - 0,13 X3 + 1,58 

39  
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Charged microsolutes( ) = dry matter( ) - HA( ) + aa / peptides( )( )
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48 Y1 = 95,9 + 49,7 X1 

49 Y2 = 65,0 + 35,2 X1 – 8,5 X2 + 10,2 X3 
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L'acide hyaluronique (AH) est un polymère linéaire non branché appartenant à la famille des 

glǇĐosaŵiŶoglǇĐaŶes. Il est ĐoŶstituĠ de la ƌĠpĠtitioŶ d’uŶe uŶitĠ diholosidiƋue ;aĐide β-D-

glucuronique-(1-3)- β-D-N-acétylglucosamine), liés entre eux par des liaisoŶs glǇĐosidiƋues β-1,4. Le 

Ŷoŵďƌe d’uŶitĠs ĐoŶstituaŶt l’AH Ŷ’est pas fiǆe Đe Ƌui ĐoŶduit à uŶe gaŵŵe de tailles d’AH tƌğs 

étendue (70 kDa à 4 MDa). Ce polyoside de haute valeur ajoutée est utilisé dans le domaine de la 

santé du fait de ces intéressantes pƌopƌiĠtĠs ŵĠĐaŶiƋues et ďiologiƋues ŵais aussi Ƌu’il est ŶoŶ 

immunogène. Il est ainsi utilisé en ophtalmologie, en otolaryngologie et en chirurgie orthopédique, 

ƌhuŵatologiƋue et plastiƋue. La diǀeƌsifiĐatioŶ des appliĐatioŶs de l’AH est le ƌeflet d’uŶ marché en 

pleiŶe eǆpaŶsioŶ ;ϭϬ %/aŶ seloŶ MilleŶŶiuŵ ReseaƌĐh GƌoupͿ. Le ŵaƌĐhĠ de l’AH est estiŵĠ à 

eŶǀiƌoŶ ϭ ŵilliaƌd d’euƌos eŶ ϮϬϭϰ. 

IŶitialeŵeŶt, l’AH Ġtait issu d’uŶe eǆtƌaĐtioŶ à paƌtiƌ de Đƌġtes de ĐoƋ. NĠaŶŵoiŶs, des pƌoďlğŵes 

règlementaires dus auǆ ƌisƋues de ĐoŶtaŵiŶatioŶs ĐƌoisĠes assoĐiĠes à l’utilisatioŶ de l’AH d’oƌigiŶe 

aŶiŵale daŶs le doŵaiŶe ďioŵĠdiĐal oŶt ĐoŶduit au dĠǀeloppeŵeŶt d’uŶe pƌoduĐtioŶ paƌ ǀoie 

ŵiĐƌoďieŶŶe ;stƌeptoĐĐoƋues du gƌoupe A et CͿ Ƌui pƌĠseŶte, eŶ outƌe, l’aǀaŶtage de s’adapteƌ plus 

faĐileŵeŶt à la deŵaŶde ĐƌoissaŶte eŶ AH. L’AH aiŶsi pƌoduit se tƌouǀe, d’uŶe paƌt, eŶ solutioŶ daŶs 

uŶ ŵilieu de pƌoduĐtioŶ et, d’autƌe paƌt, assoĐiĠe à la Đellule ĐoŵposaŶt la Đapsule. 

L’AH pouƌ des appliĐatioŶs daŶs le doŵaiŶe ďioŵĠdiĐal doit pƌĠseŶteƌ d’uŶe paƌt uŶe puƌetĠ ĠleǀĠe 

et d’autƌe paƌt gaƌaŶtiƌ uŶe taille ĠleǀĠe des AH. Les Ŷoƌŵes de la phaƌŵaĐopĠe euƌopĠeŶŶe soŶt 

très restrictives sur de nombreux critères (aspect, pureté, viscosité intrinsèque, concentration en fer, 

plomb, chlorure, endotoxine, acides nucléiques et protéines). Développer un procédé de purification 

Ƌui peƌŵet d’atteiŶdƌe Đes Ŷoƌŵes, est Đoŵpleǆe. A Đette diffiĐultĠ, s’ajoute des ĐoŶtƌaiŶtes liĠes à la 

taille des AH. Les gƌaŶdes tailles d’AH soŶt à l’oƌigiŶe de Đontraintes rhéologiques importantes qui 

peuvent entraver les méthodes séparation. De plus, le maintien de ces tailles élevées doit être 

garanti car celles-ci sont le témoin de la conservation de ses propriétés biologiques.  

L’oďjeĐtif de Đette thğse est de pƌoposeƌ uŶ eŶĐhaîŶeŵeŶt d’opĠƌatioŶs et de ĐoŶditioŶs opĠƌatoiƌes 

peƌŵettaŶt uŶe puƌifiĐatioŶ de l’AH de gƌande taille à paƌtiƌ d’uŶ ŵilieu de pƌoduĐtioŶ. Pouƌ Đela, 

quatre étapes sont nécessaires : la sĠpaƌatioŶ / eǆtƌaĐtioŶ de l’AH assoĐiĠ auǆ paƌois ďactériennes, la 

sĠpaƌatioŶ des Đellules du ŵilieu ĐoŶteŶaŶt l’AH, la puƌifiĐatioŶ de l’AH du ŵilieu de Đultuƌe et la 

staďilisatioŶ de l’AH sous foƌŵe sğĐhe. Le ŵaiŶtieŶ de la taille des AH deǀƌa ĠgaleŵeŶt ġtƌe gaƌaŶti. 

La ĐaƌaĐtĠƌisatioŶ de l’AH et le suiǀi de la ĐoŵpositioŶ des solutioŶs d’AH au Đouƌs du pƌoĐĠdĠ de 

purification sont essentiels pour la détermination des performances de chaque étape du procédé et  

pour vérifier que le produit fini est conforme aux normes de la pharmacopée européenne. 
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Néanmoins ĐeƌtaiŶes d’eŶtƌe elles Ŷe soŶt pas appliĐaďles eŶ ŵĠlaŶge Đoŵpleǆe. Deuǆ ŵĠthodes 

seront développées : la méthode turbidimétrique au bromure de cétyltriméthylammonium (CTM) et 

la Đhƌoŵatogƌaphie d’eǆĐlusioŶ stĠƌiƋue assoĐiĠe à uŶ sǇstğŵe de ŵulti-détection (CES-Multi-

dĠteĐtioŶͿ. La pƌeŵiğƌe ŵĠthode doit peƌŵettƌe de ƋuaŶtifieƌ l’AH et la seĐoŶde, la dĠteƌŵiŶatioŶ de 

la taille. Ces méthodes auront pour but de se substituer aux méthodes de référence (quantification  

de l’AH au Đaƌďazole et dĠteƌŵiŶatioŶ de la taille par mesure de la viscosité intrinsèque) non 

applicables en milieu complexe. La première partie de la thèse sera destinée au développement des 

ŵĠthodes de suiǀi de l’AH eŶ ŵilieu Đoŵpleǆe. 

La seĐoŶde paƌtie seƌa dĠdiĠe à l’Ġtude de diffĠƌeŶtes opérations unitaires composant le procédé de 

purification.  

AiŶsi, la pƌeŵiğƌe Ġtape uŶitaiƌe auƌa pouƌ oďjeĐtif de sĠpaƌeƌ la Đapsule d’AH des Đellules. Celle-ci 

peut ĐoŶteŶiƌ jusƋu’à ϮϬ % de l’AH total ;Goh, ϭϵϵϴͿ. Deuǆ tƌaiteŵeŶts d’eǆtƌaĐtioŶ seƌoŶt Ġǀalués : 

uŶ tƌaiteŵeŶt au dodĠĐǇlsulfate de sodiuŵ et à l’aĐide tƌiĐhloƌaĐĠtiƋue. L’appliĐatioŶ de Đes 

tƌaiteŵeŶts peƌŵet de ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe le ƌappoƌt de l’AH liĠ paƌ ƌappoƌt à Đelui liďƌe. Ce ƌappoƌt 

ĐoŶduiƌa à de statueƌ suƌ la ŵise eŶ plaĐe ou ŶoŶ d’uŶ tƌaiteŵeŶt d’eǆtƌaĐtioŶ daŶs le pƌoĐĠdĠ. 

La deuxième étape du procédé est la séparation des cellules du milieu de culture. Deux méthodes ont 

été envisagées : la microfiltration tangentielle et la filtration frontale. 

L’Ġtape de puƌifiĐatioŶ de l’AH ;tƌoisième étape) qui consistera à éliminer les composants du milieu 

de Đultuƌe afiŶ d’atteiŶdƌe le Ŷiǀeau de puƌetĠ ƌeƋuis seƌa eŶsuite ĐoŶsidĠƌĠe. DaŶs la littĠƌatuƌe, les 

pƌoĐĠdĠs les plus utilisĠs soŶt l’ultƌafiltƌatioŶ / diafiltƌatioŶ et la pƌĠĐipitatioŶ de l’AH eŶ solǀaŶt 

organique. La précipitation en solvant organique est très consommatrice en solvant puisque des 

précipitations successives sont nécessaires pour atteindre le degré de pureté requis par la 

pharmacopée européenne. Par conséquent, les techniques de séparation membranaires seront 

pƌĠfĠƌĠes du fait Ƌu’elles Ŷ’utiliseŶt Ƌue de l’eau Đoŵŵe seul solǀaŶt. DaŶs uŶ pƌeŵieƌ teŵps, 

l’iŶflueŶĐe des ĐoŶditioŶs opĠƌatoiƌes d’ultƌafiltƌatioŶ ;pƌessioŶ tƌaŶsŵeŵďƌaŶaiƌe, dĠďit 

d’aliŵeŶtatioŶ, ĐoŶĐeŶtƌatioŶ et taille d’AH et seuil de ĐoupuƌeͿ seƌa eǆaŵiŶĠe afiŶ de ŵettƌe eŶ 

évidence les conditions favorisant le rendement et la productivité. Puis dans les conditions 

opĠƌatoiƌes aloƌs dĠfiŶies, l’aĐtioŶ de la diafiltƌatioŶ seƌa ĠtudiĠe. La ŵodĠlisatioŶ du ƌeŶdeŵeŶt, de 

la  puƌetĠ et de la pƌoduĐtiǀitĠ ƌepƌĠseŶteƌoŶt uŶ eŶjeu ŵajeuƌ daŶs Đette Ġtude. L’outil pƌoposĠ 

deǀƌa ġtƌe appliĐaďle à diǀeƌs ŵilieuǆ pouƌ faĐiliteƌ l’ageŶĐeŵeŶt des Ġtapes du pƌoĐĠdĠ. EŶ fiŶ de 

diafiltration, les molécules, du milieu de culture, résiduelles devront être identifiées et, pour les 

« polluantes », leur élimination sera envisagée par adsorption sur charbon actif. Les cinétiques et les 

isotheƌŵes d’adsoƌptioŶ seƌoŶt, daŶs uŶ pƌeŵieƌ teŵps, Ġtaďlies pouƌ deuǆ tǇpes de ĐhaƌďoŶ aĐtif. 

Puis, l’iŵpaĐt des paƌaŵğtƌes phǇsiĐo-ĐhiŵiƋues ;teŵpĠƌatuƌe, foƌĐe ioŶiƋue et pHͿ suƌ l’adsoƌptioŶ 
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seƌa dĠteƌŵiŶĠ. Les isotheƌŵes Ġtaďlies eŶ ĐoŶditioŶ faǀoƌaďle d’adsoƌptioŶ pouƌƌoŶt, paƌ la suite, 

ġtƌe utilisĠes pouƌ tƌouǀeƌ uŶ Đoŵpƌoŵis eŶtƌe l’aǀaŶĐeŵeŶt de la diafiltration et la quantité de 

charbon actif à ajouter.  

La deƌŶiğƌe Ġtape du pƌoĐĠdĠ ĐoŶsisteƌa eŶ uŶe opĠƌatioŶ de sĠĐhage de l’AH. La foƌŵe ĐlassiƋue de 

l’AH ĐoŵŵeƌĐialisĠ est uŶe poudƌe ou uŶe stƌuĐtuƌe fiďƌeuse. Les ŵĠthodes de sĠĐhage les plus 

utilisĠes soŶt la lǇophilisatioŶ et le sĠĐhage de l’AH eŶ Ġtuǀe apƌğs pƌĠĐipitatioŶ eŶ solǀaŶt 

oƌgaŶiƋue. La pƌĠĐipitatioŶ de l’AH à l’ĠthaŶol est uŶe souǀeŶt ƌĠalisĠe eŵpiƌiƋueŵeŶt et est peu 

ŵaitƌisĠe. L’Ġtude des paƌaŵğtƌes de pƌĠĐipitatioŶ ;pH, foƌĐe ionique, titre en éthanol) permettra 

une optimisation de cette étape.  

L’aŵĠlioƌatioŶ des peƌfoƌŵaŶĐes de sĠpaƌatioŶ, d’uŶ ĐôtĠ, paƌ le Đhoiǆ des ĐoŶditioŶs opĠƌatoiƌes 

adĠƋuates et, de l’autƌe, paƌ l’ageŶĐeŵeŶt appƌopƌiĠ des opĠƌatioŶs uŶitaiƌes deǀƌoŶt permettre de 

pƌoposeƌ uŶ pƌoĐĠdĠ peƌfoƌŵaŶt de puƌifiĐatioŶ de l’AH de gƌaŶde taille ƌĠpoŶdaŶt auǆ eǆigeŶĐes de 

la pharmacopée européenne (Figure 1). 

 

Figure 1. Schéma illustrant la démarche globale de la thèse 

Afin de mieux comprendre les choix stratégiques qui seront réalisés dans cette thèse, une partie 

bibliographique sera présentée dans la partie 1 suivante.  
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2.1 L’acide hyaluronique 

2.1.1 Structure de l’AH 

L’AH est uŶ polǇŵğƌe ĐoŶstituĠ de la ƌĠpĠtitioŶ d’uŶ diŵğƌe d'aĐide D-glucuronique et de D-N-

aĐĠtǇlgluĐosaŵiŶe, liĠs eŶtƌe euǆ paƌ des liaisoŶs glǇĐosidiƋues alteƌŶĠes β-1,3 et β-1,4 (Weissmann 

et Meyer, 1954) (Figure 2Ϳ. Le Ŷoŵďƌe de ƌĠpĠtitioŶs du diŵğƌe d’AH est Đoŵpƌis eŶtƌe ϮϬϬϬ et 

25 000 (Chong et al., 2004). Les gaŵŵes de tailles d’AH soŶt paƌ ĐoŶsĠƋueŶt tƌğs ĠteŶdues, allaŶt de 

quelques dizaines de milliers à plusieurs millions de daltons. La polydispersité qui caractérise la 

diǀeƌsitĠ des tailles au seiŶ d’uŶ ĠĐhaŶtilloŶ peut doŶĐ ġtƌe tƌğs ǀaƌiaďle.   

 

Figure 2. Structure primaire de l'acide hyaluronique. 

EŶ solutioŶ, l’AH a la ĐapaĐitĠ de foƌŵeƌ diffĠƌeŶtes stƌuĐtuƌes tƌidiŵeŶsioŶŶelles. A l’heuƌe aĐtuelle, 

ces structures ne sont pas encore clairement établies. La principale difficulté est leur durée de vie 

trop faible. En effet, aucune de ces structures n’est ƌĠelleŵeŶt plus staďle Ƌu’uŶe autƌe eŶ solutioŶ 

eŶ ƌaisoŶ de la faiďle ǀaƌiatioŶ d’ĠŶeƌgie eŶtƌe les diffĠƌeŶtes ĐoŶfoƌŵatioŶs. NĠaŶŵoiŶs, des 

données de modélisation prenant en compte la mobilité des liaisons osidiques ainsi que les 

interactions de chaƌge oŶt peƌŵis de pƌoposeƌ jusƋu’à sept stƌuĐtuƌes diffĠƌeŶtes (Atkins et Sheehan 

1973) (Figure 3). En fonction des conditions environnementales, la taille et la concentration en AH, 

les ĐhaîŶes d’AH s’ageŶĐeƌoŶt seloŶ uŶe des sept ĐoŶfoƌŵatioŶs suiǀaŶtes :    

i. uŶe ĐhaîŶe d’AH eŶ solutioŶ diluĠ,  

ii. deuǆ ĐhaîŶes d’AH foƌŵaŶt uŶe douďle hĠliĐe, 

iii. deux hélices antiparallèles,  

iv. des simples hélices en arrangement serré,  

v. six chaînes en arrangement ordonné,  

vi. six chaînes en arrangement plus compact,  

vii. des chaînes individuelles en pleine expansion. 
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Cette diversité des configurations spatiales est à l’oƌigiŶe des pƌopƌiĠtĠs ƌhĠologiƋues et ďiologiƋue 

de l’AH.  

 

Figure 3. StƌuĐtuƌe vaƌiaďle eŶ foŶĐtioŶ du ŵode de pƌĠpaƌatioŶ ;iͿ ĐhaîŶe d’AH eŶ solutioŶ 
dilué, (ii) double hélice, (iii) deux hélices antiparallèles ; (iv) simples hélices en 

arrangement serré, (v) six chaînes en arrangement ordonné, (vi) six chaînes en 

arrangement plus compact, (vii) chaînes individuelles en pleine expansion (Atkins et 

Sheehan 1973). 

2.1.2 Propriétés rhéologiques et biologiques de l’AH  

2.1.2.1 Propriétés rhéologiques des solutions d’AH  

L’Ġtude du ĐoŵpoƌteŵeŶt ƌhĠologiƋue des solutioŶs d’AH s’organise en deux parties. La première 

partie caractérise les propriétés du fluide et la seconde traite plus particulièrement de la viscosité des 

solutioŶs d’AH et de l’iŶflueŶĐe des paƌaŵğtƌes phǇsiĐo-chimiques sur celui-ci. 

 CaƌaĐtĠƌisatioŶ des pƌopƌiĠtĠs ƌhĠologiƋues des solutioŶs d’AH  

AfiŶ de ĐaƌaĐtĠƌiseƌ les pƌopƌiĠtĠs ƌhĠologiƋues de l’AH, il est ŶĠĐessaiƌe de dĠteƌŵiŶeƌ, daŶs uŶ 

pƌeŵieƌ teŵps, si les solutioŶs d’AH pƌĠseŶteŶt uŶ ĐoŵpoƌteŵeŶt ŶeǁtoŶieŶ ou ŶoŶ. UŶ fluide est 

dit newtonien loƌsƋu’il eǆiste uŶe ĐoƌƌĠlatioŶ liŶĠaiƌe eŶtƌe la ĐoŶtƌaiŶte de ĐisailleŵeŶt eǆeƌĐĠe suƌ 

le fluide et la ǀitesse de ĐisailleŵeŶt. Cette ĐoƌƌĠlatioŶ liŶĠaiƌe s’eǆpƌiŵe paƌ la loi de 

Newton  (équation 1) :  

 



Etude bibliographique 

 

9 

DOCUMENT CONFIDENTIEL 

                                            (Equation 1) 

avec τ : la contrainte de cisaillement (Pa), η : la viscosité dynamique (Pa.s) et dU/dy : le gradient 

transversale de vitesse (s-1). Lorsque le rhéogramme τ = f(ϒ) avec ϒ : le gradient transversal de vitesse, 

est tracé, une droite est obtenue dont la pente est la viscosité apparente. Les rhéogrammes sont 

tƌaĐĠs à l’aide de ŵesuƌes faites aǀeĐ des ǀisĐosiŵğtƌes tels Ƌue les ƌhĠoŵğtƌes à ĐǇliŶdƌe Đoaǆiauǆ 

(Figure 4). 

 

Figure 4. Rhéomètre à cylindres coaxiaux (Kinexus ultra plus Malvern). 

DaŶs Đe tǇpe d’appaƌeil, le ĐǇliŶdƌe eǆteƌŶe est gĠŶĠƌaleŵeŶt iŵŵoďile. Le ĐǇliŶdƌe iŶteƌŶe est 

entraîné en rotation par un système élastique. La vitesse angulaire ω et le rapport des diamètres des 

cylindres permettent de calculer le gradient de vitesse. La déformation élastique du système 

d’eŶtƌaîŶeŵeŶt est pƌopoƌtioŶŶelle au ŵoŵeŶt du Đouple ƌĠsistaŶt Ƌui s’eǆeƌĐe suƌ le ĐǇliŶdƌe 

interne, ce qui permet de calculer facilement la contrainte de cisaillement τ.  

L’AH est uŶ fluide ŶoŶ ŶeǁtoŶieŶ. EŶ ĐoŶsĠƋueŶĐe, les ƌhĠogƌaŵŵes Ŷe ĐoƌƌespoŶdeŶt plus à des 

droites. La viscosité apparente (mesurée) est alors exprimée pour un gradient de vitesse donnée 

(équation 2) : 

                                               (Equation 2) 

Avec ηa : la viscosité apparente (Pa.s), τ : la contrainte de cisaillement (Pa) et ϒ : le gradient 

transversal de vitesse (s-1). 
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Les fluides non newtoniens peuvent être classés en trois grandes catégories : 

1. les fluides sans hystérésis pour lequels le gradient de vitesse ne dépend que de la contrainte 

de cisaillement (fluides rhéofluidisants, fluides rhéoépaississants, les fluides avec seuil 

d’écoulement, etc.), 

2. les fluides avec hystérésis pour lesquels la vitesse de cisaillement dépend  non seulement de 

l’iŶteŶsitĠ de la ĐoŶtƌaiŶte ŵais aussi de sa duƌĠe ;fluides thƌiǆotƌopes et ƌhĠopeǆesͿ, 

3. les fluides viscoélastiques présentant, en plus, des propriétés de viscosité des propriétés 

élastiques.  

Les solutioŶs d’AH oŶt des pƌopƌiĠtĠs ƌhĠologiƋues tƌğs paƌtiĐuliğƌes ; elles sont des fluides ne 

ĐoŶduisaŶt pas à des phĠŶoŵğŶes d’hǇstĠƌĠsis ŵais elles pƌĠseŶteŶt, paƌ ĐoŶtƌe, uŶ ĐoŵpoƌteŵeŶt 

viscoélastique.  

o CaƌaĐtĠƌisatioŶ des solutioŶs d’AH Đoŵŵe fluide saŶs hǇstĠƌĠsis  

Il existe différents types de fluide sans hystérésis. La mesure de la viscosité apparente en fonction de 

la contrainte de cisaillement permet de définir plus précisément le comportement rhéologique des 

solutioŶs d’AH. La ǀisĐositĠ appaƌeŶte diŵiŶue aǀeĐ l’augŵeŶtatioŶ de la contrainte de cisaillement 

(Figure 5, Pires et Santana, 2011). Les solutions d’AH de Ϯ MDa oŶt doŶĐ uŶ ĐoŵpoƌteŵeŶt 

rhéofluidifiant quelle que soit la concentration en AH. 

 

Figure 5. VisĐositĠ eŶ foŶĐtioŶ du tauǆ de ĐisailleŵeŶt pouƌ uŶe solutioŶ d’AH 2 MDa à 

différentes concentrations, en NaCl 0.15 M, à 20 °C : (■) 50, (♦) 60, (▲) 70, (○) 80, (□) 90, 

(∆) 100 g.l-1 (Pires et Santana, 2011).  
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o CaƌaĐtĠƌisatioŶ des solutioŶs d’AH Đoŵŵe fluide visĐoĠlastiƋue   

L’Ġtude des ĐoŵpoƌteŵeŶts ǀisĐoĠlastiƋues des solutioŶs se fait paƌ l’Ġtude du ĐoŵpoƌteŵeŶt 

élastique (déformation proportionnelle à la contrainte) et du comportement visqueux. Pour cela 

deux modules sont déterminés : le ŵodule ĐoŶseƌǀatif G’ Ƌui ĐoƌƌespoŶd au ĐoŵpoƌteŵeŶt ĠlastiƋue 

;stoĐkage d’uŶe paƌtie de l’ĠŶeƌgieͿ et le ŵodule dissipatif G’’ Ƌui Đorrespond à la composante 

ǀisƋueuse ;peƌte de l’ĠŶeƌgie paƌ fƌotteŵeŶt ǀisƋueuǆͿ. La ŵesuƌe de Đes ŵodules se fait paƌ aŶalǇse 

mécanique dynamique. Un échantillon est soumis à une contrainte ou à une déformation oscillatoire 

(sinusoïdale). Les solutions visĐoĠlastiƋues Ŷe ƌĠpoŶdeŶt pas de la ŵġŵe ŵaŶiğƌe loƌsƋu’elles soŶt 

souŵises à uŶe solliĐitatioŶ tƌğs ƌapide ou loŶgue. DaŶs le Đas d’uŶe solliĐitatioŶ Đouƌte, les 

ĐoŵposaŶtes ĠlĠŵeŶtaiƌes Ŷ’oŶt pas le teŵps de se dĠfoƌŵeƌ de ŵaŶiğƌe iŵpoƌtaŶte et uŶe ƌĠponse 

élastique peut être observée. En revanche, pour des durées de sollicitation plus longues, une réponse 

de tǇpe ǀisƋueuǆ est oďseƌǀĠe. L’appliĐatioŶ d’uŶe dĠfoƌŵatioŶ osĐillatoiƌe peƌŵet, de Đe fait, de 

mesurer le comportement élastique et visqueux.  

Les modules conservatif G’ et de dissipatif G’’ oŶt ĠtĠ dĠteƌŵiŶĠs eŶ foŶĐtioŶ de la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ 

AH. Les deuǆ ŵodules augŵeŶteŶt de ŵaŶiğƌe Ƌuasi siŵilaiƌe aǀeĐ la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ AH ;jusƋu’à 

100 g.l-1). Le ŵodule G’ est supĠƌieuƌ au ŵodule G’’ Đe Ƌui iŶdiƋue Ƌue l’AH est sous foƌŵe de gel. Le 

ŵodule de ĐoŶseƌǀatioŶ G’ augŵeŶte pƌopoƌtioŶŶelleŵeŶt au logaƌithŵe de la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ AH 

ce qui traduit la présence de nombreuses interactions inter et intra-chaînes. La Figure 6 présente des 

iŵages de ŵiĐƌosĐopie à foƌĐe atoŵiƋue de solutioŶ d’AH à Ϭ,Ϭϭ g.l-1 et 1 g.l-1. Le ƌĠseau d’AH est 

parfaitement visible. 

 

Figure 6. RĠseauǆ d’AH ŵiĐƌoďieŶ. ;a-b) 0.01 g.l-1, (c et d) 1 g.l-1 (Pires et Santana, 2011). 
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 IŶflueŶĐe de la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ AH et de l’eŶviƌoŶŶeŵeŶt phǇsiĐo-chimique sur la 

viscosité des solutions  

De nombreux paramètres tels que la concentration, la taille des AH, les sels ou encore la 

température modifient de la viscosité des solutions. La modification des propriétés de viscosité est 

pƌiŶĐipaleŵeŶt ĐoƌƌĠlĠe à la ŵoďilitĠ des ĐhaîŶes d’AH eŶ solutioŶ.  

L’augŵeŶtatioŶ de la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ AH ĐoŶduit à la diŵiŶutioŶ de l’espaĐe eŶtƌe les ĐhaîŶes d’AH 

et à la foƌŵatioŶ d’uŶ ƌĠseau de plus eŶ plus deŶse liŵitaŶt la ŵoďilitĠ des ĐhaîŶes. La Figure 7 

montre que pour des concentrations faibles en AH (< 4 g.l-1Ϳ, la ǀisĐositĠ spĠĐifiƋue augŵeŶte d’uŶ 

facteur 1,02 l.g-1 eŶ foŶĐtioŶ de la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ ;ƌĠgiŵe diluĠͿ et d’uŶ faĐteuƌ de ϯ,Ϭϵ l.g-1 pour des 

concentrations élevées (entre 4 g.l-1 et 100 g.l-1, régime semi-dilué). Deux régimes ont été distingués : 

dilué et semi-diluĠ. EŶ ƌĠgiŵe diluĠ, les ĐhaîŶes d’AH peuǀeŶt se ŵouǀoiƌ liďƌeŵeŶt eŶtƌe elles. EŶ 

revanche en milieu semi-diluĠ, l’eŶĐheǀġtƌeŵeŶt des ĐhaîŶes d’AH ƌĠduit la ŵoďilitĠ des ĐhaîŶes. La 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶ ĐƌitiƋue d’eŶĐheǀġtƌeŵeŶt dĠteƌŵiŶĠe daŶs Đes ĐoŶditioŶs ;AH de Ϯ MDaͿ est de ϰ g.l-

1. La concentration en AH réduit la mobilité des chaînes entre elles et augmente la viscosité.  

 

Figure 7. Influence de la concentration en AH, en NaCl 0.15 M à 20 °C, sur la viscosité 

spécifique (Pires et Santana, 2011).  

L’augŵeŶtatioŶ des tailles des ĐhaîŶes d’AH pƌĠseŶte ĠgaleŵeŶt le ŵġŵe effet Ƌue la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ. 

En effet, les gƌaŶdes tailles d’AH augŵeŶteŶt l’eŶĐheǀġtƌeŵeŶt des ĐhaîŶes et liŵiteŶt leuƌ 

mouvement (Gura et al., 1998). Des ĐoƌƌĠlatioŶs ƌeliaŶt la ǀisĐositĠ à la taille des ĐhaîŶes d’AH oŶt 

ĠtĠ Ġtaďlies. La plus utilisĠ est l’ĠƋuatioŶ de Maƌk HouǁiŶk (équation 3) : 
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                                (Equation 3) 

Avec VI : la viscosité intrinsèque en (m3.kg), MW : le poids moléculaire (Da) et K et α : constantes de 

Mark Houwink qui dépendent du polymère, solvant et température. 

La ŵoďilitĠ des ĐhaîŶes Ŷe dĠpeŶd pas seuleŵeŶt de l’espaĐe doŶt les ĐhaîŶes d’AH disposeŶt pouƌ 

se mouvoir. Les interactions inter et intra-ĐhaîŶe ƌĠgisseŶt ĠgaleŵeŶt la ŵoďilitĠ des ĐhaîŶes d’AH et 

par conséquent de la viscosité des solutions. Ces interactions ioniques, de Van Der Waals ou encore 

hydrophobes peuvent être modifiées par les paramètres physicochimiques et conduire à la 

modification de la viscosité (Scott et al., 1991). AiŶsi, l’augŵeŶtatioŶ de la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ sels 

notamment du chlorure de sodiuŵ et de l’hǇdƌoĐhloƌate de guaŶidiŶe diŵiŶue la ǀisĐositĠ des 

solutioŶs d’AH ;Mo et al., 1999). Ces sels ont la capacité de neutraliser les charges autour des 

ŵolĠĐules d’AH. De ŵġŵe, la pƌotoŶatioŶ des ĐhaîŶes d’AH paƌ ƌĠduĐtioŶ du pH ;pH <ϱͿ diŵiŶue la 

viscosité (Gura et al., 1998Ϳ. AiŶsi, la Đhaƌge de l’AH a uŶ ƌôle ŵajeuƌ daŶs le ĐoŵpoƌteŵeŶt 

rhéologique des solutions. La température favorise également le mouvement des chaînes entre elles 

eŶ appoƌtaŶt l’ĠŶeƌgie ŶĠĐessaiƌe à la ƌuptuƌe de liaisoŶs faibles inter et intra-chaînes. Par 

ĐoŶsĠƋueŶt la ǀisĐositĠ des solutioŶs diŵiŶue aǀeĐ l’augŵeŶtatioŶ de la teŵpĠƌatuƌe (Maleki et al., 

2008). 

2.1.2.2 Propriétés biologiques de l’AH et enjeux économiques  

L’AH est uŶe ŵolĠĐule tƌğs pƌĠseŶte daŶs les tissus ĐoŶjoŶĐtifs, ĠpithĠliauǆ et Ŷeƌǀeuǆ. L’AH a 

souǀeŶt ĠtĠ ĐoŶsidĠƌĠ Đoŵŵe uŶe ŵolĠĐule iŶeƌte. Paƌ ĐoŶsĠƋueŶt, les ƌôles attƌiďuĠs à l’AH soŶt 

ƌĠguliğƌeŵeŶt liĠs auǆ pƌopƌiĠtĠs phǇsiƋues et ŵĠĐaŶiƋues. Le ƌĠseau d’AH, ƌespoŶsaďle des 

propriétés viscoélastiques, permet de protéger la surface des cartilages en limitant les chocs et les 

fƌotteŵeŶts ;paƌ luďƌifiĐatioŶͿ. NĠaŶŵoiŶs, d’autƌes propriétés biologiques de l’AH se ŵaŶifesteŶt 

par des interactions avec des constituants de la matrice extracellulaire (protéines, protéoglycanes) 

ou des cellules. Ainsi, la liaisoŶ des hǇaladhĠƌiŶes ;pƌotĠiŶesͿ aǀeĐ l’AH peƌŵet la foƌŵatioŶ 

d’agƌĠgats ŵassifs de pƌoteoglǇĐaŶs iŶdispeŶsaďles à l’eǆpaŶsioŶ et à la staďilisatioŶ du tissus 

conjonctif (Watanabe et al., 1997). De plus, l’iŵpliĐatioŶ de l’AH daŶs la ƌĠgulatioŶ des fonctions 

cellulaires, du développement des tissus, de l’iŶflaŵŵatioŶ, de la cicatrisation et de la progression 

tumorale et métastasique a également été démontrée. Celle-ci se réalise via la liaisoŶ de l’AH à des 

récepteurs de la surface des cellules qui activent de nombreuses voies de signalisation (Dicker et al., 

2014 ; Horton et al., 1998 ; Lokeshwar et Selzer, 2000 ; Toole et al.,2002).  



Etude bibliographique 

 

14 

DOCUMENT CONFIDENTIEL 

Le déficit en AH peut ĐoŶduiƌe à de Ŷoŵďƌeuses ŵaladies telles Ƌue l’aƌthƌite, les dĠsoƌdƌes 

immunitaires et inflammatoires, ou encore à des maladies vasculaires ou pulmonaires (Toole et al., 

2002). Certaines régions déficitaires en AH peuvent être « réparées » par addition de ce polymère ; il 

s’agit paƌtiĐuliğƌeŵeŶt du tƌaiteŵeŶt de l’aƌthƌose du geŶou.  

L’AH est laƌgeŵeŶt utilisĠ daŶs le doŵaiŶe de la saŶtĠ. Paƌ eǆeŵple eŶ ophtalŵologie, loƌs de la 

transplantation de la cornée. Cela permet de protéger les tissus délicats et de doŶŶeƌ l’espaĐe 

nécessaire aux manipulations chirurgicales. En otolaryngologie, certaines lésions des cordes vocales 

peuǀeŶt ġtƌe tƌaitĠes paƌ ajout d’AH afiŶ de Đoŵďleƌ ou d’augŵeŶteƌ le ǀoluŵe tissulaiƌe. EŶ 

Đhiƌuƌgie plastiƋue, l’AH peut seƌǀiƌ au comblement de rides. La séparation des tissus conjonctifs 

altĠƌĠs paƌ uŶe opĠƌatioŶ ĐhiƌuƌgiĐale ŶĠĐessite paƌfois l’ajout d’AH afiŶ de pƌĠǀeŶiƌ l’adhĠsioŶ et 

l’aggƌaǀatioŶ des ĐiĐatƌiĐes. DaŶs le seĐteuƌ ŵĠdiĐal, des Ŷouǀelles appliĐatioŶs Ŷe ĐesseŶt d’ġtre 

développées telles que la libération localisée de médicaments (Brown et Jones, 2005). A cela 

s’ajouteŶt ĠgaleŵeŶt les appliĐatioŶs ĐosŵĠtiƋues. EŶ effet, l’AH eŶtƌe daŶs la ĐoŵpositioŶ de 

shampoing, de crèmes hydratantes ou anti-âge. En conséquence, le ŵaƌĐhĠ de l’AH ŵoŶtƌe des 

perspectives très encourageantes.  

Il eǆiste daŶs le ŵoŶde de Ŷoŵďƌeuǆ pƌoduĐteuƌs d’AH ŵais deuǆ d’eŶtƌe euǆ se paƌtageŶt la ŵoitiĠ 

du marché mondial : Sanofi (marché des Etats-Unis) et Seikagaku (marché asiatique). En 2010, le 

ŵaƌĐhĠ de l’AH Ġtait estiŵĠ à pƌğs de ϴϲϬ ŵillioŶs d’euƌos seloŶ NoǀozǇŵe. AǀeĐ uŶe ĐƌoissaŶĐe de 

9 % entre 2010 et 2014, selon Millenium Research Group ; le marché actuel est estimé 1,22 milliard 

d’euƌos. Ce ŵaƌĐhĠ est ƌĠpaƌti eŶtƌe les diǀeƌses appliĐatioŶs de l’AH.  

2.1.3 Impact de l’environnement physico-chimique des solutions sur 

la stabilité de l’AH  

La taille des AH est uŶ ŵaƌƋueuƌ de ƋualitĠ de l’AH. Plus les tailles soŶt iŵpoƌtaŶtes plus l’AH 

présente des propriétés rhéologiques intéressantes. Néanmoins, de nombreux facteurs peuvent 

altĠƌeƌ Đes tailles eŶ pƌoǀoƋuaŶt la dĠpolǇŵĠƌisatioŶ des ĐhaîŶes d’AH ou la ƌuptuƌe de Đelle-ci. La 

concentration en AH, la taille et les conditions environnementales augmentent ou réduisent la 

mobilité inter et intra-ĐhaîŶes. L’aďseŶĐe de ŵoďilitĠ eŶtƌe les ĐhaîŶes, sous des ĐoŶtƌaiŶtes 

phǇsiƋues, peut ĐoŶduiƌe à leuƌ ƌuptuƌe. Faǀoƌiseƌ Đette ŵoďilitĠ peut peƌŵettƌe de ƌĠduiƌe l’iŵpaĐt 

du pƌoĐĠdĠ suƌ les tailles d’AH. L’augŵeŶtatioŶ de la foƌĐe ionique ou de la température et la 

diŵiŶutioŶ du pH peuǀeŶt peƌŵettƌe d’aŵĠlioƌeƌ Đette ŵoďilitĠ. CepeŶdaŶt, la teŵpĠƌatuƌe ou 

eŶĐoƌe le pH peuǀeŶt iŶduiƌe uŶe dĠgƌadatioŶ de l’AH.  
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2.1.3.1 Mesure de la taille d’AH  

La taille peut être déterminée par deux méthodes : la méthode de référence par mesure de la 

ǀisĐositĠ iŶtƌiŶsğƋue et paƌ Đhƌoŵatogƌaphie d’eǆĐlusioŶ stĠƌiƋue assoĐiĠe à uŶ ŵodule de ŵulti-

détection (CES/Multi-détection). 

 DĠteƌŵiŶatioŶ de la taille d’AH paƌ ŵesuƌe de visĐositĠ iŶtƌiŶsğƋue : Méthode de la 

pharmacopée européenne  

La méthode de référence de détermination de la taille des AH est une mesure de la viscosité 

intrinsèque. En effet, la corrélation empirique de Mark Houwink peƌŵet de dĠteƌŵiŶeƌ la taille d’uŶ 

polymère en solution via la viscosité intrinsèque (équation 3). 

Les coefficients K et α soŶt appliƋuĠs spĠĐifiƋueŵeŶt pouƌ l’AH eŶ foŶĐtioŶ de la taille ;Tableau 1).  

Tableau 1. Approximation des coefficients de l'équation de Mark Howink en fonction de la 

taille des AH. 

 K α 

Taille < 300 kDa 5,78.10-6 0,919 

Taille > 300 kDa 9,78.10-5 0,690 

 

La ŵesuƌe de ǀisĐositĠ iŶtƌiŶsğƋue, peƌŵettaŶt d’aĐĐĠdeƌ à la taille d’AH, est  dĠteƌŵiŶĠe à paƌtiƌ de 

la droite de régression établie par la méthode des moindres carrés suivant l’ĠƋuatioŶ de MaƌtiŶ 

(équation 4) :  

                          (Equation 4)  

Avec ηr : la viscosité relative, VI : la viscosité intrinsèque (m3.kg-1), C : la concentration en (kg.m-3) et 

K : la constante de Martin.  

En traçant log ((ηr-ϭͿ/CͿ = f;CͿ, l’oƌdoŶŶĠe à l’oƌigiŶe ĐoƌƌespoŶd au logaƌithŵe de la viscosité 

intrinsèque (Figure 8).  
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Figure 8. Détermination de la viscosité intrinsèque par l'équation de Martin. 

 CaƌaĐtĠƌisatioŶ de l’AH paƌ Chƌoŵatogƌaphie d’eǆĐlusioŶ stĠƌiƋue ;CESͿ Multi-

détection 

La Đhƌoŵatogƌaphie d’eǆĐlusioŶ stĠƌiƋue assoĐiĠe à uŶe ŵĠthode de ŵulti-détection (CES/Multi-

dĠteĐtioŶͿ peƌŵet à paƌtiƌ d’uŶ faiďle ǀoluŵe ;ϱϬ µlͿ, de dĠteƌŵiŶeƌ : 

 la concentration, 

 la taille,  

 la viscosité intrinsèque,  

 la polydispersité. 

La CE“ peƌŵet de sĠpaƌeƌ les diffĠƌeŶtes tailles d’AH et le sǇstğŵe de ŵulti-détection sert à 

ĐaƌaĐtĠƌiseƌ l’AH eŶ tout poiŶt de la distƌiďutioŶ. Tƌois ŵesuƌes soŶt ƌĠalisĠes afiŶ de ĐaƌaĐtĠƌiseƌ 

l’AH ;Figure 9) : 

 uŶe ŵesuƌe d’iŶdiĐe de ƌĠfƌaĐtoŵĠtƌie,  

 une mesure de viscosité,  

 une mesure de diffusion de la lumière (7° et 90°). 
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Figure 9. Chromatogramme d'AH 4 MDa obtenu par CES/Multidétection. 

o Détermination de concentration par réfractométrie 

La mesure de la concentration en AH se fait par réfractométrie. Le réfractomètre mesure la 

diffĠƌeŶĐe d’iŶdiĐe de ƌĠfƌaĐtioŶ eŶtƌe la solutioŶ et l’éluant seul. La concentration en AH est 

dĠteƌŵiŶĠe paƌ l’ĠƋuatioŶ ϱ :  

                           (Equation 5) 

Avec K(RI) : les constantes instrumentales, C : la concentration du polymère en solution et dn/dc : 

l’iŶĐƌĠŵeŶt d’iŶdiĐe de ƌĠfƌaĐtioŶ spĠĐifiƋue (ml.g-1).  

La ĐoŶĐeŶtƌatioŶ est doŶŶĠe eŶ ĐhaƋue poiŶt de la distƌiďutioŶ. La ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de l’ĠĐhaŶtilloŶ est 

donnée par intégration du pic. Le dn/dc est une donnée essentielle pour le calcul de la concentration. 

Il peut être déterminé expérimentalement par mesure de la réfractométrie à différentes 

concentrations en AH.  

o Détermination de la taille  

La taille de l’AH est dĠteƌŵiŶĠe paƌ uŶe ŵesuƌe de diffusioŶ de la luŵiğƌe paƌ l’ĠƋuatioŶ ϲ : 

                       (Equation 6) 
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 Avec K(DL) : les constantes instrumentales, C : la concentration du polymère en solution, et MW : la 

taille des AH (Da).  

La taille est déterminée en tout point de la distribution. La mesure de la taille peut se faire, soit par 

uŶe ŵesuƌe de l’iŶteŶsitĠ de la luŵiğƌe diffusée à faible angle (7°), soit par une mesure à un angle de 

ϵϬ °. L’aŶgle de ŵesuƌe à Đhoisiƌ dĠpeŶd de la taille de la ŵolĠĐule. Pouƌ des ŵolĠĐules de tailles 

iŶfĠƌieuƌes à ϭϱ Ŷŵ, l’aŶgle à ϵϬ° seƌa utilisĠ aloƌs Ƌue pouƌ les ŵolĠĐules de tailles supĠƌieures à 

15 Ŷŵ, l’aŶgle à ϳ° seƌa préféré. Cette différence est liée au phénomène de dépendance angulaire de 

la diffusion de la lumière. En effet, selon la taille des molécules la diffusion de la lumière autour de 

celle-ci peut être isotrope ou anisotrope (Figure 10).   

 

Figure 10. Dépendance angulaire de la diffusion de la lumière en fonction de la taille des 

nanoparticules/molécules. 

La diffusioŶ de la luŵiğƌe est isotƌope autouƌ des ŵolĠĐules de petites tailles, la ŵesuƌe de l’iŶteŶsitĠ 

de la diffusion de la lumière est alors identique à 7° ou à 90 °. En revanche, pour les molécules de 

taille iŵpoƌtaŶte tel l’AH, la ŵesuƌe doit se faiƌe à ϳ°. EŶ aŶgle Ŷul de ŵesuƌe, il Ŷ’eǆiste pas de 

dĠpeŶdaŶĐe aŶgulaiƌe. CepeŶdaŶt, la ŵesuƌe à aŶgle Ŷul Ŷ’est pas possiďle eŶ ƌaisoŶ de 

l’iŶteƌfĠƌeŶĐe liĠe au laseƌ. EŶ ƌeǀaŶĐhe, s’eŶ ƌappƌoĐheƌ ;ϳ°Ϳ peƌŵet de ŵiŶiŵiseƌ les iŵpaĐts de la 

dépendance angulaire de la diffusion de la lumière. A cet angle, la mesure de taille est plus juste, par 

ĐoŶtƌe elle est plus sujette auǆ iŶteƌfĠƌeŶĐes. C’est pouƌƋuoi l’aŶgle de ϵϬ ° est pƌĠfĠƌĠ pouƌ les 
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petites tailles. L’appaƌeil de CE“/Multi-détection fait un choix automatique eŶtƌe l’aŶgle à ϳ° et ϵϬ ° 

selon la taille des molécules.  

Une fois la taille déterminée en tout point de la distribution, une moyenne peut être calculée en 

ďoƌŶaŶt le piĐ d’iŶtĠƌġt. La ŵoǇeŶŶe est ĐalĐulĠe seloŶ l’ĠƋuatioŶ 7 :  

                                                        (Equation 7)  

Avec Ci : la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ d’AH dĠteƌŵiŶĠ paƌ ƌĠfƌaĐtoŵĠtƌie ;g.l-1) et Mi : le poids moléculaire (Da). 

A partir de la mesure de la taille et de la concentration, la polydispersité peut être déterminée par 

l’ĠƋuatioŶ ϴ : 

                                            (Equation 8)   

Avec Mn : la ŵoǇeŶŶe de taille. La ŵoǇeŶŶe de taille est ĐalĐulĠe paƌ l’ĠƋuatioŶ 9 :  

                                          (Equation 9)  

o Détermination de la viscosité intrinsèque  

La viscosité intrinsèque est déterminée par un pont de Wheastone (Figure 11).   

 

Figure 11. Le concept du pont de Wheastone. 
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Le fluide traverse les deux branches du pont de Wheastone. En traversant la colonne de délais, le 

fluide est retardé de manière proportionnelle à sa viscosité. Une différence de pression sera alors 

mesurée par les détecteurs de pression (pressioŶ diffĠƌeŶtielle PD et pƌessioŶ d’eŶtƌĠe PEͿ. La 

viscosité spécifique est ĐalĐulĠe paƌ l’ĠƋuatioŶ ϭϬ :  

                                    (Equation 10)  

La viscosité intrinsèque est déterminée en tout point de la distribution. Les coefficients de Mark 

Houwink (α et K) peuvent être déterminés en utilisant la taille déterminée par diffusion de la lumière 

et la viscosité intrinsèque (Figure 12). 

 

Figure 12. Méthodologie de détermination des coefficients de Mark Houwink. 

2.1.3.2 Stabilité de l’AH vis-à-vis de la température 

L’AH est uŶe ŵolĠĐule ďiologiƋue theƌŵoseŶsiďle. La Figure 13 ŵoŶtƌe l’iŶflueŶĐe de la teŵpĠƌatuƌe 

et de la duƌĠe du tƌaiteŵeŶt suƌ la ǀisĐositĠ ƌelatiǀe de solutioŶs d’AH Ϭ,Ϭϯ % ;ŵ/ǀͿ ;Lowry et 

Beavers, 1994). Les diminutions de viscosité relative sont attribuées à la dégradation de l’AH. EŶtƌe 

Ϯϱ °C et ϱϬ °C auĐuŶe dĠgƌadatioŶ Ŷ’est oďseƌǀĠe suƌ la duƌĠe ĠtudiĠe ;ϰϬ hͿ, seules les teŵpĠƌatuƌes 

supĠƌieuƌes à ϲϬ °C soŶt ƌespoŶsaďles d’uŶe dĠgƌadatioŶ sigŶifiĐatiǀe de l’AH. L’AH eŶ solutioŶ à des 

températures inférieures à 25 °C est staďle peŶdaŶt des ĐeŶtaiŶes d’heuƌes. EŶ ƌeǀaŶĐhe, à des 

températures supérieures à 90 °C, la durée de stabilité est inférieure à 1 h. 
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Figure 13. Influence de la température et de la durée du traitement sur la viscosité des 

solutioŶs d’AH Ϭ,Ϭϯ % (Lowry et Beavers, 1994). 

Des teŵpĠƌatuƌes Đoŵpƌises eŶtƌe Ϭ et ϲϬ °C peƌŵetteŶt de gaƌaŶtiƌ uŶe staďilitĠ de l’AH duƌaŶt uŶ 

minimum de 40 h.  

2.1.3.3 Influence du pH  

Le pH montre deux influences : il modifie la viscosité des solutions et peut conduire à la dégradation 

de l’AH. Le gƌoupeŵeŶt ĐaƌďoǆǇle poƌtĠ paƌ l’aĐide gluĐuƌoŶiƋue fait Ƌue l’AH pƌĠseŶte diffĠƌeŶts 

Ġtats de Đhaƌge eŶ foŶĐtioŶ du pH. A des pH supĠƌieuƌs à ϱ, la Đhaƌge gloďale de l’AH est ŶĠgatiǀe, eŶ 

revanche, à des pH inférieurs à 5, la ŵolĠĐule deǀieŶt Ŷeutƌe. Les pƌopƌiĠtĠs de Đhaƌge de l’AH 

ĐoŶduiseŶt à la ŵodifiĐatioŶ des pƌopƌiĠtĠs stƌuĐtuƌales. La taille des Đolloïdes d’AH est ƌĠduite à des 

pH inférieurs à 5 (Gura et al., 1998). A des pH pƌoĐhes de Ϯ,ϱ, les solutioŶs d’AH ŵoŶtƌent un 

comportement rhéologique particulier. Ce comportement est attribué à de fortes interactions inter-

chaînes (Gatej et al., 2005). De fortes interactions inter-chaînes limitent leur mobilité qui peuvent 

conduire à leur dégradation loƌsƋu’elles soŶt soumises à des contraintes physiques.  

La Figure 14 ŵoŶtƌe l’iŶflueŶĐe du pH suƌ la taille des AH. UŶ pH de ϳ,Ϯ -7,3 permet une stabilité 

optiŵale de l’AH. L’augŵeŶtation de la concentration en ions hydronium (H3O+) à pH acide et en ions 

hydroxyde (HO-Ϳ à pH ďasiƋue, faǀoƌise l’hǇdƌolǇse de l’AH paƌ β-élimination  (Caspersen et al., 2014).  
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Figure 14. Pourcentage de réduction de la taille des AH en fonction du pH. En gris est 

pƌĠseŶtĠe la dĠgƌadatioŶ à ϭ ŵois d’iŶĐuďatioŶ à ϰϬ °C et, eŶ Ŷoiƌ, à ϯ ŵois (Caspersen et 

al., 2014). 

2.2 La production d’AH par voie microbienne  

2.2.1 Les bactéries productrices d’AH 

Un ŵaƌĐhĠ fleuƌissaŶt de l’AH aiŶsi Ƌue des eǆigeŶĐes de ƋualitĠ de pƌoduit oŶt ĐoŶduit à dĠǀeloppeƌ 

des ŵĠthodes de pƌoduĐtioŶ de plus eŶ plus peƌfoƌŵaŶtes. IŶitialeŵeŶt, l’AH était produit par 

extraction à partir de crêtes de coqs. CepeŶdaŶt, l’iŶtƌoduĐtioŶ de l’AH daŶs le ŵilieu ŵĠdiĐal a laissĠ 

place à des craintes en ce qui concerne les contaminations croisées (inter espèces). En conséquence, 

la production par voie microbienne, mieux maîtrisable et plus sûre, a remplacé l’eǆtƌaĐtioŶ des Đƌġtes 

de coqs.  

L’AH ŵiĐƌoďieŶ est pƌoduit paƌ des stƌeptoĐoƋues des gƌoupes A et C (classification de Lancefield). 

Les ďaĐtĠƌies sǇŶthĠtiseŶt de l’AH tout autouƌ de la Đellule foƌmant une capsule. Celle-ci est un 

faĐteuƌ de ǀiƌuleŶĐe des ďaĐtĠƌies Đaƌ la Đapsule d’AH peƌmet aux bactéries (1) une dissimulation au 

sein des organismes (Schmidt et al., 1996), (2) une résistance aux stress oxydants (Cleary et Larkin, 

1979) ou encore (3) de faciliter la migration des cellules (Cywes et Wessels, 2001). Au microscope, les 

cellules sont sous forme sphérique ou ovoïde, associées en chaînes ou en paires. Les cellules sont 

eŶtouƌĠes d’uŶe Đapsule d’AH épaisse (Figure 15).  
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Figure 15. Photographie obtenue par microscopie électronique à transmission de 

Streptococcus zooepidemicus en phase exponentielle de croissance cultivée en bioréacteur 

aérobie (Chong et al., 2004). 

Sur gélose au sang, les colonies de bactéries apparaissent β-hémolytiques. La bactérie le plus souvent 

utilisĠe à l’ĠĐhelle iŶdustƌielle est Streptococcus zooepdemicus (Liu et al., 2011).  

2.2.2 Synthèse de l’AH 

La ǀoie de sǇŶthğse de l’AH est pƌĠseŶtĠe daŶs la Figure 16. L’aĐide D-glucuronique et le N-acétyl 

glucosamine sont respectivement des dérivés du glucose-6-phosphate et du fructose-6-phosphate 

(Matsubara et al., 1991). La première étape est la phosphorylation du glucose par une glucokinase 

qui permet de le maintenir au sein des cellules (étape commune à de nombreux organismes). A partir 

du glucose-6-phosphate, les deuǆ pƌĠĐuƌseuƌs de l’AH soŶt sǇŶthĠtisĠs : l’UDP-glucuronique et l’UDP-

N-acetyl gucosamine. 

Synthèse de l’ UDP-glucuronique 

La transformation du glucose-6-P en glucose-1-P est réalisée par la phosphoglucomutase (EC 5.4.2.2). 

Le glucose-1-P peut ġtƌe utilisĠ paƌ la suite pouƌ la pƌoduĐtioŶ de polǇsaĐĐhaƌides paƌiĠtauǆ. L’UDP-

glucose phosphorylase (EC 2.7.7.9) catalyse la réaction entre un UTP et le Glucose-1-P pour produire 

UDP-gluĐose. L’aĐide UDP-glucuronique est ensuite obtenu par oxydation spécifique du groupement 

alĐool de l’UDP-gluĐose paƌ l’UDP-glucose deshydrogénase (EC 1.1.1.22).  

SǇŶthğse de l’UDP-N-acetyl glucosamine 

Le transfert du groupement amine de la glutamine vers le fructose-6-P est réalisé par une 

aminotransférase (EC 2.6.1.16). Le groupement acétyle est ensuite greffé sur le glucosamine-6-P par 

une acétyltransférase (EC 2.3.1.4) pour former le N-acétyl glucasamine-6-P. Cette étape est 
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ĐoŶsoŵŵatƌiĐe d’ĠŶeƌgie. Celle-Đi est aloƌs puisĠe daŶs l’hǇdƌolǇse de la liaisoŶ thioesteƌ de l’aĐĠtǇl 

CoA.  Le réarrangement du groupement phosphate est réalisé par une mutase (EC 5.4.2.3) formant le 

N-acétyl glucosamine-1-P. La deƌŶiğƌe Ġtape de la sǇŶthğse des pƌĠĐuƌseuƌs est l’additioŶ de l’UDP 

pouƌ foƌŵeƌ l’UDP-N-acétyl gucosamine par la pyrophosphorylase (EC 2.7.7.23).  

La polǇŵĠƌisatioŶ de l’aĐide hǇaluƌoŶiƋue à paƌtiƌ des deuǆ pƌĠĐuƌseuƌs ;aĐide UDP-glucuronique et 

UDP-N-acétyl glucosamine) est réalisée par la hyaluronate synthétase (HasA). La taille des AH serait 

probablement liée à la durée de vie de cette enzyme (HasA) (Kitchen et Cysyk, 1995). En effet, la 

durée moǇeŶŶe de la sǇŶthğse d’uŶe Đhaîne d’AH est ĠƋuiǀaleŶte à la duƌĠe de ǀie de l’HasA. De 

plus, la dispoŶiďilitĠ et l’ĠƋuiliďƌe des pƌĠĐuƌseuƌs de l’AH auƌaieŶt ĠgaleŵeŶt uŶe iŶflueŶĐe suƌ la 

taille des AH (Liu et al., 2011). La taille des AH est donc dépendante à la fois de la HasA et de la 

dispoŶiďilitĠ des pƌĠĐuƌseuƌ d’AH, Đ’est pouƌƋuoi, l’AH peut pƌĠseŶteƌ uŶe large gamme de tailles et 

est polydisperse.  

Il faut Ƌuatƌe ŵoles d’ATP pouƌ pƌoduiƌe uŶe ŵole d’uŶitĠ disaĐĐhaƌidiƋue d’AH. La pƌoduĐtioŶ d’AH 

est hauteŵeŶt ĐoŶsoŵŵatƌiĐe d’ĠŶeƌgie. De plus, la ǀoie de sǇŶthğse est ĠgaleŵeŶt à l’oƌigiŶe de 

précurseurs de la synthèse de composés structuraux des cellules (paroi cellulaire, peptidoglycane, 

acide téichoïque et antigène de la paroi). Ces composés constituent environ 20 % de la matière sèche 

des Đellules Đe Ƌui ƌĠduit de ŵaŶiğƌe Ŷotaďle la ƋuaŶtitĠ de pƌĠĐuƌseuƌ de l’AH.  

Dğs loƌs, afiŶ de pƌoduiƌe de l’AH eŶ gƌaŶde ƋuaŶtitĠ, il est ŶĠĐessaiƌe de diƌigeƌ le fluǆ ŵĠtaďoliƋue 

ǀeƌs la sǇŶthğse de l’aĐide UDP-gluĐuƌoŶiƋue et de l’UDP-N-acetyl gucosamine en réduisant celle de 

la paroi cellulaire, mais également en inhibant partiellement la voie de la glycolyse et des pentoses 

phosphate. La ƌĠduĐtioŶ de l’eŶseŵďle de Đes ǀoies ƌĠduiƌait pƌoďaďleŵeŶt la deŶsitĠ Đellulaiƌe au 

profit de la surproduĐtioŶ d’AH.  
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Figure 16. Voie de biosynthèse de l'AH chez les streptococci (Chong et al., 2004). 

AfiŶ de ĐoŶduiƌe à la suƌpƌoduĐtioŶ d’AH, deuǆ ŵĠthodologies peuǀeŶt aloƌs ġtƌe utilisĠes. La 

mutagénèse (aléatoire ou dirigée) qui permet de bloquer certaines voies métaboliques, et les 

ĐoŶditioŶs de Đultuƌe ;ŵilieu, aĠƌatioŶ, pH…Ϳ Ƌui peƌŵetteŶt de diƌiger les flux métaboliques en 

fonction des précurseurs disponibles au sein de la cellule. Dans cette étude nous ne traiterons que de 

l’optiŵisatioŶ des ĐoŶditioŶs de Đultuƌe.  

2.2.3 Les conditions et modes de culture  

La composition des milieux de culture se rapproĐhe de l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt Ŷatuƌel de ĐƌoissaŶĐe des 

bactéries in vivo. Il doit donc contenir des nutriments essentiels à la croissance cellulaire mais il doit 

également permettre de maintenir des conditions physicochimiques favorables à la croissance (pH, 

température, force ionique, etc.). De plus, en ajustant les conditions de culture, les flux métaboliques 

peuǀeŶt ġtƌe ŵodulĠs afiŶ d’optiŵiseƌ la pƌoduĐtioŶ d’AH de ŵaŶiğƌe Ƌualitatiǀe et ƋuaŶtitatiǀe. Les 

organismes tels que S. zooepidemicus croissent habituellement dans un milieu semi-synthétique qui 

ĐoŶtieŶt des oses Đoŵŵe souƌĐe de ĐaƌďoŶe et d’ĠŶeƌgie, de l’eǆtƌait de leǀuƌe et des peptoŶes 

Đoŵŵe souƌĐe d’azote et de ĐaƌďoŶe, et eŶfiŶ des ŶutƌiŵeŶts iŶĐluaŶt des aĐides aŵiŶĠs, ŵiŶĠƌauǆ, 
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nucléotides et vitamines (Leblanc, 2014). Deux approches peuvent être utilisĠes pouƌ l’optiŵisatioŶ 

de la pƌoduĐtioŶ de l’AH, soit uŶe appƌoĐhe ŶutƌitioŶŶelle gloďale soit l’aŶalǇse des fluǆ 

métaboliques. 

La première approche considère les besoins nutritionnels de la bactérie en carbone, en azote et en 

ĠŶeƌgie. UŶ ƌappoƌt ĐaƌďoŶe/azote idĠal peƌŵettƌait d’aŵĠlioƌeƌ la pƌoduĐtioŶ d’AH (Lai, 2011). La 

Ŷatuƌe des souƌĐes de ĐaƌďoŶe et d’azote soŶt ĠgaleŵeŶt des faĐteuƌs ĐlĠs de la pƌoduĐtioŶ d’AH. Les 

souƌĐes de ĐaƌďoŶe et d’azote permettant les meilleures performances de production sont le glucose 

et les extraits de levure respectivement (Im et al., 2009). Les peƌfoƌŵaŶĐes de pƌoduĐtioŶ d’AH soŶt 

régies par le ratio carbone/azote ainsi que par leurs concentrations initiales (Pires et al., 2010). La 

meilleure pƌoduĐtioŶ d’AH est oďteŶue pouƌ uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ gluĐose de Ϯϱ g.l-1, et lorsque 

celle-ci excède 40 g.l-1, la ĐƌoissaŶĐe Đellulaiƌe est affeĐtĠe. EŶ ƌeǀaŶĐhe, l’augŵeŶtatioŶ de l’appoƌt 

en azote conduit à une augmentatioŶ de la ĐƌoissaŶĐe Đellulaiƌe au dĠtƌiŵeŶt de la pƌoduĐtioŶ d’AH 

(Jagannath et Ramachandran, 2010).  

La seĐoŶde appƌoĐhe pƌeŶd eŶ Đoŵpte les fluǆ ŵĠtaďoliƋues. EŶ effet, l’aŶalǇse des fluǆ 

ŵĠtaďoliƋues ŵet eŶ aǀaŶt uŶe ĐoŵpĠtitioŶ eŶtƌe pƌoduĐtioŶ d’AH et de biomasse. Différentes 

stƌatĠgies peuǀeŶt ġtƌe ĐoŶsidĠƌĠes. La pƌeŵiğƌe est l’additioŶ de lǇsozǇŵe. Cette eŶzyme dégrade le 

peptidoglycane ce qui permet de libérer des pƌĠĐuƌseuƌs de l’AH (Kim et al., 1996). La seconde 

approche consistant en la supplémentation du milieu en pyruvate, tryptophane ou glutamine peut 

permettre de ƌediƌigeƌ le fluǆ de ĐaƌďoŶe ǀeƌs la sǇŶthğse d’AH par inhibition de la glycolyse (Shah et 

al., 2013). Il peut également être choisi de saturer la glycolyse en augmentant la source de carbone 

(Jagannath et Ramachandran, 2010).  

L’optiŵisatioŶ du ŵilieu de Đultuƌe peƌŵet de pƌoduiƌe ϱ à ϭϬ g.l-1 d’AH. La ĐoŶĐeŶtƌatioŶ ŵaǆiŵale 

atteinte dépend de la taille des AH. En effet, plus elle est élevée moins la concentration dans le 

milieu est importante en raison des propriétés rhéologiques du fluide défavorables à la croissance 

cellulaire. De plus, le tauǆ de ĐƌoissaŶĐe des Đellules est d’autaŶt plus faiďle Ƌue la taille des AH soŶt 

élevée (Chong et al., 2004).  

 

L’AH pƌoduit se ƌetƌouǀe, d’uŶe paƌt, liĠ auǆ Đellules et, d’autƌe paƌt, liďƌe daŶs le ŵilieu de Đultuƌe. 

L’AH liĠ auǆ Đellules peut ġtƌe dû à deuǆ ƌaisoŶs esseŶtielles. La pƌeŵiğƌe est Ƌue les ĐhaîŶes d’AH 

sont liées aux enzymes qui les synthétisent (HasA), elles-ŵġŵes liĠes auǆ Đellules. La seĐoŶde, l’AH 

polǇŵĠƌisĠ foƌŵe uŶ ƌĠseau ĐoŵpaĐt eŶgloďaŶt la Đellule. La paƌt d’AH liĠ auǆ Đellules ƌepƌĠseŶte au 

ŵaǆiŵuŵ ϮϬ % de l’AH total (Goh, 1998).  
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2.3 Les procédés de purification de l’AH 

A partir du milieu de cultuƌe, l’AH est puƌifiĠ afiŶ d’ġtƌe utilisĠ pouƌ la faďƌiĐatioŶ de ĐosŵĠtiƋues ou 

de solutioŶs ŵĠdiĐaŵeŶteuses. Les pƌoĐĠdĠs de puƌifiĐatioŶ Ŷe soŶt pas uŶiƋues, Đ’est aiŶsi Ƌue 

différentes procédures peuvent être appliquées. Afin de les identifier, trois procédés industriels de 

puƌifiĐatioŶ de l’AH oŶt ĠtĠ sĠleĐtioŶŶĠs pouƌ ġtƌe ĐoŵpaƌĠs ;Figure 17). Les procédés débutent soit 

par une étape de dilution qui peut permettre de réduire la viscosité des solutions (Gaspar et al., 1989 

; Santosh et al., 2010) soit paƌ ajout d’uŶ ageŶt d’eǆtƌaĐtioŶ de la Đapsule ďaĐtĠƌieŶŶe, l’aĐide 

trichloracétique (Hemant et al., 2013). Puis uŶe Ġtape de ĐlaƌifiĐatioŶ est ƌĠalisĠe afiŶ d’Ġliŵiner les 

cellules du milieu. Une fois les cellules séparées, les molécules ayant servi à la croissance cellulaire 

(peptides, acides aminé, ŵiŶĠƌauǆ,  suĐƌes, etĐ.Ϳ soŶt ĠliŵiŶĠes afiŶ de puƌifieƌ l’AH. Les ŵĠthodes de 

purification les plus récurrentes sont la diafiltƌatioŶ, l’adsoƌptioŶ suƌ ĐhaƌďoŶ aĐtif et la pƌĠĐipitatioŶ 

en solvant organique (Carlino et Magnette, 2002; Dong, 2013; Murata et Fukuda, 2009; Gaspar et al., 

1989). Ces tƌois ŵĠthodes seŵďleŶt ġtƌe iŶĐoŶtouƌŶaďles. NĠaŶŵoiŶs, d’autƌes ŵĠthodes peuvent 

ġtƌe ŵises eŶ plaĐe telles Ƌue l’ajout de ďeŶtoŶite pouƌ ôteƌ les pƌotĠiŶes ou eŶĐoƌe l’utilisatioŶ de 

ƌĠsiŶes ĠĐhaŶgeuses d’ioŶs afiŶ d’ĠliŵiŶeƌ les ioŶs ŵĠtalliƋues (Gaspar et al., 1989 ; Santosh et al., 

2010). Une microfiltration (0,22 µm) peut être ajoutée (Santosh et al., 2010) aǀaŶt le sĠĐhage de l’AH 

afiŶ de gaƌaŶtiƌ l’ĠliŵiŶatioŶ des ďaĐtĠƌies eŶ fiŶ de pƌoĐĠdĠ de puƌifiĐatioŶ. La lǇophilisatioŶ ƋuaŶt à 

elle, seŵďle la ŵĠthode de ƌĠfĠƌeŶĐe pouƌ le sĠĐhage de l’AH (Hemant et al., 2013; Santosh et al., 

2010; Gaspar et al., 1989). 
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Figure 17. Comparaison de trois procédés industriels de purification de l'AH. 
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2.3.1 Extraction de l’AH capsulaire  

En 1998, Goh a ƌĠalisĠ uŶe Ġtude Đoŵplğte de l’eǆtƌaĐtioŶ de la Đapsule de S. zooepidemicus (Goh, 

1998). Différents traitements ont été appliqués faisant intervenir :  

 le dodécyl sulfate de sodium (SDS), 

  le dichlorure de zinc,  

 le phosphate,  

 une enzyme (pronase E),  

 la hyaluronidase bovine  

 un ajustement du pH du milieu.  

Les tailles et la ƋuaŶtitĠ d’AH apƌğs tƌaiteŵeŶt oŶt ĠtĠ ŵesuƌĠes afiŶ de dĠteƌŵiŶeƌ le ƌeŶdeŵeŶt 

d’eǆtƌaĐtioŶ et l’iŵpaĐt des traitements sur la taille des AH. Des photographies de microscopie 

ĠleĐtƌoŶiƋue oŶt peƌŵis de ǀisualiseƌ l’ĠliŵiŶatioŶ de la Đapsule d’AH. Le tƌaiteŵeŶt au “D“ ;Ϭ,Ϭϱ % 

;ŵ/ǀͿ peŶdaŶt ϱ ŵŶͿ et l’ajusteŵeŶt du pH ;pH ϰ peŶdaŶt ϯϬ ŵŶͿ ŵoŶtƌeŶt uŶe eǆtƌaĐtioŶ totale de 

l’AH Đapsulaiƌe saŶs affeĐteƌ sa taille. EŶ ƌeǀaŶĐhe, les tƌaiteŵeŶts au diĐhloƌuƌe de ziŶĐ, au 

phosphate et à la pƌoŶase E Ŷe peƌŵetteŶt d’eǆtƌaiƌe Ƌue paƌtielleŵeŶt la Đapsule ďaĐtĠƌieŶŶe. Le 

tƌaiteŵeŶt à la hǇaluƌoŶidase dĠgƌade la Đapsule d’AH et peƌŵet de ƌĠĐupĠƌeƌ de l’AH sous foƌŵe de 

fragments de taille réduite. 

L’effiĐaĐitĠ du tƌaiteŵeŶt “D“ et pH seŵďle iŶdiƋueƌ Ƌue la liaisoŶ de l’AH auǆ Đellules Ŷ’est pas 

covalente. Cependant, des liaisons covalentes peuvent exister entre les chaînes naissaŶtes d’AH et la 

HasA ;eŶzǇŵe de sǇŶthğse de l’AHͿ. Ces liaisoŶs soŶt eŶ ŵiŶoƌitĠ. L’AH, apƌğs sa sǇŶthğse, seŵďle 

ƌesteƌ assoĐiĠ à la Đellule paƌ des liaisoŶs faiďles eŶtƌe les ĐhaîŶes d’AH et le peptǇdoglǇĐaŶe. Le “D“ 

et le pH permettent de rompre les liaisoŶs faiďles eŶtƌe l’AH et le peptidoglǇĐaŶe (Goh, 1998). 

L’eǆtƌaĐtioŶ au “D“ ou paƌ ajusteŵeŶt de pH est souǀeŶt eŵploǇĠ daŶs la littĠƌatuƌe (Deng et al., 

2007 ; Im et al., 2009 ; Vázquez et al., 2010). L’aĐide le plus souǀeŶt utilisĠ pouƌ l’ajusteŵeŶt du pH à 

ϰ est l’aĐide tƌiĐhloaĐĠtiƋue ;TCAͿ. Les ďƌeǀets ƋuaŶt à euǆ foŶt souǀeŶt ƌĠfĠƌeŶĐe à uŶe eǆtƌaĐtioŶ 

par acidification du milieu à l’aĐide tƌiĐhloaĐĠtiƋue (5 à 20 % (m/v)) (Dong, 2013 ; Kweon et al., 2012) 

ŵais ƌaƌeŵeŶt à l’eǆtƌaĐtioŶ au SDS. De plus, certains brevets ne présente pas de méthodes 

d’eǆtƌaĐtioŶ (Hemant et al., 2013 ; Santosh et al., 2010). Goh (1998Ϳ a ŵoŶtƌĠ Ƌu’il Ġtait ƌĠĐupĠƌĠ au 

ŵaǆiŵuŵ ϮϬ % de l’AH total paƌ eǆtƌaĐtioŶ. Les tƌaiteŵeŶts d’eǆtƌaĐtioŶ Ŷe soŶt pas saŶs 

coŶsĠƋueŶĐe suƌ les ŵilieuǆ. Paƌ eǆeŵple, l’ajout de “D“ ĐoŶduit à uŶe hǇdƌolǇse paƌtielle des 

cellules libérant des solutés divers dans le milieu qui devront être éliminés par la suite. Le gain en AH 

peut probablement être contrebalancé par les pertes dans des étapes de purification. 
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Les ŵĠthodes d’eǆtƌaĐtioŶ eǆtƌapolaďles et peƌfoƌŵaŶtes les plus utilisĠes soŶt l’aĐidifiĐatioŶ du 

milieu par du TCA pendant 30 mn ou l’ajout ǀoluŵe à ǀolume de SDS 0,1 % (m/v) pendant 15 mn. 

L’aďseŶĐe de ŵĠthode d’eǆtƌaĐtioŶ peut également être envisagée. 

Apƌğs eǆtƌaĐtioŶ, l’AH est sous foƌŵe liďƌe eŶ solutioŶ daŶs uŶ ŵilieu polǇ-phasiƋue. L’ĠliŵiŶatioŶ 

des cellules est alors nécessaire. 

2.3.2 Méthodes de séparation des cellules du milieu  

La séparation des cellules du milieu nécessite une opération de séparation solide/liquide. Trois 

méthodes principales utilisées sont la centrifugation, la filtration frontale et la microfiltration 

tangentielle.  

2.3.2.1 La centrifugation  

La centrifugation est une méthode de séparation des particules exploitaŶt l’aĐĐĠlĠƌatioŶ ĐeŶtƌifuge. 

Les composants de densités plus importantes se déposent au fond du bol en rotation. La vitesse de 

sĠdiŵeŶtatioŶ daŶs le Đhaŵp ĐeŶtƌifuge est dĠteƌŵiŶĠe paƌ l’ĠƋuatioŶ ϭ1 suivante :  

                                         (Equation 11) 

Avec d : le diamètre de particule (la particule est considérée sphérique en m), ∆ϕ : la différence de 

masse volumique (kg.m-3), η : la viscosité (Pa.s) et rω² : l’aĐĐĠlĠƌatioŶ ĐeŶtƌifuge ;ŵ.s-2).  

La vitesse de sédimentation seƌa d’autaŶt plus faiďle Ƌue le diaŵğtƌe des paƌtiĐules est faiďle et la 

viscosité élevée. Les bactéries (S. zooepidemiccus) sont des particules de faible diamètre (1 µm) et la 

ǀisĐositĠ des solutioŶs d’AH peut ġtƌe ĠleǀĠe ;ϵ,ϱ Pa.s pouƌ uŶ AH de ϯ MDa à 4 g.l-1 (viscosité 10 000 

fois supĠƌieuƌe à Đelle de l’eauͿ. EŶ ĐoŶsĠƋueŶĐe, Đette ŵĠthode Ŷe semble pas être un choix idéal 

dans le cas de suspensions ĐoŶteŶaŶt de l’AH. CepeŶdaŶt, elle est souǀeŶt ƌetƌouǀĠe à l’ĠĐhelle du 

laboratoire (Chen et al., 2009 ; Pires et al., 2010 ; Kim et al., 2013). A l’ĠĐhelle iŶdustƌielle, eŶ 

revanche, cette méthode est absente, les méthodes de filtration lui sont préférées (Dong, 2013 ; 

Murata et Fukuda, 2009).  
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DaŶs le Đas de l’AH, la sĠpaƌatioŶ paƌ ĐeŶtƌifugatioŶ peut être difficile à obtenir en raison de la faible 

taille des particules (bactéries) et de la viscosité élevée. De plus, la centrifugation devra 

probablement être associée à une étape de séparation membranaire afin de répondre à la norme 

fixée à 10² UFC.g-1d’AH par la pharmacopée européenne. Les brevets font souvent référence à la 

filtƌatioŶ Ƌui seŵďle uŶe ŵĠthode plus adaptĠe à l’aĐide hǇaluƌoŶiƋue.  

2.3.2.2 La filtration frontale  

La filtration frontale (sur membrane ou à gâteau) est une méthode de séparation au cours de 

laƋuelle le liƋuide à sĠpaƌeƌ est ĐoŶduit de ŵaŶiğƌe fƌoŶtale à la suƌfaĐe d’uŶ suppoƌt ;gƌille, toile, 

filtƌe …Ϳ suƌ leƋuel les paƌtiĐules se dĠposeŶt sous la foƌŵe d’uŶ gâteau. L’effiĐaĐitĠ de filtƌat seƌa 

plus ou moins élevée suivant les dimensions des paƌtiĐules, le ŵaillage du suppoƌt et l’Ġpaisseuƌ du 

gâteau. 

L’effiĐaĐitĠ ;EͿ de la sĠpaƌatioŶ se dĠteƌŵiŶe par la relation suivante (équation 12) : 

                                                      (Equation 12) 

Avec Csolution et Cfiltrat : les concentrations en particules avant et après filtration (g.l-1). 

L’ĠĐouleŵeŶt de la Đhaƌge se fait sous l’effet d’uŶe diffĠƌeŶĐe de pƌessioŶ Ƌui doit ġtƌe supĠƌieuƌe à 

la perte induite par le filtre et le gâteau. 

Les lois de la filtration sur support sont oďteŶues à paƌtiƌ de l’ĠƋuatioŶ de DaƌĐǇ, appliƋuĠe à uŶe 

ĐouĐhe ĠlĠŵeŶtaiƌe de gâteau d’Ġpaisseuƌ dz et pour un écoulement en flux liminaire (équation 13) : 

                                                       (Equation 13) 

Avec Uz : le flux (m.s-1), BZ : la perméabilité de la couche (m.s-1), dp : la chute de pression du filtrat 

(Pa) et η la viscosité dynamique du filtrat (Pa.s).  

En considèrent une section unitaire de gâteau Ω ;ŵ2), d’Ġpaisseuƌ dz ;ŵͿ, de ŵasse de gâteau WZ (kg) 

et de résistance spécifique αZ (s.kg-1.m-1Ϳ peƌŵettaŶt d’oďteŶiƌ uŶ ǀoluŵe dV ;m3) de filtrat, la 

perméabilité de la couche BZ peut être déterminée par la corrélation suivante (équation 14) : 
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                                           (Equation 14) 

Au Đouƌs de la sĠpaƌatioŶ, le gâteau s’Ġpaissit et paƌ ĐoŶsĠƋueŶt la ƌĠsistaŶĐe iŶduite paƌ le gâteau 

(α.WͿ augŵeŶte et ƌĠduit la peƌŵĠaďilitĠ de gâteau. De Đe fait, le fluǆ de filtƌat diŵiŶue loƌs d’uŶe 

séparation à pression constante. En couplant les équations 13 et 14, la réduction du flux peut être 

dĠteƌŵiŶĠe paƌ l’ĠƋuatioŶ ϭ5 : 

                        (Equation 15) 

Néanmoins, Il peut être choisi de maintenir un flux constant par augmentation de la pression. La 

pression devra être augmentée de manière proportionnelle à la ƌĠsistaŶĐe ;α.WͿ iŶduite paƌ le 

gâteau (pour un gâteau incompressible). Il peut également être choisi d’appliƋueƌ uŶe pƌessioŶ 

constante ou une pression et un débit variable.  

Afin de choisir le mode de conduite de la filtration, la compressibilité du gâteau doit être considérée. 

EŶ effet, daŶs le Đas d’uŶ gâteau peu Đoŵpƌessiďle, tƌaǀailleƌ eŶ pression croissante permet de 

ŵaiŶteŶiƌ uŶ fluǆ idĠal jusƋu’à atteiŶdƌe les liŵites de ƌĠsistaŶĐe des ŵeŵďƌaŶes. EŶ ƌeǀaŶĐhe daŶs 

le cas des gâteaux compressibles, maintenir une pression faible est indispensable pour empêcher le 

tassement du gâteau. 

Dong, 2013 réalise la séparation des cellules du milieu par filtration frontale. Cependant, certains 

poiŶts peuǀeŶt ĐoŶstitueƌ uŶe eŶtƌaǀe à la sĠpaƌatioŶ. Les solutioŶs d’AH eŶ fiŶ de Đultuƌe 

microbienne sont non seulement chargées en bactéries (1-2 g.l-1) mais aussi de viscosité élevée. Les 

bactéries vont colmater progressivement la membrane et augmenter la résistance. De plus, 

l’IŵpoƌtaŶte ǀisĐositĠ de l’AH ƌĠduiƌa ĠgaleŵeŶt le fluǆ de filtƌat. AfiŶ de ƌĠduiƌe Đes effets, ĐeƌtaiŶs 

auteurs réalisent une dilution préalable du milieu de culture (Santosh et al., 2010 ; Hemant et al., 

2013) et afiŶ d’eŵpġĐheƌ le phĠŶoŵğŶe de Đolŵatage à la suƌfaĐe des ŵeŵďƌaŶes des adjuǀaŶts de 

filtration peuvent être utilisés (Kweon et al., 2012). La principale caractéristique des adjuvants de 

filtƌatioŶ est leuƌ gƌaŶd pouǀoiƌ de ƌĠteŶtioŶ joiŶt à uŶe gƌaŶde peƌŵĠaďilitĠ. C’est aiŶsi Ƌue, pouƌ 

ƌeteŶiƌ des fiŶes paƌtiĐules, au lieu d’utiliseƌ uŶ suppoƌt de faiďle diaŵğtƌe de poƌe Ƌui fƌeiŶeƌait 

ĐoŶsidĠƌaďleŵeŶt l’ĠĐouleŵeŶt, le milieu est filtƌĠ suƌ uŶe pƌĠĐouĐhe d’adjuǀaŶts dĠposĠe suƌ uŶ 

support de diamètre de pore moyen. Si la précouche a tendance à être colmatée en surface par les 

paƌtiĐules de la suspeŶsioŶ, de l’adjuǀaŶt peut ġtƌe ajoutĠ à la suspeŶsioŶ et foƌŵeƌ aiŶsi uŶ gâteau 

ĐoŶstituĠ de fiŶes paƌtiĐules et d’adjuǀaŶts doŶt la peƌŵeaďilitĠ est supĠƌieuƌe à Đelle du gâteau de 

particules seules. 
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Les pƌiŶĐipauǆ adjuǀaŶts de filtƌatioŶ soŶt le kieselguhƌ et les peƌlites. D’autƌes adjuǀaŶts telles les 

fiďƌes de Đellulose ou d’aŵiante, les poudres de charbon, la sciure de bois, peuvent également être 

utilisés.  

La faisaďilitĠ de la ĐlaƌifiĐatioŶ paƌ filtƌatioŶ suƌ adjuǀaŶt a d’oƌes et dĠjà ĠtĠ ŵoŶtƌĠe pouƌ la 

sĠpaƌatioŶ des Đellules du ŵilieu ĐoŶteŶaŶt l’AH (Kweon et al., 2012 ; Hemant et al., 2013). Cette 

Ġtape deǀƌa ġtƌe assoĐiĠe à uŶe Ġtape de ŵiĐƌofiltƌatioŶ. EŶ effet, afiŶ d’atteiŶdƌe le Đƌitğƌe de la 

pharmacopée européenne (10² UFC.g-1Ϳ, les Đellules et les paƌtiĐules d’adjuǀaŶt de filtƌatioŶ 

résiduelles devront être éliminées. 

La filtƌatioŶ suƌ adjuǀaŶt suiǀie d’uŶe ŵiĐƌofiltƌatioŶ suƌ suppoƌt peƌŵettƌait d’oďteŶiƌ uŶ ŵilieu 

dépourvu de cellules. Néanmoins, la microfiltration tangentielle pourrait être une alternative à la 

filtration frontale. 

2.3.2.3 La microfiltration tangentielle  

La ŵiĐƌofiltƌatioŶ taŶgeŶtielle peƌŵet uŶe sĠpaƌatioŶ solide/liƋuide gƌâĐe à l’utilisatioŶ de 

membranes dont les diamètres de pores sont compris entre 0,1 et 10 µm (Figure 18). La solution 

circule tangentiellement à la membrane grâce à une pompe (1). Les particules en suspension de 

diamètre supérieur à celui des pores sont retenues dans le rétentat par la membrane (4). Le milieu 

qui traverse la membrane et est alors appelé perméat.  

 

Figure 18. Schéma d'un système de microfiltration tangentielle. (1) Pompe péristaltique, (2 

et ϯͿ ŵaŶoŵğtƌes, ;ϰͿ ŵeŵďƌaŶe d’ultƌafiltƌatioŶ, ;ϱͿ vaŶŶe de ĐoŶtƌe pƌessioŶ, ;ϲͿ 
agitateur magnétique et (7) éprouvette graduée.   
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Le tƌaŶsfeƌt de ŵatiğƌe à tƌaǀeƌs la ŵeŵďƌaŶe se fait paƌ l’appliĐatioŶ d’uŶe pƌessioŶ 

transmembranaire. La pression transmembranaire (PTM) (équation 16) est caractérisée par la 

ŵoǇeŶŶe de pƌessioŶs d’aliŵeŶtatioŶ ;PA) et rétentat (PR) à laquelle est soustraite la pression du 

compartiment perméat (PP) : 

                                    (Equation 16) 

EŶ ŵiĐƌofiltƌatioŶ taŶgeŶtielle, l’optiŵisatioŶ de pƌoduĐtiǀitĠ et l’effiĐaĐitĠ soŶt ƌeĐheƌĐhĠes. 

L’effiĐaĐitĠ du pƌoĐĠdĠ Ƌui ĐoƌƌespoŶd à la sĠlectivité du procédé est caractérisée par le taux de 

rétention. Un taux de rétention (TR) de 1 signifie que la molécule est totalement retenue par la 

membrane. Le TR est calĐulĠ paƌ l’ĠƋuatioŶ ϭϳ :  

                                                         (Equation 17) 

Avec CP : la concentration de particules dans le permeat (g.l-1) et CR : la concentration de particules 

dans le rétentat (g.l-1). 

La productivité (PR) du procédé doit être maximisée pour minimiser les coûts de fonctionnement. Le 

tƌaŶsfeƌt de solǀaŶt tƌaŶsŵeŵďƌaŶaiƌe ;le fluǆ de peƌŵĠatͿ ĐoŶditioŶŶe l’effiĐaĐitĠ du pƌoĐĠdĠ. Le 

flux de perméat est défini comme étant le débit de perméat par unité de surface de la membrane. Ce 

flux représente également la vitesse moyenne du fluide perpendiculaire à la surface de la 

membrane (équation 18) : 

                                                  (Equation 18) 

Lorsque la membrane est utilisée pour retenir des particules, la perméabilité décroît. Cette baisse de 

perméabilité est iŵputaďle à l’aĐĐuŵulatioŶ de ŵatiğƌe à la suƌfaĐe ;ou daŶsͿ la ŵeŵďƌaŶe. Deuǆ 

phénomènes sont caractérisés : la polarisation de concentration et le colmatage.  

La polaƌisatioŶ de ĐoŶĐeŶtƌatioŶ ƌĠsulte de l’aĐĐuŵulatioŶ de ŵatiğƌe à la suƌfaĐe des ŵeŵďƌaŶes 

sous forme solubilisée et dispersée. Ce phénomène est réversible en diminuant la pression, la 

matière solubilisée ou dispersée dans la couche revient en solution par diffusion. La couche de 

polarisation est un phénomène réversible qui se met en place en quelques minutes et disparaît si le 

gƌadieŶt de tƌaŶsfeƌt est aŶŶulĠ. UŶe diŵiŶutioŶ du fluǆ de peƌŵĠat peut ġtƌe oďseƌǀĠe aiŶsi Ƌu’uŶe 

ǀaƌiatioŶ de la sĠleĐtiǀitĠ. L’augŵeŶtatioŶ de la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ d’uŶe espğĐe au ǀoisiŶage de la 

membrane est régie par uŶ ĠƋuiliďƌe Ƌui s’Ġtaďlit eŶtƌe le fluǆ de ŵatiğƌe tƌaŶsfĠƌĠ à tƌaǀeƌs la 
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ŵeŵďƌaŶe sous l’aĐtioŶ du gƌadieŶt de pƌessioŶ et le fluǆ Ƌui diffuse eŶ seŶs iŶǀeƌse sous l’aĐtioŶ du 

gradient de concentration. La concentration aux abords de la membrane est la plus forte (Cm) et 

ƌĠduit pƌogƌessiǀeŵeŶt jusƋu’à atteiŶdƌe la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ du ƌĠteŶtat ;CR) (Figure 19).  

                                                                 

Figure 19. Modélisation de la polarisation : théorie du « film ». J : le flux de perméat, D : 

coefficient de diffusion, CP : concentration dans le perméat, CR : concentration dans le 

rétentat, δ : épaisseur de la couche de polarisation, U : le dĠďit taŶgeŶtiel l’aliŵeŶtatioŶ. 

La détermination du flux de perméat en régime stationnaire se réalise par la théorie du film 

(équation 19) : 

                                           (Equation 19) 

 Avec C0, Cp et Cm : la concentration de soluté respectivement dans la solution (g.l-1), dans le perméat 

et au niveau de la membrane, D : le coefficient de diffusion du soluté (m2.s-1Ϳ et δ : l’Ġpaisseuƌ de la 

polarisation de concentration (m). En considérant que la concentration dans le perméat est nulle, il 

est possible de décrire le flux liŵite à paƌtiƌ de l’ĠƋuatioŶ ϮϬ : 

                                                   (Equation 20) 

Avec K : le coefficient de transfert du soluté (m.s-1). 

Le Đolŵatage peut ƌĠsulteƌ soit de l’oďstƌuĐtioŶ des poƌes à l’iŶtĠƌieuƌ de la ŵeŵďƌaŶe ;Đolŵatage 

eŶ pƌofoŶdeuƌͿ, soit d’uŶ phĠŶoŵğŶe d’adsoƌptioŶ, soit d’uŶ dĠpôt de ŵatiğƌe à la suƌfaĐe de la 

membrane (Figure 20).  
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Figure 20. Les phénomènes responsables du colmatage des membranes.  

Le Đolŵatage eŶgeŶdƌe uŶe ƌĠsistaŶĐe à l’ĠĐouleŵeŶt. Le Đolŵatage paƌ dĠpôt de ŵatiğƌe eŶ suƌfaĐe 

de la membrane peut être éliminé par un balayage tangentiel ou par un rétro lavage. Définir des lois 

de colmatage est très complexe en microfiltratioŶ taŶgeŶtielle. EŶ effet, il est ŶĠĐessaiƌe d’iŶtĠgƌeƌ le 

ďalaǇage taŶgeŶtiel de la ŵeŵďƌaŶe Ƌui ƌĠduit l’Ġpaisseuƌ du dĠpôt eŶ suƌfaĐe de la ŵeŵďƌaŶe. 

Néanmoins, certains modèles ont été développés en décomposant le colmatage en trois catégories :  

 le blocage total de pores, 

 la restriction du diamètre des pores, 

 la filtration sur gâteaux.  

Le flux peut alors ġtƌe eǆpƌiŵĠ paƌ l’ĠƋuatioŶ Ϯϭ (Ho et Zydney, 2000) : 

                                   (Equation 21) 

Avec t : la durée de filtration (s), J : le flux de permeat (m.s-1), A0 : surface de la membrane (m2) et K : 

le coefficient de transfert (m.s-1) et n : caractérise le modèle de filtration. n prend différentes 

valeurs selon les cas : 

 n = 0 pour la filtration sur gâteau 

 n = 1 pour le blocage intermédiaire des pores   

 n = 1,5 pour la restriction des pores 

 Ŷ = Ϯ pouƌ l’oďstƌuĐtioŶ Đoŵplğte des poƌes.  
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L’optiŵisatioŶ des paƌaŵğtƌes de sĠpaƌatioŶ peut peƌŵettƌe de ƌĠduiƌe les phĠŶoŵğŶes de 

Đolŵatage et l’iŵpaĐt de la ĐouĐhe de polaƌisatioŶ. Les pƌiŶĐipauǆ paramètres de la séparation sont 

les propriétés de membranes (nature et seuil de coupure), les propriétés de solution (concentration 

eŶ ŵaĐƌoŵolĠĐule, ĐoŵpositioŶ, pH…Ϳ et les paƌaŵğtƌes opĠƌatoiƌes ;PTM, dĠďit d’aliŵeŶtatioŶ et 

température).  

 Influence des caractéristiques des membranes 

Le matériau constituant la membrane et le seuil de coupure ont un rôle dans la sélectivité du 

pƌoĐĠdĠ. EŶ effet, le tauǆ de ƌĠteŶtioŶ de la ŵolĠĐule d’iŶtĠƌġt est ƌĠgi paƌ la taille des poƌes ŵais 

aussi par la géométrie de la molécule en solution. La nature de la membrane, quant à elle, joue un 

rôle dans les interactions de surface entre la membrane de séparation et les molécules présentes en 

solution. Afin de réaliser une séparation par la taille, les interactions entre la membrane/molécule 

doivent être minimisées.  

Les membranes peuvent être de nature organique (cellulose, polyamide ou acrylique) ou inorganique 

(carbone, alumine, métal, silico-aluminate ou carbure de silicium). Les membranes peuvent 

présenter une structure symétrique, asymétrique ou composite. Les membranes de structure 

sǇŵĠtƌiƋue soŶt ĐoŶstituĠes d’uŶ seul ŵatĠƌiau et pƌĠseŶteŶt des poƌes de taille hoŵogğŶe. Les 

membranes de structure asymétrique soŶt ĐoŶstituĠes d’uŶe ĐouĐhe tƌğs fiŶe posée sur une sous-

couche poreuse plus épaisse. La séparation sera assurée par la couche plus fine, plus sélective. Ces 

ŵeŵďƌaŶes peƌŵetteŶt d’augŵeŶteƌ le fluǆ. Les ŵeŵďƌaŶes Đoŵposites soŶt des ŵeŵďƌaŶes 

organiques et anisotropes, les deux couches sont constituées de deux matières différentes.  

La géométrie des membranes peut être de trois types :  

 membrane plane, 

 membrane tubulaire, 

 membrane à fibre creuse. 

La sĠpaƌatioŶ des Đellules du ŵilieu ĐoŶteŶaŶt de l’AH est ƌĠalisĠ paƌ des ŵeŵďƌaŶes plaŶes à 

structure symétrique en fluorure de polyvinylidène (PVDF) avec des diamètres de pores compris 

entre 0,22 et 0,45 µm (Zhou et al., 2006). 

 Influence des propriétés des solutions  

Les pƌopƌiĠtĠs des solutioŶs ;ĐoŶĐeŶtƌatioŶ, pH, foƌĐe ioŶiƋue, ǀisĐositĠ…Ϳ oŶt uŶe iŶflueŶĐe suƌ la 

performance de la séparation (sélectivité et flux de perméat). Les molécules contenues dans le milieu 
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vont participer au colmatage et à la formation de la couche de polarisation. La réduction du pH à 4 et 

l’augŵeŶtatioŶ de la foƌĐe ioŶiƋue peƌŵet d’aŵĠlioƌeƌ le passage de l’AH à tƌaǀeƌs la ŵeŵďƌaŶe de 

microfiltration (Zhou et al., 2006). La pƌotoŶatioŶ ou la ŶeutƌalisatioŶ des Đhaƌges de l’AH peƌŵet de 

minimiseƌ la ƌĠteŶtioŶ de l’AH eŶ ŵiĐƌofiltƌatioŶ. 

 Influence des conditions opératoires  

Les paƌaŵğtƌes opĠƌatoiƌes soŶt des faĐteuƌs Ƌui peuǀeŶt ġtƌe ŵodulĠs afiŶ d’optiŵiseƌ la sĠpaƌatioŶ 

des molécules. La PTM et la température ont une influence non négligeable sur la productivité du 

procédé. En effet, en considérant la loi de darcy (équation 13), plus la PTM est élevée plus le flux de 

peƌŵĠat seƌa iŵpoƌtaŶt. De ŵġŵe, l’augŵeŶtatioŶ de la teŵpĠƌatuƌe ƌĠduit la ǀisĐositĠ et, paƌ 

conséquent, augmente le flux de peƌŵeat. L’augŵeŶtatioŶ du dĠďit d’aliŵeŶtatioŶ augŵeŶte 

ĠgaleŵeŶt la pƌoduĐtiǀitĠ du pƌoĐĠdĠ. Elle peƌŵet d’Ġƌodeƌ la ĐouĐhe de polaƌisatioŶ ou le dĠpôt de 

matière responsable du colmatage à la surface des membranes. Un modèle phénoménologique de 

dépôt-érosion peut être utilisé (équation 22). Ce modèle établit un bilan entre le dépôt de matière à 

la suƌfaĐe des ŵeŵďƌaŶes paƌ ĐoŶǀeĐtioŶ et l’eŶtƌaîŶeŵeŶt de ŵatiğƌe ƌĠsultaŶt de l’ĠƌosioŶ 

(Barnier et De Bank, 1992) :  

Dépôt= apport – érosion 

                                  (Equation 22) 

Avec t : la durée de la microfiltration (s), ed : l’Ġpaisseuƌ du dĠpôt ;ŵͿ, ϕd : la masse volumique du 

dépôt (kg.m-3), J : le flux de perméat (m3.s-1.m-2), C0 : la concentration moyenne (kg.m-3), β : une 

constante propre à la suspension, τW : la contrainte de cisaillement à la paroi (Pa) et τc : la contrainte 

ĐƌitiƋue d’ĠƌosioŶ ;PaͿ.  

L’augŵeŶtatioŶ du dĠďit d’aliŵeŶtatioŶ eŶ sĠpaƌatioŶ ŵeŵďƌaŶaiƌe peƌŵet de ƌĠduiƌe le dĠpôt eŶ 

surface de la membrane responsable de la résistance au flux de perméat. En conséquence, 

l’augŵeŶtatioŶ du dĠďit d’aliŵeŶtatioŶ augŵeŶte le fluǆ de peƌŵĠat. 

La ŵiĐƌofiltƌatioŶ de solutioŶs ďaĐtĠƌieŶŶes ĐoŶteŶaŶt de l’AH est possiďle. CepeŶdaŶt, daŶs les 

conditions optimales déterminées par Zhou et al. (2006) (pH 4 et 0,25 mmol.l-1 de NaCl), la rétention 

de l’AH est de Ϭ,Ϯ. AiŶsi, uŶe paƌt de l’AH est ƌeteŶue. Les ĐoŶditioŶs de ŵiĐƌofiltƌatioŶ deǀƌoŶt 

pƌoďaďleŵeŶt ġtƌe ĠtudiĠes afiŶ de se ƌappƌoĐheƌ d’uŶe ƌĠteŶtioŶ Ŷulle. 
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2.3.3 Les méthodes de purification  

UŶe fois les Đellules ĠliŵiŶĠes, l’AH se ƌetƌouǀe liďƌe daŶs uŶ ŵilieu Đoŵpleǆe ĐoŶteŶaŶt des solutĠs 

ǀaƌiĠs ;pƌotĠiŶes, peptides, aĐides ŶuĐlĠiƋues, ŵiŶĠƌauǆ…Ϳ. AfiŶ d’ĠliŵiŶeƌ Đes solutĠs, diǀeƌses 

méthodologies de purification peuvent être mises en place telles que la diafiltration, la précipitation 

ou eŶĐoƌe l’adsoƌptioŶ suƌ ĐhaƌďoŶ aĐtif. Les diffĠƌeŶtes sĠpaƌatioŶs soŶt ďasĠes suƌ la diffĠƌeŶĐe de 

pƌopƌiĠtĠs Ƌu’il eǆiste eŶtƌe l’AH et les autƌes ŵolĠĐules du ŵilieu. UŶe des Đaractéristiques qui 

distiŶgue de ŵaŶiğƌe ƌadiĐale l’AH des autƌes ŵolĠĐules est sa taille. EŶ effet, l’AH pƌĠseŶte uŶe taille 

comprise entre quelques dizaines de kDa à plusieurs MDa.  

2.3.3.1 Purification par ultrafiltration  

L’ultƌafiltƌatioŶ est uŶe ŵĠthode de séparation membranaire faisant intervenir des membranes dont 

le diamètre de pores est compris entre 1 et 100 nm. Elle est basée sur le même principe que la 

microfiltration tangentielle (§2.3.2.3). Par conséquent, toutes les équations citées précédemment 

soŶt appliĐaďles à la sĠpaƌatioŶ paƌ ultƌafiltƌatioŶ. L’ultƌafiltƌatioŶ peut ġtƌe utilisĠe pouƌ la 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de l’AH ŵais ĠgaleŵeŶt pouƌ sa puƌifiĐatioŶ ;diafiltƌation). 

La sĠpaƌatioŶ de l’AH paƌ ultƌafiltƌatioŶ est iŶflueŶĐĠe paƌ les ĐaƌaĐtĠƌistiƋues de la ŵeŵďƌaŶe 

(matériaux, seuil de coupure, module etc.), les propriétés de la solution (pH, force ionique, viscosité 

etc.) et les conditions opératoires (pH, température, PTM, etc.)(§2.3.2.3Ϳ. La ŵise eŶ œuǀƌe d’uŶe 

étape de séparation par ultrafiltration demande donc de faire le choix de nombreux paramètres : 

nature de la membrane, diamètre de pores, propriété des solutions (concentration en AH, viscosité, 

pH…Ϳ, PTM, teŵpĠƌatuƌe et dĠďit d’aliŵeŶtatioŶ. 

Les ŵeŵďƌaŶes de la sĠpaƌatioŶ de l’AH soŶt ƌeĐeŶsĠes daŶs le  

Tableau 2. Les membranes sont toutes des membranes planes. La nature des membranes les plus 

utilisées est soit le fluorure de polyvinylidène (PVDF), soit le polyéthersulfone (PES). Les seuils de 

coupure sont compris entre 50 et 675 KDa. La surface des membranes est variable. Les solutions 

séparées sont pour la plupart des milieux de culture microbienne. La température de 

fonctionnement est comprise entre la température ambiante et 35°C. La PTM est comprise entre 0,5 

et 2 bar.  

Les performances de séparation sont variables. Néanmoins, en conditions optimisées, un taux de 

rétention de 0,96 et un flux de 20 l.m-2.h-1 (10,4 cm2) peuvent être envisagées (Zhou et al., 2006 ; 

Murado et al., 2012 ; Rangaswamy et Jain, 2008). 
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Tableau 2. Récapitulatif de la nature et des seuils de coupure des membranes 

d'ultrafiltration utilisées pour la séparation de l'AH. 

milieu Composition de la 

membrane 

Surface (m2) Seuil de coupure 

(kDa) 

Référence 

Milieu de culture PES / 50 (Rangaswamy et 

Jain, 2008) 

Œil de poissoŶ PES 6,00.10-2 100 - 300 - 675 (Murado et al., 

2012) 

Milieu de culture PVDF 7.10-1 300 (Carlino et 

Magnette, 2002) 

Milieu de culture PES 10-1 5 (Santosh et al., 

2010) 

Milieu de culture PES 1,14 30 (Gaspar et al., 

1989) 

Milieu de culture PVDF 1,04.10-2 100 - 300 (Zhou et al., 2006) 

 

Les ĐoŶditioŶs optiŵales ŵises eŶ plaĐe loƌs de l’ultƌafiltƌatioŶ peƌŵetteŶt d’aŵĠlioƌeƌ le ƌeŶdeŵeŶt 

et la pƌoduĐtiǀitĠ loƌs de l’ultƌafiltƌatioŶ. EŶ ƌeǀaŶĐhe, pouƌ optiŵiseƌ la puƌetĠ d’uŶe solutioŶ d’AH, 

l’ultƌafiltƌatioŶ seƌa utilisĠe eŶ ŵode diafiltƌatioŶ. La diafiltƌatioŶ ĐoŶsiste eŶ l’additioŶ d’eau ;ou de 

taŵpoŶͿ daŶs le ƌĠteŶtat afiŶ d’eŶ ŵaiŶteŶiƌ le ǀoluŵe ĐoŶstaŶt ;Figure 21). Maintenir un volume 

ĐoŶstaŶt daŶs le ƌĠteŶtat peƌŵet d’Ġǀiteƌ uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de l’AH daŶs le peƌŵĠat Ƌui ĐoŶduit au 

colmatage de la membrane tout en favorisant le passage des molécules de faible taux de rétention. 
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Figure 21. Schéma d'un système de diafiltration. (1 et 2) Pompes péristaltiques,  (3 et 4) 

manomètre, (5) agitateur magnétique, (6) vanne de contre pression, (7) membrane, (8) 

éprouvette gƌaduĠe et ;9Ϳ ƌĠseƌvoiƌ d’aliŵeŶtatioŶ. 

Les peƌfoƌŵaŶĐes de puƌifiĐatioŶ eŶ diafiltƌatioŶ s’eǆpƌiŵeŶt paƌ le ƌeŶdeŵeŶt, la puƌetĠ et la 

productivité. 

Le ƌeŶdeŵeŶt est dĠteƌŵiŶĠ paƌ l’ĠƋuatioŶ Ϯ3, elle peƌŵet d’Ġǀalueƌ la ƋuaŶtitĠ d’AH ĐoŶseƌǀĠ au 

cours des étapes de purification :  

                                            (Equation 23) 

avec mAH0  et mAH : la ƋuaŶtitĠ d’AH avant et après purification (kg). 

La puretĠ est dĠfiŶie paƌ l’ĠƋuatioŶ Ϯϰ, elle peƌŵet de suiǀƌe l’ĠliŵiŶatioŶ des ĠlĠŵeŶts autƌes Ƌue 

l’AH :  

                            (Equation 24) 

Avec mtotal, la ŵasse du ŵilieu ĐoŶteŶaŶt l’AH ;kgͿ. 
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La productivité peut être dĠteƌŵiŶĠe paƌ l’ĠƋuatioŶ Ϯϱ : 

                            (Equation 25) 

AǀeĐ t, la duƌĠe de l’Ġtape de diafiltƌatioŶ ;sͿ. 

La ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ AH daŶs le ƌĠteŶtat Ġǀolue seloŶ l’ĠƋuatioŶ Ϯ6 (Cheryan, 1986) : 

                                 (Equation 26) 

Avec C : la concentration dans le retentât (g.l-1), C0 : la concentration initiale (g.l-1), veau : le volume 

total d’eau ajouté (m3) et V0 : le volume initial de rétentat (m3). 

Cette ƌelatioŶ peƌŵet de dĠteƌŵiŶeƌ l’ĠǀolutioŶ du ƌeŶdeŵeŶt eŶ diafiltƌatioŶ eŶ l’assoĐiaŶt 

l’Ġquation 24.  Le calcul du rendement devient alors (équation 27) : 

                                  (Equation 27) 

La productivité, de la même manière que pour la pureté, peut être exprimée en fonction du flux de 

perméat et de l’ĠƋuatioŶ Ϯϱ. La pƌoduĐtiǀitĠ peut aloƌs ġtƌe dĠteƌŵiŶĠe paƌ l’ĠƋuatioŶ Ϯ8 : 

                                    (Equation 28) 

La pureté est difficile à déterminer de manière théorique. En effet, elle nécessite de connaître la 

concentration de chaque composé contenu dans le milieu. Les milieux de culture microbiens 

présentent une variété importante de composés (protéines, peptides, acides aminés, oses, sels, 

ǀitaŵiŶes…Ϳ et uŶe ĐoŵpositioŶ souǀeŶt appƌoǆiŵatiǀe, ŶotaŵŵeŶt due à l’ajout de ĐoŵposĠs tels 

Ƌue les eǆtƌaits de leǀuƌe. Il est doŶĐ diffiĐile d’Ġǀalueƌ la ĐoŵpositioŶ iŶitiale et l’ĠǀolutioŶ des 

milieux complexes en diafiltration. De ce fait, la pureté, est, dans la plupart des cas, déterminée 

expérimentalement. Le nombre de volumes de diafiltration est à ajuster en fonction du degré de 

pureté requis.  

La diafiltration est une méthode de séparation très performante en ce qui concerne la purification de 

l’AH. Elle peƌŵet de puƌifieƌ l’AH d’uŶ faĐteuƌ de ϭϬϬϬ aǀeĐ uŶ ƌeŶdeŵeŶt de ϳϳ % (Zhou et al., 

2006). Le suiǀi de l’ĠliŵiŶatioŶ des sels eŶ diafiltƌatioŶ peut se faiƌe paƌ ŵesuƌe de ĐoŶduĐtiǀitĠ et 
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constitue souvent une référence dans les procédés industriels (Gaspar et al., 1989). A quatre 

diavolumes la quasi-totalité des sels du milieu de culture de S. zooepidemicus sont éliminées (Choi et 

al., 2014). Santosh et al. (2010) font référence à cinq diavolumes pouƌ la puƌifiĐatioŶ de l’AH. La 

diafiltration est souvent associée à d’autƌes méthodes de purification telle l’adsoƌptioŶ suƌ ĐhaƌďoŶ 

actif ou la précipitation. 

2.3.3.2 Purification de l’AH par adsorption sur charbon actif  

La puƌifiĐatioŶ de l’AH paƌ l’additioŶ de ĐhaƌďoŶ aĐtif pouƌ l’adsoƌptioŶ des solutĠs du ŵilieu de 

Đultuƌe est ƌetƌouǀĠe à l’ĠĐhelle iŶdustƌielle (Kweon et al., 2012 ; Morikawa et al., 2009 ; Santosh et 

al., 2010). L’adsoƌptioŶ est un phénomène de surface par lequel des molécules se fixent par des 

liaisoŶs faiďles à la suƌfaĐe d’adsorbants. Ainsi, certaines molécules telles que les protéines, les acides 

nucléiques, les métaux lourds et les endotoxines interagissent avec la surface du charbon actif. Après 

adsoƌptioŶ, l’adsoƌďaŶt est Ġliminé de la solution en captant les molécules adsorbées.  

 Les charbons actifs  

Les charbons actifs présentent une large gamme de structures. La structure est liée à la nature de la 

ŵatiğƌe pƌeŵiğƌe oƌgaŶiƋue utilisĠe aiŶsi Ƌu’auǆ ĐoŶditioŶs de faďƌiĐatioŶ. Les matières premières 

utilisĠes peuǀeŶt ġtƌe du ďois, de la ĐoƋue de Ŷoiǆ de ĐoĐo, des ŶoǇauǆ d’oliǀes ou ďieŶ de la houille, 

de la tourbe ou de la lignine. Cette matière première est dans un premier temps carbonisée. Durant 

cette étape, les composés orgaŶiƋues soŶt hǇdƌolǇsĠs eŶ gaz ǀolatil tels Ƌue l’oǆǇgğŶe, l’hǇdƌogğŶe 

et l’azote paƌ pǇƌolǇse ;ϯϬϬ °CͿ laissaŶt uŶ sƋuelette de ĐaƌďoŶe. Ce sƋuelette ĐoŶtieŶt des poƌes de 

différentes tailles qui vont faire du charbon actif un excellent adsorbant. Les pores du squelette de 

ĐaƌďoŶe, apƌğs ĐaƌďoŶisatioŶ, ƌesteŶt paƌfois oďstƌuĠs paƌ de la ŵatiğƌe dĠgƌadĠe. L’aĐtiǀatioŶ 

peƌŵet d’ĠliŵiŶeƌ les ŵatiğƌes ĐaƌďoŶisĠes afiŶ d’oďteŶiƌ la plus laƌge distƌiďutioŶ de tailles et de 

foƌŵes des poƌes, et d’aĐĐƌoîtƌe ĐoŶsidérablement la surface spécifique des charbons actifs. 

L’aĐtiǀatioŶ du ĐhaƌďoŶ aĐtif peut se faiƌe phǇsiƋueŵeŶt ou ĐhiŵiƋueŵeŶt. 

L’aĐtiǀatioŶ phǇsiƋue ;ou gazĠifiĐatioŶ paƌtielle à haute teŵpĠƌatuƌeͿ est uŶe ĐoŵďustioŶ theƌŵiƋue 

à 700-1000 °C effectuée dans uŶ ĐouƌaŶt d’aiƌ et de ǀapeuƌ d’eau et/ou dioǆǇde de ĐaƌďoŶe iŶjeĐtĠ 

sous pƌessioŶ ;pƌoĐĠdĠ d’oǆǇdatioŶ ĐoŶtƌôlĠͿ. Ce pƌoĐĠdĠ ĐoŶduit à l’oďteŶtioŶ de poƌes Ġtƌoits. 

L’aĐtiǀatioŶ ĐhiŵiƋue est l’ajout d’uŶ ageŶt dĠshǇdƌataŶt à haute teŵpĠƌatuƌe eŶtƌe ϰϬϬ-600 °C. Cet 

ageŶt est souǀeŶt de l’aĐide phosphoƌiƋue ŵais peut ĠgaleŵeŶt ġtƌe de l’aĐide sulfuƌiƋue ou du 

chlorure de zinc. Cet agent est ajouté en grande quantité et est lavé par la suite. Ce type de procédé 



Etude bibliographique  

44 

DOCUMENT CONFIDENTIEL 

donne des pores plus larges que dans le cas de l’aĐtiǀatioŶ phǇsiƋue (Torregrosa et Martinmartinez, 

1991 ; Ahmadpour et Do, 1996).  

Les charbons actifs existent sous différentes formes : concassé, en grain ou en poudre.  

ChaƋue ĐhaƌďoŶ aĐtif pƌĠseŶte des ĐaƌaĐtĠƌistiƋues pƌopƌes d’adsoƌptioŶ seloŶ soŶ origine, sa forme 

ou son activation.  

 La caractérisation des charbons actifs  

Les ĐhaƌďoŶs aĐtifs oŶt tous des pƌopƌiĠtĠs Ƌui dĠpeŶdeŶt de l’oƌigiŶe de la ŵatiğƌe oƌgaŶiƋue et du 

procédé de fabrication. Afin de pouvoir différencier les divers types de charbon actif ainsi que leurs 

peƌfoƌŵaŶĐes d’adsoƌptioŶ, plusieuƌs paƌaŵğtƌes soŶt dĠfiŶis.  

La ĐaƌaĐtĠƌisatioŶ d’uŶ ĐhaƌďoŶ aĐtif se fait paƌ la dĠteƌŵiŶatioŶ de la suƌfaĐe d’adsoƌptioŶ et de la 

distribution des diamètres de pores. L’oƌigiŶe de la ŵatiğƌe pƌemière doit également être spécifiée.  

La ŵesuƌe de la suƌfaĐe spĠĐifiƋue d’adsoƌptioŶ est ďasĠe suƌ la dĠteƌŵiŶatioŶ de la ƋuaŶtitĠ 

d’adsoƌďat ŶĠĐessaiƌe pouƌ foƌŵeƌ uŶe ŵoŶoĐouĐhe à la suƌfaĐe du ĐhaƌďoŶ aĐtif. La dĠteƌŵiŶatioŶ 

de la surface se fait par la théorie de Brunauer, Emmett et Teller (BET) (Brunauer et al., 1938). Une 

isotheƌŵe d’adsoƌptioŶ du diazote à teŵpĠƌatuƌe de l’azote liƋuide suƌ ϴ poiŶts est Ġtaďlie. A paƌtiƌ 

de cette isotherme, le volume de la monocouche de diazote peut être déterminé (m3) paƌ l’ĠƋuatioŶ 

de BET (équation 29) :  

                         (Equation 29) 

Avec v : la ƋuaŶtitĠ d’adsoƌďat fiǆĠe à la pƌessioŶ P eǆpƌiŵĠe eŶ Đŵ3 TNP par gramme 

(22.414 cm3 TNP = 1 mole), P : la pƌessioŶ à l’ĠƋuiliďƌe ;PaͿ et P0 : la pression de vapeur saturante 

(Pa), Vm la capacité de la monocouche (cm3 TNP.g-1) et C : la constante liée aux énergies 

d’adsoƌptioŶ. 

EŶ ƌappoƌtaŶt le ǀoluŵe de la ŵoŶoĐouĐhe de diazote au ǀoluŵe d’uŶe ŵolĠĐule de diazote,  la 

surface spécifique notée N2-BET en m².g-1 est déterminée. Plus la surface spécifique est importante 

plus les ĐapaĐitĠs d’adsoƌptioŶ seƌoŶt iŵpoƌtaŶtes. Elle est Đoŵpƌise eŶtƌe ϱϬϬ et ϭϱϬϬ ŵ².g-1. 
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La détermination du diamètre de pore majoritaire est quant à elle réalisée par une méthode de 

porosimétrie au mercure (Washburn, 1921). Trois types de pores sont distingués selon leurs tailles 

(Tableau 3). 

 

Tableau 3 : Les différents types de pores des charbon actifs.  

Type de pores Diamètre de pores 

Micropore Inférieur à 2 nm 

Mésopore Entre 2 et 50 nm 

Macropore Supérieur à 50 nm 

 

Les ĐapaĐitĠs d’adsoƌptioŶ soŶt ĐaƌaĐtĠƌisĠes paƌ l’iŶdiĐe de ŵĠlasse, l’iŶdiĐe de ďleu de ŵĠthǇlğŶe 

et l’iŶdiĐe d’iode. ChaƋue iŶdiĐe ĐaƌaĐtĠƌise la ĐapaĐitĠ des ŵolĠĐules à se fiǆeƌ à uŶ tǇpe de poƌes. 

L’iŶdiĐe de ŵĠlasse tƌaduit la ĐapaĐitĠ d’uŶ ĐhaƌďoŶ aĐtif à fiǆeƌ de gƌosses ŵolĠĐules daŶs les 

macropores. Il est généralement compris entre 95 et 600 mg mélasse.g-1 de ĐhaƌďoŶ aĐtif. L’iŶdiĐe de 

bleu de méthylène traduit la capacité à fixer les colorants qui sont de taille moyenne dans les 

ŵĠsopoƌes et l’iŶdiĐe d’iode ĐaƌaĐtĠƌise la fiǆatioŶ des petites ŵolĠĐules daŶs les ŵiĐƌopoƌes 

généralement compris entƌe ϱϬϬ et ϭϮϬϬ ŵg d’iode.g-1 de charbon actif. 

 Adsorption des molécules sur des charbons actifs 

Deuǆ foƌĐes d’iŶteƌaĐtioŶ pƌiŶĐipales soŶt ŵises eŶ jeu, des iŶteƌaĐtioŶs dites phǇsiƋues Đ’est-à-dire 

les forces de Van Der Waals ou des interactions chimiques qui sont liées à une redistribution des 

ĠleĐtƌoŶs eŶtƌe la suƌfaĐe du solide et l’atoŵe adsoƌďĠ. La chimisorption qui met en jeu le partage 

des ĠleĐtƌoŶs eŶtƌe l’atoŵe et l’adsoƌďaŶt, est uŶe iŶteƌaĐtioŶ plus foƌte ;ϰϬ à ϰϬϬ KJ.ŵol-1) que la 

physisorption (10 à 20 Kj.mol-1) (Bansal et Goyal, 2010). Contrairement à la physisorption, la 

chimisorption est spécifique. 

La ƋuaŶtitĠ adsoƌďĠe à l’ĠƋuiliďƌe ;loƌsƋue la ǀitesse d’adsoƌptioŶ = ǀitesse de dĠsoƌptioŶͿ pouƌ uŶ 

système adsorbant-adsorbé donné dépend de la teŵpĠƌatuƌe. C’est pouƌƋuoi, l’adsoƌptioŶ est 

ĐoŵŵuŶĠŵeŶt pƌĠseŶtĠe sous la foƌŵe d’uŶe isotheƌŵe adsoƌptioŶ ;adsoƌptioŶ des ŵolĠĐules 

ŵesuƌĠe à teŵpĠƌatuƌe fiǆeͿ. L’adsoƌptioŶ eŶ ŵilieu liƋuide peut pƌiŶĐipaleŵeŶt ġtƌe ƌepƌĠseŶtĠe 

paƌ deuǆ ĠƋuatioŶs d’isothermes : les équations de Freundlich et de Langmuir (Hoda et al., 2006 ; 

Fabbricino et al., 2013 ; Chyka et al., 2001 ; Netzer et Hughes, 1984 ; Sekaran et al., 1996). 

L’ĠƋuatioŶ de FƌeuŶdliĐh ;ĠƋuatioŶ ϯ0) est une équation qui représente empiriquement la quantité 

de ŵolĠĐules adsoƌďĠes paƌ uŶitĠ de ŵasse d’adsoƌďaŶt :  
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                                                (Equation 30) 

Avec X : la quantité de molécules adsorbées, m : la ŵasse d’adsoƌďaŶt ;ĐhaƌďoŶ aĐtifͿ, C : la 

concentration de la molécule à adsorber en solution, Kf et n sont des constantes qui dépendent de 

l’adsoƌďaŶt, de l’adsoƌďĠ et de la teŵpĠƌatuƌe.  

Cette ĠƋuatioŶ est souǀeŶt utilisĠe pouƌ ĐaƌaĐtĠƌiseƌ l’adsoƌptioŶ des ŵolĠĐules telles Ƌue les suĐƌes, 

les colorants ou les huiles en milieu liquide (Jaroniec, 1975). 

L’ĠƋuatioŶ de LaŶgŵuiƌ peƌŵet de ĐaƌaĐtĠƌiseƌ la suƌfaĐe de l’adsoƌďaŶt ƌeĐouǀeƌte paƌ la ŵolĠĐule 

adsorbée (équation 31Ϳ. L’ĠƋuatioŶ de LaŶgŵuiƌ est ďasĠe suƌ l’ĠƋuiliďƌe adsoƌptioŶ/dĠsoƌptioŶ 

d’uŶe ŵolĠĐule à uŶ site de fiǆatioŶ. L’utilisatioŶ de Đette ĠƋuatioŶ sous-tend les trois postulats 

suivants :  

 il existe des sites actifs M à N molécules liées, 

 ĐhaƋue site de liaisoŶ Ŷe peut lieƌ Ƌu’uŶe seule ŵolĠĐule,  

 chaque site actif est indépendant. 

                                                (Equation 31) 

AǀeĐ Q : la ƋuaŶtitĠ de ŵolĠĐules adsoƌďĠes paƌ uŶitĠ de ŵasse d’adsoƌďaŶt ;g.g-1), Qmon : la quantité 

de ŵolĠĐules ŶĠĐessaiƌe pouƌ foƌŵeƌ uŶe ŵoŶoĐouĐhe paƌ uŶitĠ de ŵasse d’adsoƌďaŶt ;g.g-1), C : la 

concentration en molécules à adsorber en solution (g.g-1) et KL : une constante qui dépend de 

l’adsoƌďaŶt, l’adsoƌďĠ et la teŵpĠƌatuƌe.  

EŶ tƌaçaŶt, ϭ/Q eŶ foŶĐtioŶ de ϭ/C, l’oƌdoŶŶĠe à l’oƌigiŶe fouƌŶit la ǀaleuƌ de Qmon et la pente de la 

droite permet de déduire K.  

L’ĠtaďlisseŵeŶt des isotheƌŵes d’adsoƌptioŶ doit pƌeŶdƌe eŶ Đoŵpte :  

 les propriétés du charbon actif : la structure chimique (nature, polarité et la concentration 

des groupements chimiques à la surface du charbon ainsi que la surface) et la distribution 

des tailles de pore). 

  les propriétés des molécules adsorbées : la structure chimique, la polarité et la taille. 

 les propriétés de la solution ;s’il s’agit de ŵolĠĐules eŶ solutioŶͿ : la concentration des 

molécules, la force ionique et le pH de la solution. 
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En effet, Sekaran et al., (1996Ϳ oŶt ĠtudiĠ l’iŵpaĐt des pƌopƌiĠtĠs de solutioŶ ;ĐoŶĐeŶtƌatioŶ, foƌĐe 

ioŶiƋue, pHͿ et de la teŵpĠƌatuƌe suƌ l’adsoƌptioŶ de l’alďuŵiŶe de sĠƌuŵ de ďoǀiŶ au ĐhaƌďoŶ aĐtif. 

L’adsoƌptioŶ augŵeŶte aǀeĐ l’augŵeŶtatioŶ de la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ pƌotĠiŶes jusƋu’à atteiŶdƌe uŶe 

ǀaleuƌ liŵite loƌsƋue le ĐhaƌďoŶ aĐtif est satuƌĠ. EŶ ƌeǀaŶĐhe, l’augŵeŶtatioŶ de la foƌĐe ioŶiƋue 

ƌĠduit l’adsoƌptioŶ des pƌotĠiŶes. EŶ effet, la foƌĐe ioŶiƋue Ŷeutƌalise les Đhaƌges à la suƌfaĐe de la 

protéine ce qui réduit soŶ iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ le ĐhaƌďoŶ aĐtif. Le pH d’adsoƌptioŶ optiŵale dĠteƌŵiŶĠ 

est de ϳ, la ŵolĠĐule est aloƌs ĐhaƌgĠe ŶĠgatiǀeŵeŶt. L’augŵeŶtatioŶ de la teŵpĠƌatuƌe diŵiŶue 

ĠgaleŵeŶt l’adsoƌptioŶ. EŶ effet, l’augŵeŶtatioŶ de la teŵpĠƌatuƌe appoƌte l’ĠŶergie nécessaire à la 

rupture des liaisons. 

L’adsoƌptioŶ suƌ ĐhaƌďoŶ aĐtif de solutioŶ d’AH est ƌĠalisĠe de pƌĠfĠƌeŶĐe eŶ fiŶ de pƌoĐessus de 

purification (Kweon et al., 2012). L’additioŶ de ĐhaƌďoŶ aĐtif, apƌğs diafiltƌatioŶ, peƌŵet l’ĠliŵiŶatioŶ 

des protéines, endotoxines, métaux lourds et acides nucléiques résiduels (Choi et al., 2014).  

L’adsoƌptioŶ suƌ ĐhaƌďoŶ aĐtif est iŶflueŶĐĠe paƌ les ĐaƌaĐtĠƌistiƋues du ĐhaƌďoŶ, les pƌopƌiĠtĠs des 

molécules à adsorber ainsi que la composition des solutions. La maîtrise de ces paramètres permet 

d’oďteŶiƌ uŶe fiǆatioŶ optiŵale des pƌotĠiŶes, aĐides ŶuĐlĠiƋues, eŶdotoǆiŶe et ŵĠtauǆ louƌd. 

2.3.3.3 Les méthodes de précipitation de l’AH  

 Précipitation au sel de cétrimide ammonium  

La pƌĠĐipitatioŶ de l’AH paƌ le Đhloƌuƌe ou le bromure de cétrimide ammonium  (CTACl ou CTAB) est 

ƌĠalisĠe pouƌ la puƌifiĐatioŶ d’aŶtigğŶes Đapsulaiƌes de Ŷatuƌe polǇosidiƋue ĐhaƌgĠs ŶĠgatiǀeŵeŶt et 

produits par des bactéries comme Hemophilus influenzae ou S. zooepidemiccus (Brown et al., 1994 ; 

Anderson et Smith, 1977 ; Bartoloni et al., 1995). L’utilisatioŶ du Đhloƌuƌe de ĐĠtƌiŵide aŵŵoŶiuŵ 

bromide a été bannie du fait de sa toxicité. Le bromure de cétrimide ammonium quant à lui est 

toujouƌs eŵploǇĠ. Le pƌĠĐipitĠ d’AH et de CTAB foƌŵĠ est ƌĠĐupĠƌĠ par centrifugation et est, par la 

suite, remis en suspension par une solution de NaCl. Le CTAB est ensuite éliminé par osmose inverse 

ou diafiltration (Hemant et al., 2013). 

 PƌĠĐipitatioŶ de l’AH paƌ des solvaŶts oƌgaŶiƋues  

La puƌifiĐatioŶ de l’AH peut se faire par précipitation en solvant organique (Kweon et al., 2012). 

L’ajout de solǀaŶt oƌgaŶiƋue oďlige les ŵolĠĐules d’AH tƌğs hǇdƌophile à se ƌegƌoupeƌ et à pƌĠĐipiteƌ 

afiŶ de liŵiteƌ leuƌ ĐoŶtaĐt aǀeĐ l’ĠthaŶol. La foƌĐe ioŶiƋue aiŶsi Ƌue le titƌe eŶ Ġthanol sont deux 

facteurs qui influencent la précipitation (Murado et al., 2012). Pour des concentrations en AH de 1 à 

3 % ;ŵ/ǀͿ, il est ajoutĠ ϰϰ à ϲϬ % ;V/VͿ. D’autƌes solǀaŶts oƌgaŶiƋues Ƌue l’ĠthaŶol peuǀeŶt ġtƌe 
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utilisĠs tel l’aĐĠtoŶe ou le ŵĠthaŶol. Pour la précipitation au méthanol, il faut une concentration en 

AH de ϯ à ϲ % ;ŵ/ǀͿ et ϱϱ à ϲϱ % ;ǀ/ǀͿ de ŵĠthaŶol et pouƌ Đelle à l’aĐĠtoŶe uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ AH 

de 3 à 4 % (m/v) et 40 à 50 % (v/v) (Murata et Fukuda, 2009). La pƌĠĐipitatioŶ à l’ĠthaŶol permet la 

précipitation de concentrations plus faibles en AH. Pour les grandes tailles en AH, la viscosité 

augmente rapidement avec la concentration et il devient difficile de concentrer les solutions du fait 

des contraintes rhéologiques importantes.  

La préĐipitatioŶ à l’ĠthaŶol peƌŵettƌa de pƌĠĐipiteƌ de plus faiďles ĐoŶĐeŶtƌatioŶs eŶ AH ƌĠduisaŶt 

l’Ġtape de ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ aŵoŶt. Le dĠsaǀaŶtage de la pƌĠĐipitatioŶ eŶ solǀaŶt oƌgaŶiƋue est la 

consommation importante en solvant ainsi que la nécessité de mettre en place des zones 

particulières de sécurité.  

2.4 Les méthodes de séchage  

Il eǆiste de Ŷoŵďƌeuses ŵĠthodes de sĠĐhages. Le Đhoiǆ d’uŶe ŵĠthode appƌopƌiĠe doit pƌeŶdƌe eŶ 

compte les caractéristiques physico-chimiques de la solution mais également le comportement de la 

ŵolĠĐule d’iŶtĠƌġt au Đouƌs du sĠĐhage. Il est pƌiŵoƌdial de ŵaiŶteŶiƌ l’iŶtĠgƌitĠ de la ŵolĠĐule et ses 

pƌopƌiĠtĠs ďiologiƋues. L’aĐide hǇaluƌoŶiƋue est uŶe ďioŵolĠĐule theƌŵoseŶsiďle Ƌui est Đapaďle de 

fiǆeƌ jusƋu’à ϭϬϬϬ fois sa ŵasse eŶ eau. Les solutioŶs d’aĐide hǇaluƌoŶiƋue de gƌaŶde taille et de 

concentrations élevées sont très visqueuses. Les technologies développées pour ce type de solutions 

soŶt ƌaƌes. Deuǆ ŵĠthodes soŶt pƌiŶĐipaleŵeŶt utilisĠes pouƌ le sĠĐhage de l’AH : la lyophilisation et 

la pƌĠĐipitatioŶ paƌ solǀaŶt oƌgaŶiƋue suiǀies de l’ĠǀapoƌatioŶ de l’ĠthaŶol ƌĠsiduel (Murata et 

Fukuda 2009 ; Santosh et al., 2010 ; Hemant et al., 2013).   

2.5 Aide à l’optimisation par l’utilisation des plans 

d’expériences  

Les plaŶs d’eǆpĠƌieŶĐes peƌŵetteŶt d’oƌgaŶiseƌ au ŵieuǆ les essais Ƌui aĐĐoŵpagŶeŶt uŶe ƌeĐheƌĐhe 

scientifique ou des études industrielles (Goupy 2001). Ils permettent de trouver des corrélations 

eŶtƌe uŶe gƌaŶdeuƌ t’iŶtĠƌġt ;YͿ et des ǀaƌiaďles ;XͿ. La gƌaŶdeuƌ d’iŶtĠƌġt Y poƌteƌa le Ŷoŵ de 

réponse alors que les variables le nom de facteur. La valeur donnée à un facteur pour réaliser un 

essai est appelĠe Ŷiǀeau. Loƌs de l’Ġtude de l’iŶflueŶĐe d’uŶ faĐteuƌ suƌ la ƌĠpoŶse, les ǀaƌiatioŶs du 

facteur sont limitées entre deux bornes : Ŷiǀeau haut et ďas. L’eŶseŵďle des ǀaleuƌs Ƌue peut 

pƌeŶdƌe le faĐteuƌ eŶtƌe Đes deuǆ ďoƌŶes est appelĠ doŵaiŶe. A ĐhaƋue poiŶt du doŵaiŶe d’Ġtude 

est assoĐiĠ uŶe ƌĠpoŶse. La ƌepƌĠseŶtatioŶ gĠoŵĠtƌiƋue du plaŶ d’eǆpĠƌieŶĐes et de la réponse 
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nécessite un espace ayant une dimension supplémentaiƌe de l’espaĐe eǆpĠƌiŵeŶtal. Ainsi, un plan à 

deux facteurs utilise un espace à trois dimensions pour être représenté : deux dimensions pour les 

faĐteuƌs et uŶe diŵeŶsioŶ pouƌ la ƌĠpoŶse. L’eŶsemble des réponses se localise sur une surface 

appelĠe suƌfaĐe de ƌĠpoŶse. Le Ŷoŵďƌe et l’eŵplaĐeŵeŶt des poiŶts eǆpĠƌiŵeŶtauǆ soŶt le 

pƌoďlğŵe foŶdaŵeŶtal des plaŶs d’eǆpĠƌieŶĐes. La ŵeilleuƌe pƌĠĐisioŶ de la suƌfaĐe de ƌĠpoŶse est 

recherchée en minimisant le Ŷoŵďƌe d’eǆpĠƌieŶĐes.  

Pouƌ pouǀoiƌ ĐalĐuleƌ l’eŶseŵďle des ƌĠpoŶses eŶtƌe les poiŶts eǆpĠƌiŵeŶtauǆ, uŶ polǇŶôŵe est 

utilisé. La fonction mathématique est un développement limité de la série de Taylor Mac Laurin. Elle 

prend la forme suivante (équation 32) :  

   (Equation 32)   

Où y : est la ƌĠpoŶse ou la gƌaŶdeuƌ d’iŶtĠƌġt, ǆi : représente le niveau attribué au facteur i (valeurs 

connues) et a0,ai, aij, aii : sont les coefficients du modèle mathématique (non connus et doivent être 

calculés à partir des ƌĠsultats eǆpĠƌiŵeŶtauǆͿ. Cette ĠƋuatioŶ Ŷe pƌeŶd pas eŶ Đoŵpte l’eƌƌeuƌ 

eǆpĠƌiŵeŶtale aiŶsi Ƌue le ŵaŶƋue d’ajusteŵeŶt du ŵodğle. EŶ effet, loƌsƋu’uŶ poiŶt eǆpĠƌiŵeŶtal 

est réalisé à plusieurs reprises, la répoŶse Ŷ’est pas toujouƌs la ŵġŵe, Đ’est Đe Ƌue l’oŶ appelle 

l’eƌƌeuƌ eǆpĠƌiŵeŶtale. De plus, le modèle « a priori » est fort probablement différent du modèle 

ƌĠel. L’ĠĐaƌt eŶtƌe le ŵodğle et la ŵesuƌe ƌĠelle est le ŵaŶƋue d’ajusteŵeŶt ;laĐk of fit en anglais). 

Ces deux écarts, l’eƌƌeuƌ eǆpĠƌiŵeŶtale et le ŵaŶƋue d’ajusteŵeŶt soŶt ƌegƌoupées dans un seul 

écart noté e ; l’ĠƋuation devient alors (équation 33) :  

    (Equation 33) 

A la fiŶ du plaŶ d’eǆpĠƌieŶĐes, uŶ sǇstğŵe à Ŷ ĠƋuatioŶs pƌoǀeŶaŶt de Ŷ essais à p iŶĐoŶŶues peut 

s’ĠĐƌiƌe (équation 34) : 

                                                        (Equation 34) 

Avec Y : le vecteur de réponse, X : la matrice du modèle (ou de calcul) qui dépend des points 

expérimentaux choisis pour exécuter le plan, a : est le vecteur de coefficient et e : le vecteuƌ d’ĠĐaƌt.  
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Ce sǇstğŵe possğde uŶ Ŷoŵďƌe d’ĠƋuatioŶs iŶfĠƌieuƌ au Ŷoŵďƌe d’iŶĐoŶŶues. Il Ǉ a Ŷ ĠƋuatioŶ et 

(p + n) inconnus. Pour résoudre ce système, une régression basée sur le critère des moindres carrés 

est utilisé. Une estimation des coefficients est donc obtenue (â).  

Les plaŶs d’eǆpĠƌieŶĐes peuǀeŶt ġtƌe ĐlassĠs eŶ deuǆ gƌaŶdes ĐatĠgoƌies : les plans complets et les 

plans fractionnaires.  

 Les plans complets  

La réalisation de tels plans nécessite la réalisation de toutes les combinaisons de niveaux. Ces plans 

peuvent être utilisés strictement pour les variables continues et pour les variables discrètes. Ce type 

de plan est utilisé lorsque le nombre de facteurs et niveaux est relativement réduit. Un plan complet 

de k facteur à n niveaux nécessitera nk expériences. Ainsi, pour seulement 7 facteurs et 2 niveaux par 

faĐteuƌ, le Ŷoŵďƌe d’eǆpĠƌieŶĐes à ƌĠaliseƌ seƌait de ϭϮϴ. Pouƌ diŵiŶueƌ le Ŷoŵďƌe des essais eŶ 

ĐoŶseƌǀaŶt la possiďilitĠ d’Ġtudieƌ tous les faĐteuƌs, les plaŶs faĐtoƌiels fƌaĐtioŶŶaires ont été 

introduits.  

 Les plans factoriels fractionnaires 

Ces plaŶs soŶt des plaŶs faĐtoƌiels Ƌui peƌŵetteŶt d’Ġtudieƌ tous les faĐteuƌs ŵais doŶt le Ŷoŵďƌe 

d’essais est ƌĠduit paƌ ƌappoƌt au plaŶ Đoŵplet. Le Ŷoŵďƌe d’eǆpĠƌieŶĐes s’ĠĐƌit aloƌs Ŷk-q. le plan 

pƌĠseŶteƌa ŶƋ ŵoiŶs d’eǆpĠƌieŶĐes Ƌue le plaŶ Đoŵplet. A la fiŶ du plaŶ faĐtoƌiel oŶ oďtieŶt Ŷ 

équations à p coefficients inconnus avec p plus grand que n. Pour résoudre un tel système, le nombre 

d’iŶĐoŶŶues doit ġtƌe diŵiŶuĠ. Les ĐoeffiĐieŶts soŶt ƌegroupés de telle manière à obtenir n 

inconnues. Ces regroupements de coefficients sont appelés des contrastes ou des aliases. Les 

ĐoeffiĐieŶts soŶt aloƌs aliasĠs daŶs les ĐoŶtƌastes. Les hǇpothğses d’iŶteƌpƌĠtatioŶ de Đes ŵodğles 

sont : 

 les iŶteƌaĐtioŶs d’oƌdƌe ϯ ;eŶtƌe ϯ faĐteuƌsͿ ou d’oƌdƌe plus ĠleǀĠ soŶt ŶĠgligeaďles,  

 un contraste est nul si les effets et les interactions aliasées sont tous nuls (fort probable) ou 

que les effets et interactions aliasées se compensent (peu probable), 

 deux contrastes sont faibles si leur interaction l’est aussi, et si un contraste est foƌt et l’autƌe 

faible, leur interaction est faible,  

 deuǆ ĐoŶtƌastes soŶt foƌts, leuƌ iŶteƌaĐtioŶ peut l’ġtƌe aussi. 

Ces hypothèses sont souvent vérifiées.  
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Les plants complets et fractionnaires sont basés sur des modèles mathématiques du premier degré. 

Ils conviennent pour la plupart des besoins des expérimentateurs lors des étapes de dégrossissage. 

CepeŶdaŶt d’autƌes plaŶs, ĠgaleŵeŶt ďasĠs suƌ des ŵodğles du pƌeŵieƌ degƌĠ oŶt ĠtĠ mis au point 

pouƌ ƌĠsoudƌe des situatioŶs spĠĐifiƋues. Il s’agit paƌ eǆeŵple du plaŶ de Koshal Ƌui peƌŵet de 

déterminer uniquement les effets principaux. Il existe des plans faisant intervenir des équations du 

second degré, ce sont des plans de surface de réponse. Ces plans sont utilisés pour des variables 

ĐoŶtiŶues et loƌsƋue la ƌĠpoŶse est pƌoĐhe d’uŶ ŵiŶiŵuŵ ou d’uŶ ŵaǆiŵuŵ. Il s’agit paƌ eǆeŵple 

des plans composites qui sont parfaitement adaptés à une acquisition progressive des résultats. 

Conclusion  

La stƌuĐtuƌe eŶ ƌĠseau de l’AH est ƌespoŶsaďle de ses pƌopƌiĠtĠs ƌhĠologiƋues paƌtiĐuliğƌes 

convoitées dans le domaine de la santé. Lors de la production par voie microbienne, ces propriétés 

limitent le transfert de matière au sein de la culture et peuvent conduire, pour des concentrations et 

des tailles d’AH ĠleǀĠes, à l’aƌƌġt de la croissance microbienne. EŶ puƌifiĐatioŶ, à l’ideŶtiƋue Ƌue pouƌ 

la pƌoduĐtioŶ, la pƌĠseŶĐe d’AH Ŷ’est pas saŶs ĐoŶsĠƋueŶĐe suƌ les ŵĠthodes sĠpaƌatiǀes. La 

viscosité des fluides ont une influence non négligeable sur les performances de séparation. En effet, 

eŶ ŵiĐƌofiltƌatioŶ, le fluǆ de peƌŵĠat diŵiŶue aǀeĐ l’augŵeŶtatioŶ de la ǀisĐositĠ de la solutioŶ 

conduisant à une réduction de la productivité. La comparaison des différents procédés de 

puƌifiĐatioŶ utilisĠs à l’ĠĐhelle iŶdustƌielle peƌŵet de ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe des ŵĠthodes de 

sĠpaƌatioŶ adaptĠes à la stƌuĐtuƌe eŶ ƌĠseau de l’AH. AiŶsi, les ŵĠthodes ŵeŵďƌaŶaiƌes, 

d’adsoƌptioŶ ou de pƌĠĐipitatioŶ seŵďleŶt ġtƌe les ŵĠthodes les plus robustes pour la purification de 

l’AH. La stƌuĐtuƌe eŶ ƌĠseau de l’AH, Ƌui ƌĠsulte de foƌtes iŶteƌaĐtioŶs iŶteƌĐhaîŶes, peut eŵpġĐheƌ 

ou améliorer certains mécanismes de séparation. La considération des propriétés particulières de 

l’AH est iŶdispeŶsaďle au développement de procédés de purification. 

OŶ Ŷoteƌa Ƌue si des pistes d’utilisatioŶ assoĐiĠes de plusieuƌs teĐhŶologies de sĠpaƌatioŶ / 

purification ont été signalées dans la littérature, celle-Đi Ŷe fait paƌt d’auĐuŶe Ġtude peƌŵettaŶt de 

modéliser les performances de ces étapes. Un des objectifs du travail de cette thèse est de proposer 

des connaissances et des outils de modélisation utilisables en vue de définir la meilleure séquence et 

les ŵeilleuƌes ĐoŶditioŶs de ŵise eŶ œuǀƌe des diffĠƌeŶtes opĠrations unitaires nécessaires pour une 

plus haute effiĐaĐitĠ de puƌifiĐatioŶ d’AH d’oƌigiŶe ŵiĐƌoďieŶŶe Ƌui soit. 
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3.1 Les produits et le matériel 

Les produits  

Produit Fournisseur Ville, Pays 

tétraborate de sodium Carlo Erba Peypin, France 

Acide sulfurique 96 % Carlo Erba Peypin, France 

Carbazole Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France 

Ethanol absolu Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France 

Ethanol 96 % Carlo Erba Peypin, France 

Dihydrogénophosphate de sodium Carlo Erba Peypin, France 

Dihydrogénophosphate de 

potassium 

Carlo Erba Peypin, France 

Hydrogénophosphate de 

potassium 

Carlo Erba Peypin, France 

Chlorure de sodium Carlo Erba Peypin, France 

Chlorure de potassium Carlo Erba Peypin, France 

Sulfate de manganèse Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France 

Sulfate de magnésium VWR international Briare, France 

Chlorure de calcium Thermo Fisher Scientific Illkirch, France 

Acétate de sodium Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, 

France 

Bicarbonate de sodium Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, 

France 

Extrait de levure Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France 

Peptone de soja Organotechnie La Courneuve, France 

Peptone de caséine Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France 

Glucose  Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France 

Bromure de 

cétyltriméthylammonium 

Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France 

Hydroxyde de sodium Carlo Erba Peypin, France 

Dosage des protéines paƌ l’aĐide 

bicinchoninic  

(BCA Protein Assay Reagent ) 

Thermo Fisher Scientific Illkirch, France 

Acide nitrique (optima grade) Thermo Fisher Scientific Illkirch, France 

Standard de fer CaPurAn Voisin le Bretonneux, France 

Standard de plomb CaPurAn Voisin le Bretonneux, France 
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IŶfusioŶ Đœuƌ Đeƌvelle ;BHIͿ Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France 

Dodécylsulfate de sodium Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France 

Acide trichoracétique Thermo Fisher Scientific Illkirch, France 

Célite Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France 

PEO 19K Malvern Orsay, France 

LS3 Ceca Arkema Parentis-en-Born, France 

ENO-PC Ceca Arkema Parentis-en-Born, France 

Acide hyaluronique toutes tailles HTL biotechnology Javené, France 

Tampon pH 3,5  Carlo Erba Peypin, France 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Matériel et méthodes 

56 

DOCUMENT CONFIDENTIEL 

 

Le matériel 

Matériel Fournisseur Pays 

Spectrophotomètre à cuve (50 

Scan) 

Varian Les Ulis, France 

UV-Vis Spectrophotomètre à 

plaque, Multiskan Go 

Thermo Fisher Scientific Illkirch, France 

Chƌoŵatogƌaphie d’eǆĐlusioŶ 

stérique /Multi-détection 

Malvern Orsay, France 

Précolonne et Colonne A6000M 

et A7000M 

Malvern Orsay, France 

Microplaque à fond plat Thermo Fisher Scientific Illkirch, France 

Microplaque à fond rond Starlab Bagneux, France 

Coupelle en aluminium (pour 

matière sèche) 

Sartorius Aubagne, France 

Coupelle en aluminium (pour 

lyophilisation) 

Thermo Fisher Scientific Illkirch, France 

Bain-marie Thermo Fisher Scientific Illkirch, France 

ICP OES (ICAP 6000) Thermo Fisher Scientific Illkirch, France 

Applikon ADI à agitation 

contrôlée 1032 stirrer controller 

Applikon biotechnology France 

Filtre seringue RC 25 Sartorius Aubagne, France 

Cassette de dialyse  Thermo Fisher Scientific Illkirch, France 

Système de filtration tangentielle  Millipore Molsheim, France 

Membrane PES ou PVDF 50 cm² Millipore Molsheim, France 

Filtre fibre de verre 50 µm Zenpure Nancy, France 

Papier Watman 10 µm (grade 1) Thermo Fisher Scientific Illkirch, France 

Filtre cellulose régénérée 0,22 

µm 

Sartorius Aubagne, France 

Conductimètre CDM 210 Radiometer analytical Villeurbanne, France 

pH mètre PHM 210 Radiometer analytical Villeurbanne, France 

Centrifugeuse Thermo Fisher Scientific Illkirch, France 

Lyophilisateur  Heto-Holten Yadevang, Danemark 

Balance de précision Mettler AT200 Viroflay, France 
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3.2 Les méthodes de quantification  

3.2.1 Quantification et caractérisation de l’AH 

3.2.1.1 Quantification de l’AH 

 Méthode au carbazole (Kosakai et Yosizawa, 1979) : méthode de la pharmacopée 

européenne 

La ŵĠthode au Đaƌďazole est la ŵĠthode de ƌĠfĠƌeŶĐe pouƌ la ƋuaŶtifiĐatioŶ de l’AH. ϭ ŵl de solutioŶ 

d’AH ;HTL BioteĐhŶologǇ, JaǀeŶĠ, FƌaŶĐeͿ est iŶtƌoduit daŶs un tube en verre. 5 ml de solution de 

25 mM tétraborate de sodium (Carlo Erba, Peypin, France) en acide sulfurique 96 % (Carlo Erba, 

Peypin, France) est ajoutĠ. L’eŶseŵďle est iŶĐuďĠ ϯϬ ŵŶ à ϵϱ °C peŶdaŶt ϭϱ ŵŶ eŶ ďaiŶ-marie 

(Thermo Fisher Scientific, Illkirch, France) puis refroidi dans de la glace. 200 µl de solution de 

carbazole (0,125 % de carbazole en éthanol absolu (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France)) 

soŶt ajoutĠs. L’eŶseŵďle est iŶĐuďĠ ϭϱ ŵŶ à ϵϱ °C. Apƌğs ƌefƌoidisseŵeŶt, uŶe leĐtuƌe d’aďsoƌptioŶ à 

530 nm est réalisée (spectrophotomètre Varian, les Ulis, France). La concentration en AH est déduite 

à l’aide d’uŶe Đouƌďe d’ĠtaloŶŶage. Celle-ci est réalisée pour des concentrations en AH comprises 

entre 0 et 0,3 g.l-1.  

 Méthode turbidimétrique au bromure de cétyltriméthylammonium (CTM)  

(Oueslati et al., 2014)  

La ŵĠthode CTM peƌŵet la ƋuaŶtifiĐatioŶ de l’AH eŶ ŵilieu Đoŵpleǆe ;ŵilieu de Đultuƌe ŵiĐƌoďieŶͿ. 

EŶ effet, la ŵĠthode au Đaƌďazole est iŶteƌfĠƌĠe paƌ la pƌĠseŶĐe d’oses ou d’osides (glucose, 

saccharose, etc.). La CTM est une méthode de substituions fiable. Elle est utilisée pour suivre la 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ AH duƌaŶt toutes les Ġtapes de puƌifiĐatioŶ de l’AH. ϱϬ µl de la solutioŶ à doseƌ soŶt 

introduits dans une microplaque de 96 puits (Thermo Fisher Scientific, Illkirch, France). 50 µl de 

taŵpoŶ phosphate Ϭ,ϭ M soŶt ajoutĠs ;Caƌlo Eƌďa, PeǇpiŶ, FƌaŶĐeͿ. L’eŶseŵďle est iŶĐuďĠ ϭϱ ŵŶ à 

37 °C puis 100 µl de solution de bromure de cétyltriméthylammonium (CTAB) (2,5 % de bromure de 

cétyltriméthylammonium (sigma-Aldrich, saint-Quentin Fallavier, France) additionné à 2 % 

d’hǇdƌoǆǇde de sodiuŵ ;Caƌlo Eƌďa, PeǇpiŶ, FƌaŶĐeͿ soŶt ajoutĠs. Apƌğs ϭϬ ŵŶ d’iŶĐuďatioŶ et ϭϬ s 

d’agitatioŶ eŶ dĠďut et eŶ fiŶ d’iŶĐuďatioŶ, uŶe leĐtuƌe de tuƌďiditĠ est ƌĠalisée à 600 nm (UV-VIS 

“peĐtƌophotoŵğtƌe à plaƋue MultiskaŶ GO, Theƌŵo Fisheƌ “ĐieŶtifiĐ, FƌaŶĐeͿ. La ĐoŶĐeŶtƌatioŶ d’AH 

est dĠduite d’uŶe Đouƌďe d’ĠtaloŶŶage ƌĠalisĠe pouƌ des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs Đoŵpƌises eŶtƌe Ϭ et Ϭ,ϲ g.l-1 

dans les mêmes conditions.  
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3.2.1.2 Mesure de la taille de l’AH 

 Mesure de la taille par la viscosité intrinsèque : méthode de référence de la 

pharmacopée européenne  

La viscosité relative (ηr) qui correspond au rapport de la viscosité de la solution sur la viscosité du 

solvant est déterminée pouƌ Ƌuatƌe ĐoŶĐeŶtƌatioŶs d’AH : 0,2 g.l-1, 0,15 g.l-1, 0,10 g.l-1 et 0,05 g.l-1. Les 

solutioŶs d’AH soŶt pƌĠpaƌĠes aǀeĐ du Đhloƌuƌe de sodiuŵ Ϭ,ϭϱ M ;Caƌlo Eƌďa, Peypin, France) en 

tampon phosphate 0,01 M (Carlo Erba, Peypin, France)  à pH 7. La viscosité relative des solutions est 

ĐalĐulĠe à paƌtiƌ des teŵps d’ĠĐouleŵeŶt ŵesuƌĠs paƌ uŶ ǀisĐosiŵğtƌe à Ŷiǀeau suspeŶdu 

(spécification : plage de viscosité cinématique de 1-5 mm2.s-2, volume du réservoir de 5,6 ml, 

diamètre intérieur du tube 2,8-3,2 mmͿ possĠdaŶt uŶ Đapillaiƌe iŶfĠƌieuƌ eŶ foƌŵe d’eŶtoŶŶoiƌ. La 

mesure est réalisée en triplicata. 

 Mesuƌe de la taille d’AH paƌ CES/Multi-détection 

ϱϬ µl de solutioŶ d’AH à doseƌ à Ϭ,ϱ g.l-1 sont injectés dans le système de CES/Multidétection 

(Malverne, Orsay, FƌaŶĐeͿ. Le sǇstğŵe est ĐoŶstituĠ d’uŶe pƌĠĐoloŶŶe, deuǆ ĐoloŶŶes ;AϲϬϬϬM et 

AϳϬϬϬMͿ ĐoŶŶeĐtĠes eŶ sĠƌie, d’uŶ dĠteĐteuƌ de diffusioŶ de la luŵiğƌe, d’uŶ ƌĠfƌaĐtoŵğtƌe et d’uŶ 

viscosimètre. Les colonnes et le dispositif de multi-détection sont thermostatĠs à ϯϱ °C. L’ĠlutioŶ est 

réalisée en tampon phosphate salin à pH 7,4 composé de 137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCl (Carlo 

Erba, Peypin, France), 10 mM de Na2HPO4 (Carlo Erba, Peypin, France) et 2 mM de KH2PO4
 (Carlo 

Erba, Peypin, France). Le dĠďit d’ĠlutioŶ est de 0,35 ml.mn-1. Une calibration universelle est réalisée à 

paƌtiƌ d’uŶ PEO-19kD (Malvern, Orsay, France). Le dn/dc utilisé pour déterminer la concentration en 

AH est de 0,147 ml.g-1 (déterminé expérimentalement). 

3.2.2 Quantification et suivi des composés du milieu de culture  

3.2.2.1 Quantification des protéines  

Le dosage des protéines peut se réaliser par diverses méthodes : la méthode de Biuret, méthode de 

Lowry ou de Bƌadfoƌd. La phaƌŵaĐopĠe euƌopĠeŶŶe ƌeĐoŵŵaŶde l’utilisatioŶ de la ŵĠthode de 

Lowry. Cette méthode est un dosage colorimétrique des protéines, complémentaire à celle de Biuret. 

EŶ effet, la pƌotĠiŶe ƌĠagit tout d’aďoƌd aǀeĐ uŶ ƌĠaĐtif ĐuiǀƌiƋue alĐaliŶ ;ƌĠaĐtif de GoƌŶall de la 

méthode du biuret) puis un second réactif, dit phosphotungstomolybdique (réactif de Folin-

CioĐĐalteuͿ, est ajoutĠ. Il est ĐoŵposĠ d’uŶ ŵĠlaŶge de tuŶgstate de sodiuŵ et de ŵolǇďdate de 

sodiuŵ eŶ solutioŶ daŶs de l’aĐide phosphoƌiƋue et de l’aĐide ĐhloƌhǇdƌiƋue. Ce ƌĠaĐtif peƌŵet la 
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réduction des acides aminés aromatiques (tyrosiŶe et tƌǇptophaŶeͿ ĐoŶduisaŶt à la foƌŵatioŶ d’uŶ 

Đoŵpleǆe ĐoloƌĠ ďleu foŶĐĠ doŶt oŶ ŵesuƌeƌa l’aďsoƌďaŶĐe à ϳϱϬ Ŷŵ. L’aǀaŶtage de Đette ŵĠthode 

est Ƌu’elle peƌŵet de dĠteĐteƌ des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs faiďles eŶ aĐides aŵiŶĠs ou en protéines. 

Cependant, la méthode de LoǁƌǇ Ŷ’est pas totalement fiable à cause du grand nombre 

d’interférents. De plus, elle ŶĠĐessite uŶ ĐeƌtaiŶ teŵps de ŵise eŶ œuǀƌe. La gaŵŵe ĠtaloŶ 

ŶĠĐessaiƌe à la dĠteƌŵiŶatioŶ de la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ d’uŶe solutioŶ iŶĐoŶŶue est dĠliĐate à réaliser. 

C’est pourquoi, une méthode similaire plus simple et rapide est préférée pour la quantification des 

solutions riches en protéines : la ŵĠthode à l’aĐide ďiĐiŶĐhoŶiŶiƋue. 

25 µl de solution à doser sont introduits en microplaque à fond rond (Starlab, Bagneux, France). 

200 µl de réactif de Biuret (Protein Assay Reagent (bicinchoninic acid), Thermo Fisher Scientific, 

IllkiƌĐh, FƌaŶĐeͿ est ajoutĠ. Apƌğs ϯϬ ŵŶ d’iŶĐuďatioŶ à ϯϳ °C et ƌetouƌ à teŵpĠƌatuƌe aŵďiaŶte, uŶe 

ŵesuƌe d’aďsoƌďaŶĐe est ƌĠalisĠe à ϱϲϮ Ŷŵ. La ĐoŶĐeŶtƌatioŶ est dĠduite de la Đouƌďe d’ĠtaloŶŶage 

ƌĠalisĠe à paƌtiƌ d’alďuŵiŶe de sĠƌuŵ ďoǀiŶ. La gaŵŵe d’ĠtaloŶŶage est ƌĠalisĠe pouƌ des 

concentrations comprises entre 0 et 2 g.l-1. 

3.2.2.2 Quantification du fer et du plomb  

 Les méthodes de référence de la pharmacopée européenne  

La norme de la pharmacopée européenne indique que la présence en plomb et en fer des solutions 

d’AH Ŷe doit pas dĠpasseƌ ϭϬ ppŵ ;pouƌ uŶe solutioŶ d’AH à Ϯ g.l-1) et 80 ppm (pour une solution 

d’AH à ϮϬ g.l-1) respectivement. 

 Quantification du plomb  

La présence de plomb est estimée par réaction de celui-ci avec le thioacétamide (40 g.l-1) (Carlo Erba, 

Peypin France). Le test réside dans la comparaison de deux solutions (le témoin et la solution à 

caractériser). Un test de conformité de la méthode est également réalisé en comparant un blanc avec 

la solution témoin. Les solutions sont composées : 

 de la solution à caractériser: 12 ml de la solution à examiner,  

 du témoin : 10 ml de solution à 2 ppm additionnés à 2 ml de solution à caractériser, 

 du blanc : ϭϬ ŵl d’eau additioŶŶĠ à Ϯ ŵl de la solutioŶ à ĐaƌaĐtĠƌiseƌ. 

A chaque solution sont ajoutés 2 ml de tampon pH 3,5 (Carlo Erba, Peypin, France) ainsi que 1,2 ml 

de thioactétamide. Le système est conforme si la coloration du témoin présente une coloration 

brune plus importante que le blanc. La solution à examiner est conforme aux exigences de la 
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pharmacopée européenne si la coloration du témoin est plus intense que celle de la solution à 

caractériser. 

 Quantification du fer par absorption atomique (AA) 

La quantification du fer se réalise par absorption atomique (AA) (Thermo Fisher Scientific, Illkirch, 

France) (méthode de référence). Cette méthode permet le dosage mono-élémentaire des cations 

ŵajeuƌs de l’oƌdƌe du ŵg.l-1 dans des échantillons liquides. Chaque élément a un nombre spécifique 

d’ĠleĐtƌoŶs assoĐiĠs à soŶ ŶoǇau. Loƌs du pƌoĐĠdĠ d’aďsoƌptioŶ atoŵiƋue l’ĠŶeƌgie fouƌŶie à l’atoŵe 

pƌoǀieŶt d’uŶe souƌĐe luŵiŶeuse appelée lampe à cathode creuse. L’atoŵe daŶs soŶ Ġtat de ďase 

aďsoƌďe l’ĠŶeƌgie luŵiŶeuse à uŶe loŶgueuƌ d’oŶde spĠĐifiƋue et passe à uŶ Ġtat d’eǆĐitatioŶ. UŶ 

détecteur mesure la quantité de lumière absorbée (à 248,3 nm). Le contact entre les atomes et la 

souƌĐe luŵiŶeuse est assuƌĠ paƌ la Đellule d’aďsoƌptioŶ. La Đellule d’aďsoƌption est en fait une 

flaŵŵe gĠŶĠƌĠe paƌ la ĐoŵďustioŶ d’uŶ ŵĠlaŶge aiƌ/aĐĠtǇlğŶe ;ϮϱϬϬ °C).  

ϭ ŵl d’aĐide ŶitƌiƋue ultƌa puƌ (Thermo Fisher Scientific, Illkirch, France) est introduit dans 9 ml de 

solutioŶ à doseƌ. L’eŶseŵďle est ĐhauffĠ à ϭϬϬ °C peŶdaŶt ϯϬ mn au bain-marie (Thermo Fisher 

“ĐieŶtifiĐ, IllkiƌĐh, FƌaŶĐeͿ puis ƌefƌoidi aǀaŶt d’ġtƌe introduit en absorption atomique. La flamme est 

générée par la combustioŶ d’aiƌ/aĐĠtǇlğŶe. La duƌĠe de la ŵesuƌe est de ϰ s. La loŶgueuƌ d’oŶde de 

mesure est de 248,3 nm. Le courant de la lampe est de 75 %. La bande passante est de 0,2 nm. La 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ feƌ est dĠteƌŵiŶĠe gƌâĐe à uŶe Đouƌďe d’ĠtaloŶŶage comprise entre 0 ppm et 

200 ppm (CaPurAn, Voisin le Bretonneux, France). 

 Dosage du fer et du plomb par speĐtƌoŵĠtƌie d’ĠŵissioŶ paƌ plasŵa à 

spectrométrie d'émission optique (ICP-OES) 

La méthode de dosage du fer par AA est moins sensible que par speĐtƌoŵĠtƌie d’ĠŵissioŶ paƌ plasŵa 

à spectrométrie d'émission optique (ICP-OES). Les Đultuƌes d’AH pƌĠseŶteŶt peu de feƌ. De Đe fait, 

l’ICP-OES est plus appropriée pour le suivi du fer au cours des étapes du procédé de purification. De 

plus, elle permet également de quantifier le plomb simultanément.  

L’ICP-OES est une méthode de dosage permettant de doser le fer et le plomb simultanément, en 

quelques minutes. La méthode consiste à ioniser l'échantillon en l'injectant dans un plasma d'argon, 

ou parfois d'hélium. Les électrons des atomes excités (ionisés) retournent à l'état fondamental en 

émettant un photon dont l'énergie (la longueur d'onde) est caractéristique de l'élément. La lumière 

émise par le plasma est analysée par un réseau polychromateur et la concentration est déterminée. 
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ϭ ŵl d’aĐide ŶitƌiƋue ultƌa puƌ est iŶtƌoduit daŶs ϵ ŵl de solutioŶ à doseƌ. L’eŶseŵďle est ĐhauffĠ à 

100 °C pendant 30 mn. Puis la solution est introduite en ICP-OES (Thermo Fisher Scientific, Illkirch, 

France). La durée de prélèvement est de 30 s. Le plasma est en visée axiale. Le débit de gaz de 

nébulisation est de 0,50 l.mn-1. La mesure du fer se fait à 259,9 nm et du plomb à 182,2 nm. Les 

concentrations en fer et plomb sont déterminées à l’aide de Đouƌďes d’ĠtaloŶŶage ƌĠalisĠes pour une 

gamme de 0 à 1000 ppb (CaPurAn, Voisin le Bretonneux, France). 

3.2.2.3 Détermination de la matière sèche  

ϱ ŵl de solutioŶ d’AH soŶt iŶtƌoduits eŶ Đoupelle d’aluŵiŶiuŵ ;“aƌtoƌius, AuďagŶe, FƌaŶĐeͿ et 

desséchés en étude à 100 °C pendant 48 h. Après pesée sur balance de précision (Mettler AT200), la 

matière sèche est déterminée après dĠduĐtioŶ du poids de la Đoupelle d’aluŵiŶiuŵ eŶ g.l-1. 

3.2.2.4 Les méthodes de suivi de l’élimination des sels et acides nucléiques 

  Suivi des acides nucléiques 

Les acides nucléiques sont difficiles à quantifier notamment dans les milieux complexes. Leur 

quantification est réalisée pour des solutions pures, paƌ la ŵesuƌe de l’aďsoƌďaŶĐe à ϮϲϬ Ŷŵ. 

Cependant en milieu complexe, de nombreuses molécules absorbent à 260 nm. La mesure de 

l’aďsoƌďaŶĐe est doŶĐ ďiaisĠe. NĠaŶŵoiŶs, elle peƌŵet tout de ŵġŵe de suiǀƌe appƌoximativement 

l’ĠliŵiŶatioŶ des aĐides ŶuĐlĠiƋues au Đouƌs du pƌoĐĠdĠ de puƌifiĐatioŶ ;ŵĠthode de ƌĠfĠƌeŶĐe de la 

pharmacopée européenne). 

 Suivi des sels 

Une sonde de mesure de la conductivité est introduite dans les échantillons à quantifier. La valeur de 

conductivité est déterminée en mS.cm-1 (Radiometer analytical, Villeurbanne, France). 

3.3 Les méthodes de séparation de l’AH  

3.3.1 Les méthodes d’extraction de la capsule bactérienne 

Streptococcus equi subsp. zooepideŵiĐus ;ATCC® ϲϱϴϬ™Ϳ est cultivée dans un milieu contenant 

0,01 g.l-1 de MnSO4 (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France), 1 g.l-1 de MgSO4 (VWR 

international, Briare, France), 0,1 g.l-1 K2HPO4, 0,5 g.l-1 de KH2PO4, 0,01 g.l-1 CaCl2 (Thermo Fisher 

Scientific, Illkirch, France), 4,5 g.l-1 de NaC2H3O2,3 H2O (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, 

France), 2,5 g.l-1 NaHCO3 (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France), 1,6 g.l-1 NaH2PO4, H2O, 
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3,7 g.l-1 Na2HPO4, 30 g.l-1 d’eǆtƌait de leǀuƌe ;“igŵa-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France), 13,8 g.l-1 

de peptone de soja (Organotechnie, La Courneuve, France) et 50 g.l-1 de glucose (Thermo Fisher 

Scientific, Illkirch, France). La préculture est réalisée dans un milieu Brain Heart Infusion (BHI) 

(Thermo Fisher Scientific, Illkirch, France) puis deux précultures successives sont réalisées dans le 

même milieu que celui de la conduite du bioréacteur. Lorsque la densité optique est comprise entre 

1,7 et 3, le bioréacteur, de 2 l de volume utile (Applikon ADI 1032 stirrer controller, Applikon 

Biotechnology, France), est inoculé par 100 ml de préculture. Les cultures sont conduites pendant 

24 h à pH 7, 37 °C, 0,25 -ϭ ǀǀŵ d’aiƌs et ϰϬϬ tƌ.ŵŶ-1.  

Les solutioŶs d’aĐide tƌiĐhloƌaĐtiƋue ;ATCͿ ;Theƌŵo Fisheƌ “ĐieŶtifiĐ, IllkiƌĐh, FƌaŶĐeͿ et de 

dodécylsulfate de sodium (SDS) (Thermo Fisher Scientific, Illkirch, France) sont préparées avec de 

l’eau osŵosĠe. Les solutioŶs d’ATC soŶt pƌĠparées à des concentrations de 5 %, 10 %, 15 % et 20 % 

(m/v) et les solutions de SDS à 0,05 %, 0,1 %, 0,5 % et 1 % (m/v). A 5 ml de milieu de culture, il est 

ajoutĠ ϱ ŵl d’ageŶt d’eǆtƌaĐtioŶ. L’eŶseŵďle est agitĠ peŶdaŶt ϭϱ ŵŶ à teŵpĠƌatuƌe aŵďiaŶte. La 

solution est ensuite filtrée sur filtre de 0,22 µm (Sartorius, Aubagne, France). Les filtrats obtenus par 

traitement au SDS sont directement ƋuaŶtifiĠs paƌ CTM. Les filtƌats oďteŶus paƌ tƌaiteŵeŶt à l’ATC 

sont dialysés pendant 24 h en cassette de seuil de coupure de 10 kDa (slide a lyser dialysis casette, 

Theƌŵo Fisheƌ “ĐieŶtifiĐ, IllkiƌĐh, FƌaŶĐeͿ eŶ ƌaisoŶ de l’iŶteƌfĠƌeŶĐe de l’ATC au dosage par CTM. Les 

échantillons sont ensuite quantifiés par CTM. 

3.3.2 Elimination des cellules du milieu de culture  

Les cultures microbiennes sont des cultures de S. zooepidemicus ayant lieu dans les mêmes 

conditions que précédemment (§3.3.1). 

3.3.2.1 Elimination par microfiltration tangentielle  

La microfiltration est réalisée avec une cassette de 50 cm2 en polyfluorure de vinylidène (PVDF) de 

0,22 µm ou 0,60 µm de seuil de coupure (Millipore, Molsheim, France) placées sur un système de 

filtƌatioŶ taŶgeŶtielle ;Millipoƌe, Molsheiŵ, FƌaŶĐeͿ. Le dĠďit d’aliŵeŶtatioŶ est de ϯϲ ŵl.ŵŶ-1, la 

pression transmembranaire (PTM) de 2,5 bar, le volume de culture de 500 ml. La séparation a lieu à 

température ambiante. Le flux de perméat est déterminé par empotage et la concentration par CTM. 
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3.3.2.2 Elimination par filtration frontale  

La filtration frontale est réalisée sur un filtre de 0,5 µm en fibre de verre (Zenpure, Nancy, France). La 

Figure 22 présente le dispositif de filtration frontale. Le passage du milieu de culture à travers le filtre 

est réalisé par poussée à l’aiƌ. La pƌessioŶ de paƌt et d’autƌe de la ŵeŵďƌaŶe est de Ϯ ďaƌ.  

 

Figure 22. Schéma du dispositif de filtration frontale. 

 

3.3.2.3 Elimination des cellules par filtration sur adjuvant de filtration  

Le dispositif de filtration frontale est présenté en Erreur ! Référence non valide pour un signet.. 5 g 

de célite (terre de diatomée) (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) sont dilués dans 40 ml 

d’eau et soŶt dĠposĠs eŶ ĐouĐhe ŵiŶĐe suƌ uŶe feuille de papieƌ WatŵaŶ de ϵ Đŵ de diaŵğtƌe 

(Thermo Fisher Scientific, Illkirch, France). La couche formée présente une épaisseur de 2 mm. 50 g 

de célite sont introduits par litre de milieu de culture. Le mélange est par la suite filtré sur la couche 

de célite. Le filtrat est filtré sur filtre en fibre de verre 0,5 µm pour éliminer les particules de célite et 

les cellules résiduelles (Sartorius, Aubagne, France). 
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Figure 23. Schéma du dispositif de filtration frontale sur adjuvant de filtration. 
 

 

3.3.3 Purification de l’AH  

3.3.3.1 Ultrafiltration de l’AH 

 Etude de la sélectivité de taille 

0,5 g.l-1 d’AH de Ϯ MDa et ϳϬ kDa eŶ pƌopoƌtioŶ Ġgale ;soit Ϭ,Ϯϱ g.l-1 d’AH Ϯ MDa et Ϭ,Ϯϱ g.l-1 d’AH 

70 kDa) est dissous daŶs de l’eau osŵosĠe peŶdaŶt Ϯϰ h. ϮϬϬ ŵl de la solutioŶ soŶt sĠpaƌĠs. Le 

dispositif de séparation est présenté en Figure 24. 

 

Figure 24. Dispositif de sĠpaƌatioŶ de l’AH paƌ ultƌafiltƌatioŶ. ;ϭͿ Poŵpe pĠƌistaltiƋue, ;Ϯ-3) 

manomètre, (4) membrane, (5) vanne de contre pression, (6) agitateur magnétique et (7) 

éprouvette graduée. 
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Des membranes de seuil de coupure de 100 kDa et de 1 MDa en polyéthersulfone (PES) (Millipore, 

Molsheim, France) sont utilisées. La PTM appliquée est de 2,5 bar et le dĠďit d’aliŵeŶtatioŶ de 

36 ml.mn-1. Des prélèvements sont réalisés dans le rétentat et le perméat à 5 facteurs de 

concentration volumique (FCV) (1,1 ; 1,3 ; 1,5 ; Ϯ et ϯͿ. L’Ġtude de l’iŵpaĐt de la foƌĐe ioŶiƋue est 

ƌĠalisĠe paƌ ajout de ϭ M de NaCl daŶs les solutioŶs d’AH et Đelle du pH paƌ ajusteŵeŶt du pH à Ϯ paƌ 

de l’aĐide sulfuƌiƋue ϱ M.  

 Optimisation du flux de perméat par le débit d’aliŵeŶtatioŶ  

ϭ g d’AH est dissous daŶs ϭ l d’eau osŵosĠe. L’Ġtude de l’iŵpaĐt du dĠďit d’aliŵeŶtatioŶ est ƌĠalisĠe 

suƌ Ƌuatƌe tailles d’AH : ϭ,ϭ MDa, Ϯ MDa, ϯ MDa et ϰ MDa. La PTM est ŵaiŶteŶue à Ϯ,ϱ ďaƌ à 

teŵpĠƌatuƌe aŵďiaŶte. Les dĠďits d’aliŵeŶtation évalués sont de 18, 27, 36, 45, 54, 72 et 90 ml.mn-1. 

La pƌessioŶ ŵaǆiŵale d’aliŵeŶtatioŶ tolĠƌĠe paƌ le sǇstğŵe est de ϱ ďaƌ. ϮϬϬ ŵl de solutioŶ soŶt 

utilisés lors de la séparation. Une recirculation totale de 30 mn est réalisée avant la mesure du débit. 

Le débit est mesuré par empotage. Des prélèvements dans le perméat et le rétentat sont réalisés et 

quantifiés. 

 « Optimisation » du flux de perméat par la PTM, le seuil de coupure, la taille et la 

concentration en AH 

Pouƌ l’« optimisation » des conditions d’UF, uŶ plaŶ Đoŵplet a ĠtĠ utilisĠ. UŶ plaŶ d’eǆpĠƌieŶĐes est 

réalisé pour chaque seuil de coupure. Deux seuils de coupure sont étudiés : 100 kDa et 1 MDa. Les 

domaines sont les suivants :  

 PTM : 1,5 à 3 bar 

 taille : 2 à 4 MDa 

 concentration en AH : 0,5 à 1,5 g.l-1. 

L’eŶseŵďle des eǆpĠƌieŶĐes ƌĠalisĠes est pƌĠseŶtĠ daŶs le Tableau 4. 
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Tableau 4. Expériences constituant le plan complet de l’Ġtude de l’iŵpaĐt de la PTM, de la 
concentration et de la taille des AH sur le flux de perméat et le taux de rétention. 

Numéro d'expériences PTM (bar) Taille (MDa) Concentration (g.l-1) 

1 1,5 2 0,5 

2 2,5 2 0,5 

3 3,5 2 0,5 

4 1,5 3 0,5 

5 2,5 3 0,5 

6 3,5 3 0,5 

7 1,5 4 0,5 

8 2,5 4 0,5 

9 3,5 4 0,5 

10 1,5 2 1 

11 2,5 2 1 

12 3,5 2 1 

13 1,5 3 1 

14 2,5 3 1 

15 3,5 3 1 

16 1,5 4 1 

17 2,5 4 1 

18 3,5 4 1 

19 1,5 2 1,5 

20 2,5 2 1,5 

21 3,5 2 1,5 

22 1,5 3 1,5 

23 2,5 3 1,5 

24 3,5 3 1,5 

25 1,5 4 1,5 

26 2,5 4 1,5 

27 3,5 4 1,5 

28 2,5 3 1 

Les solutions sont préparées à 0,5 g.l-1 pour chacune des tailles et sont concentrées par ultrafiltration 

à 1 g.l-1 et 1,5 g.l-1. Une recirculation de 30 mn est respectée avant la mesure du flux de perméat et 

des concentrations dans le perméat et le rétentat. La modélisation est réalisée par le logiciel 

Modde.9 (Umetrics). 
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3.3.3.2 Diafiltration de l’AH 

 Les milieux à séparer  

o Milieu semi-synthétique  

Un milieu semi-synthétique est utilisĠ afiŶ d’Ġtaďliƌ le ŵodel de pƌĠdiĐtion de la pureté, du 

rendement et de la productivité. Il est composé de 1 g.l-1 de MgSO4, 10 mg.l-1 de MnSO4, 2,5 g.l-1 de 

NaHCO3, 4 ,5 g.l-1 de NaC2H3O2, 4,5 g.l-1 de KH2PO4, 7,75 g.l-1 de Na2HPO4, 2,5 g.l-1 de peptone de 

caséine, 0,5 g.l-1 de glucose, 7,5 g.l-1 d’eǆtƌait de leǀuƌe, 10 mg.l-1 de CaCl2 et 1 g.l-1 d’AH (2 MDa). 

o Milieu complexe  

Le milieu complexe est obtenu par culture de Streptococcus equi subsp. zooepidemicus Farrow and 

ColliŶs ;ATCC® ϲϱϴϬ™Ϳ dans le milieu de composition suivante : 0,5 g.l-1 de MgSO4, 2 g.l-1 de K2HPO4, 2 

g.l-1 de KH2PO4, 0,5 g.l-1 de (NH4)2PO4, 50 g.l-1 de glucose, 10 g.l-1 tryptone et 10 g.l-1 d’eǆtƌait de 

levure. Les précultures de la bactérie sont réalisées en trois étapes successives. Les bactéries sont 

dans un premier temps introduites en milieu BHI. Puis deux cultures successives en milieu de 

composition similaire à celui utilisé pour la croissance en bioréacteur sont réalisées. Lorsque la 

densité optique de la préculture est comprise entre 1,7 et 3, le bioréacteur (Applikon ADI 1032 stirrer 

controller) de 2 L de volume utile est inoculé par 100 ml de préculture.  La culture dure 24 h dans les 

conditions suivantes : pH 7, 37 °C, 0,25 - 1 vvm air, 400 tr.mn-1. En fin de culture les cellules sont 

directement séparées sur terre de diatomée (§3.3.2.3) et le filtrat est filtré sur une membrane de 

0,22 µm de diamètre de pores. 

 Conditions opératoires de la diafiltration  

ϮϬϬ ŵl de ĐhaƋue solutioŶ soŶt diafiltƌĠs. Le dĠďit d’aliŵeŶtatioŶ est de ϯϲ ŵl.ŵŶ-1 et la PTM 

appliquée est de 2,5 bar. La séparation à lieu à température ambiante sur une membrane en 

polyethersulfone (PES) de 100 kDa de seuil de coupure. 30 mn de recirculation totale sont réalisés 

aǀaŶt la ŵise eŶ plaĐe de la diafiltƌatioŶ. L’eau est ajoutée progressivement au cours de la 

diafiltƌatioŶ daŶs le ƌĠteŶtat à l’aide d’uŶe poŵpe pĠƌistaltiƋue. A ĐhaƋue diaǀoluŵe uŶe ŵesuƌe du 

débit de perméat par empotage est réalisée et des prélèvements dans le rétentat et le perméat sont 

effectués.  
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 Suivi des composés du milieu au cours de la diafiltration et détermination des taux 

de rétention 

Les protéines sont mesurées par la méthode BCA (§3.2.2.1), les acides nucléiques par mesure de 

l’aďsoƌďaŶĐe à ϮϲϬ Ŷŵ ;§3.2.2.4), les sels par mesure de la conductivité (§3.2.2.4Ϳ, l’AH paƌ la CTM 

(§3.2.1.1) et la pureté à partir de la matière sèche (rapport : ŵasse d’AH/ŵatiğƌe sğĐheͿ. Les tauǆ de 

rétention de chaque molécule sont calculés à partir des concentrations mesurées dans le perméat et 

le rétentat après les 30 mn de recirculation totale en initial de la diafiltration. 

 Etude de l’iŵpaĐt des sels suƌ le fluǆ de peƌŵĠat  

o Evolution du flux de perméat en diafiltration  

AfiŶ d’Ġtudieƌ l’iŵpaĐt des sels suƌ le fluǆ de peƌŵĠat deuǆ ŵilieuǆ soŶt ĠtudiĠs : 

 un milieu semi-synthétique constitué de 1 g.l-1 de MgSO4, 10 mg.l-1 de MnSO4, 2,5 g.l-1 de 

NaHCO3, 4 ,5 g.l-1 de NaC2H3O2, 4,5 g.l-1 de KH2PO4, 7,75 g.l-1 de Na2HPO4, 10 mg.l-1 de CaCl2 et 

1 g.l-1 d’HA ;Ϯ MDa),  

 uŶ ŵilieu ĐoŶteŶaŶt de l’AH ;Ϯ MDaͿ à ϭ g.l-1 daŶs de l’eau osŵosĠe. 

200 ml de cette solution sont diafiltrés dans les mêmes conditions que précédemment. Les débits de 

perméat sont mesurés par empotage et comparés au flux en milieu semi-synthétique complet.  

o Calcul des coefficients de transfert 

La détermination du coefficient de transfert ainsi que de la concentration à la membrane est réalisée 

à partir du milieu contenant la part saline du milieu semi-synthétique. La part saline du milieu sans 

AH est diluée daŶs de l’eau osŵosĠe à différents facteurs (0,5, 2, 3 et 10). Pour chaque dilution, trois 

solutioŶs d’AH soŶt ƌĠalisĠes :  

 0,5 g.l-1,  

 1 g.l-1, 

 1,5 g.l-1. 

200 ml de chaque solution sont ultrafiltrés. Une recirculation totale de 30 mn est réalisée avant 

chaque mesure. Les coefficients de transfert et la concentration en AH sont déterminés par la 

ŵĠthode des ŵoiŶdƌes ĐaƌƌĠs eŶtƌe le fluǆ de peƌŵĠat ĐalĐulĠ paƌ l’ĠƋuation du flux limite (équation 

19) : 
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                                      (Equation 19) 

3.3.3.3 Identification des contaminants résiduels 

Deuǆ ŵilieuǆ oŶt ĠtĠ utilisĠs afiŶ d’ideŶtifieƌ les ĠlĠŵeŶts des ŵilieuǆ de Đultuƌe Ƌui peuǀeŶt 

présenter un frein à la purification.  

Le Milieu I est composée de 1 g.l-1 de MgSO4, 7 H2O, 0,01 g.l-1 de MnSO4, H2O, 4,5 g.l-1 de NaC2H3O2, 3 

H2O, 2,5 g.l-1 de NaHCO3, 0,5 g.l-1 de KH2PO4, 0,1 g.l-1 de K2HPO4, 3,7 g.l-1 de Na2HPO4, 1.6 g.l-1 de 

NaH2PO4,H2O, 0,05 g.l-1 de CaCl2, 7,5 g.l-1 d’eǆtƌait de levure, 2,5 g.l-1 de peptone de caséine, 50 g.l-1 

de glucose et 2,5 g.l-1 de glutamine. 

Le milieu II est composé de 10 g.l-1 d’eǆtƌait de leǀuƌe, ϭϬ g.l-1 de peptone de caséine, 2 g.l-1 de 

KH2PO4, 2 g.l-1 de K2HPO4, 0,5 g.l-1 de MgSO4,7 H2O, 0,5 g.l-1 de (NH4)2PO4  et 50 g.l-1 de glucose. 

Les deux milieux servent à la culture de Streptococcus equi subsp. zooepideŵiĐus ;ATCC® ϲϱϴϬ™Ϳ. Les 

précultures sont réalisées dans un milieu BHI suivi de deux cultures successives en milieu similaire à 

celui utilisé pour la conduite du bioréacteur. La durée des précultures est variable et influence la 

pƌoduĐtioŶ de l’AH. La totalitĠ de la deƌŶiğƌe pƌĠĐultuƌe est utilisĠe pouƌ iŶoĐuleƌ le bioréacteur 

(Applikon ADI 1032 stirrer controller) de 2 L de volume utile. La culture dure 24 h dans les conditions 

suivantes : pH 7, 37 °C, 0,25 - 1 vvm air, 400 tr.mn-1.  

Les cellules en fin de culture sont éliminées par filtration sur terre de diatomée (§3.3.2.3). Le filtrat 

est à Ŷouǀeau filtƌĠ suƌ uŶe ŵeŵďƌaŶe eŶ Đellulose ƌĠgĠŶĠƌĠe Ϭ,ϮϮ µŵ afiŶ d’ĠliŵiŶeƌ les paƌtiĐules 

de terre de diatomée et les cellules résiduelles. 200 ml du milieu sont diafiltƌĠs paƌ ajout d’eau 

osŵosĠe daŶs le ƌĠteŶtat jusƋu’à ϭϬ ǀoluŵes de diafiltƌatioŶ. La sĠpaƌatioŶ a lieu à teŵpĠƌatuƌe 

ambiante et sur une membrane en PES de 100 kDa de seuil de coupure. La PTM et le débit 

d’aliŵeŶtatioŶ appliƋuĠs soŶt de Ϯ,ϱ ďaƌ et ϯϲ ŵl.ŵn-1 respectivement. En fin de diafiltration, le 

plomb et le fer sont quantifiés par ICP-OES (§3.2.2.2Ϳ, l’AH paƌ La CTM ;§3.2.1.1), les protéines par 

BCA (§3.2.2.1) et la pureté est déterminée par matière sèche (§3.2.2.3). 
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3.3.3.4 Adsorption sur charbon actif  

Les caractéristiques des charbons actifs sont présentées dans le Tableau 5. 

Tableau 5. Caractéristiques des charbons actifs L3S et ENO-PC. 

 L3S ENO-PC 

N2-BET (m².g-1) 980 1750 

Origine Bois de pin Bois de pin 

Natuƌe de l’aĐtivatioŶ physique chimique 

Indice de mélasse 215 470 

Indice de bleu 15 20 

IŶdiĐe d’iode 970 1200 

 

 EtaďlisseŵeŶt des ĐiŶĠtiƋues d’adsoƌptioŶ et des isotheƌŵes d’adsoƌptioŶ 

Le ŵilieu utilisĠ pouƌ Ġtudieƌ l’adsoƌptioŶ est ĐoŵposĠ de : 1 g.l-1 de MgSO4, 7 H2O, 0,01 g.l-1 MnSO4, 

H2O, 4,5 g.l-1 NaC2H3O2, 3 H2O, 2,5 g.l-1 NaHCO3, 1,6 g.l-1 KH2PO4, 3,7 g.l-1 Na2HPO4, 0,05 g.l-1 CaCl2, 7,5 

g.l-1 d’eǆtƌait de leǀuƌe, Ϯ,ϱ g.l-1 peptone de caséine et 1 g.l-1 AH (2 MDa).  

o CiŶĠtiƋues d’adsoƌptioŶ 

1 g.l-1 de charbon actif L3S et ENO-PC est ajoutĠ auǆ solutioŶs d’AH ;CaĐa Aƌkeŵa, PaƌeŶtis-en-Born, 

FƌaŶĐeͿ. L’adsoƌptioŶ des pƌotĠiŶes et aĐides ŶuĐlĠiƋues soŶt ŵesuƌĠs à ϭϱ ŵŶ, ϯϬ ŵŶ, ϭ h, ϭ h ϯϬ, 

2 h, ϰ h et ϲ h. L’adsoƌptioŶ est stoppĠe paƌ ĠliŵiŶatioŶ du Đharbon par filtration sur filtre seringue 

de 0,22 µm de diamètre de pores.  

o Isotheƌŵes d’adsoƌptioŶ et iŶflueŶĐe de la teŵpĠƌatuƌe 

Cinq concentrations en charbon actif sont introduites en milieu (1 g.l-1, 2,5 g.l-1, 5 g.l-1, 10 g.l-1, 15 g.l-1 

et 20 g.l-1) pour les deux types de charbon actif (LS3 et ENO-PCͿ. Ϯ h d’iŶĐuďatioŶ à ϰ °C ou Ϯϱ °C soŶt 

réalisées. La réaction est stoppée par élimination du charbon actif par filtration.  

 IŶflueŶĐe de l’eŶviƌoŶŶeŵeŶt phǇsiĐo-ĐhiŵiƋue suƌ l’adsoƌptioŶ des pƌotĠiŶes et 

des acides nucléiques  

Le milieu semi-synthétique est décomposé en deux parties (Tableau 6Ϳ afiŶ d’Ġtudieƌ l’effet de la 

foƌĐe ioŶiƋue et du pH suƌ l’adsoƌptioŶ des acides nucléiques et protéines.  



Matériel et méthodes 

71 

DOCUMENT CONFIDENTIEL 

 

Tableau 6. Décomposition du milieu semi-synthétique en deux parties : les minéraux (A), 

les peptides/aĐide aŵŵiŶĠes et l’AH ;BͿ. 

Partie A Partie B 

 Concentration (g.l-1)  Concentration (g.l-1) 

MgSO4, 7 H2O 1 Extrait de levure 7,5 

MnSO4, H2O 0,01 Peptone de caséine 2,5 

NaC2H3O2, 3 H2O 4,5 AH (2 MDa) 1 

NaHCO3 2,5  

KH2Po4 1,6 

Na2HPO4 3,7 

CaCl2 0,05 

AH (1,5 MDa) 1 

 

Quatre milieux sont formés à partir du mélange des différentes parties du milieu semi-synthétique et 

de l’ajusteŵeŶt pH ;Tableau 7). 

Tableau 7. Composition des milieux utilisĠs daŶs le Đadƌe de l’Ġtude de l'iŶflueŶĐe de la 
force ionique et pH sur l'adsorption des acides nucléiques et protéines. 

Milieu Force ionique  Ajustement du pH Composition du milieu 

I  Elevée  7 A + B  

II  Faible 7 B  

III  Elevée 4 A + B  

IV  Faible 4 B  

 

Pouƌ ĐhaĐuŶ de Đes ŵilieuǆ, uŶe isotheƌŵe d’adsoƌptioŶ à ϰ°C est Ġtaďlie. Cinq concentrations en 

charbon actif sont introduites en milieu (1 g.l-1, 2,5 g.l-1, 5 g.l-1, 10 g.l-1, 15 g.l-1 et 20 g.l-1) pour les 

deux types de charbon actif (LS3 et ENO-PCͿ. Apƌğs Ϯ h d’iŶĐuďatioŶ à ϰ°C, la ƌĠaĐtioŶ est stoppĠe paƌ 

élimination du charbon actif par filtration. Le sĠĐhage de l’AH  

3.3.3.5 Lyophilisation  

ϮϬϬ ŵl solutioŶ d’AH soŶt iŶtƌoduits daŶs uŶe Đoupelle d’aluŵiŶiuŵ ;Theƌŵo Fisheƌ “ĐieŶtifiĐ, 

Illkirch, France) et congelés à – 20 °C. La coupelle est ensuite introduite en lyophilisateur pendant 48 

h (Heto-Holten, Yadevang, Danemark). 
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3.3.3.6 Précipitation en solvant organique 

L’Ġtude de l’iŶflueŶĐe de la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ AH, de la foƌĐe ioŶiƋue et du Ŷoŵďƌe de ďaiŶs sur la 

puƌetĠ et le ƌeŶdeŵeŶt de l’AH est ƌĠalisĠe paƌ plaŶ d’eǆpĠƌieŶĐes. UŶ plaŶ Đoŵposite à faĐes 

ĐeŶtƌĠes est utilisĠ. L’eŶseŵďle des eǆpĠƌieŶĐes ƌĠalisĠes est pƌĠseŶtĠ daŶs le Tableau 8. La surface 

de réponse est « modélisée » à paƌtiƌ d’uŶ polǇŶôŵe du seĐoŶd degƌĠ.  

ϱϬ ŵl d’AH de Ϯ MDa soŶt iŶtƌoduits daŶs uŶ ďĠĐheƌ. Le pH est ajustĠ à Ϯ,ϱ ;+/- 0,3) et 100 ml 

d’ĠthaŶol soŶt ajoutĠs. Apƌğs Ϯ h d’iŶĐuďatioŶ à teŵpérature ambiante, le mélange eau/éthanol est 

ĠliŵiŶĠ à l’aide d’uŶ eŶtoŶŶoiƌ BüĐhŶeƌ ;Ġtape de pƌĠĐipitatioŶͿ. Le pƌĠĐipitĠ est aloƌs plaĐĠ daŶs uŶ 

ďaiŶ de ϱϬ ŵl d’ĠthaŶol ;ϵϲ %Ϳ peŶdaŶt Ϯ h à teŵpĠƌatuƌe aŵďiaŶte ;Ġtape de laǀageͿ. Cette 

dernière étape est ƌĠitĠƌĠe jusƋu’à ϰ fois ;apƌğs pƌĠĐipitatioŶ de l’AHͿ afiŶ d’ĠliŵiŶeƌ les sels piĠgĠs 

dans le précipité. 

Tableau 8. Ensemble des conditions expérimentales entrant dans la construction du plan 

d’eǆpĠƌieŶĐes Đoŵposite à faĐes centrées pouƌ l’Ġtude de l’iŶflueŶĐe de la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ 
en AH, de la force ionique et du nombre de bains du précipité sur le rendement et la 

puƌetĠ de l’AH. 
Numéro 

d’eǆpĠƌieŶĐe 

Concentration en AH (g.l-1) Force ionique (M) Bains 

1 1 0,1 0 

2 3 0,1 0 

3 1 0,3 0 

4 3 0,3 0 

5 1 0,1 4 

6 3 0,1 4 

7 1 0,3 4 

8 3 0,3 4 

9 1 0,2 2 

10 3 0,2 2 

11 2 0,1 2 

12 2 0,3 2 

13 2 0,2 0 

14 2 0,2 4 

15 2 0,2 2 

16 2 0,2 2 

L’AH apƌğs pƌĠĐipitatioŶ est sĠĐhĠ eŶ Ġtude peŶdaŶt Ϯϰ h à ϯϳ°C. 
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Introduction 

Le procédé de purification a été divisé en étapes unitaires qui sont développées indépendamment. 

La ŵise eŶ plaĐe des ŵĠthodes d’aŶalǇse, saŶs lesƋuelles le suiǀi des peƌfoƌŵaŶĐes de puƌifiĐatioŶ 

Ŷ’est pas possiďle, ĐoŶstitue uŶe Ġtude pƌĠalaďle à la puƌification. Cette étude sera suivie de celle de 

l’eǆtƌaĐtioŶ de la capsule bactérienne, puis de celle de la séparation des cellules du milieu contenant 

l’AH. Pouƌ fiŶiƌ, l’ĠliŵiŶatioŶ des ĠlĠŵeŶts Ŷutƌitifs du ŵilieu aǇaŶt seƌǀi à la ĐƌoissaŶĐe ŵiĐƌoďieŶŶe 

seƌa ƌĠalisĠe afiŶ d’oďteŶiƌ uŶ AH puƌ Ƌui seƌa eŶsuite dĠshǇdƌatĠ.  

4.1 Développement de méthodes analytiques  

Les ŵĠthodes de ƋuaŶtifiĐatioŶ soŶt iŶdispeŶsaďles à l’ĠlaďoƌatioŶ et à l’optiŵisatioŶ du pƌoĐĠdĠ de 

purification. Elles permettent la détermination des paramètres clés tels le rendement, la productivité 

ou eŶĐoƌe la taille des ŵolĠĐules d’AH. Les ŵĠthodes de ƋuaŶtifiĐatioŶ doiǀeŶt ġtƌe foŶĐtioŶŶelles 

dans un milieu de culture microbien complexe contenant des protéines, des acides nucléiques, des 

sels et de l’AH.  

Dans cette étude, les méthodes de référence de la pharmacopée européenne sont celles qui sont 

préférentiellement utilisées. Le suivi des acides nucléiques au cours du procédé sera alors réalisé par 

ŵesuƌe de l’aďsoƌďaŶĐe à ϮϲϬ Ŷŵ. CepeŶdaŶt, les méthodes de référence sont parfois peu adaptées 

aux milieux de culture microbiens qui présentent de nombreuses molécules interférentes ou sont des 

méthodes moins précises que des méthodes développées plus récemment.  

L’aďsoƌptioŶ atoŵiƋue ;AAͿ a doŶĐ ĠtĠ ƌeŵplaĐĠe paƌ la speĐtƌoŵĠtƌie d’ĠŵissioŶ paƌ plasŵa à 

speĐtƌoŵĠtƌie d’ĠŵissioŶ optiƋue ;ICP –OES) pour quantifier le fer et le plomb, qui est une méthode 

plus sensible et plus précise. La quantification des protéines est réalisée par la méthode de Biuret qui 

est plus adaptée au milieu riche en protéines et le suivi du chlore est réalisé par mesure de 

ĐoŶduĐtiǀitĠ pouƌ gaƌaŶtiƌ l’ĠliŵiŶatioŶ du Đhloƌe ŵais ĠgaleŵeŶt des ŵiŶĠƌauǆ du ŵilieu de Đultuƌe 

microbienne au cours du procédé de purification. La quantifiĐatioŶ de l’AH paƌ la ŵĠthode de 

ƌĠfĠƌeŶĐe Ŷ’est pas eŶǀisageaďle eŶ ƌaisoŶ des iŶteƌfĠƌeŶts, de Ŷatuƌe osidiƋue, ĐoŶteŶu daŶs les 

milieux complexes. La méthode turbidimétrique au bromure de cétyltrimetylammonium (CTM) a 

donc été développée pour la quantifiĐatioŶ de l’AH eŶ ŵilieu Đoŵpleǆe. La dĠteƌŵiŶatioŶ des 

diffĠƌeŶtes tailles d’AH daŶs uŶ ŵĠlaŶge Ŷ’est pas possiďle paƌ la ŵĠthode de ƌĠfĠƌeŶĐe. EŶ 

ĐoŶsĠƋueŶĐe, la Đhƌoŵatogƌaphie d’eǆĐlusioŶ stĠƌiƋue assoĐiĠe à uŶ ŵodule de ŵulti-détection 

(CES/Multi-détection) a été mise en place.  

La première partie de ce travail expose le développement de deux méthodes de quantification / 

caractérisation : la méthode turbidimétrique au bromure de cetyltrimetylammonium (CTM) et la 
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Đhƌoŵatogƌaphie d’eǆĐlusioŶ stĠƌiƋue associée à un module de multi-détection (CES/Multi-

détection). 

 

4.1.1 Quantification de l’AH en milieu complexe par turbidimétrie 

au bromure de cétyltriméthylammonium  

4.1.1.1 Article : CTAB turbidimetric method for assaying hyaluronic acid in 

complex environments and under cross-linked form.  

Carbohydrate Polymers (2014) volume 112: pages 102- 108. doi: 10.1016/j.carbpol.2014.05.039.  

Nadia Oueslati Pierrick Leblanc, Christelle Harscoat-Schiavo, Emmanuel Rondags, Stéphane Meunier, 

Romain Kapel and Ivan Marc.  

 

Keywords: Hyaluronic acid, Cetyltrimethylammonium bromide, Carbazole, Analytical method. 

 

Abstract 

The cetyltrimethylammonium bromide turbidimetric method (CTM) has been developed to quantify 

the hyaluronic acid (HA) in complex media to overcome the lack of selectivity and specificity of the 

standard carbazole method. The objective of this work is to assess the potential application of CTM 

to determine HA concentration. Factors such as duration of incubation, linearity range, HA size and 

form (natural linear HA or cross linked HA), pH and ionic environment impact were investigated. The 

incubation time was set to 10 min and the calibration curve was linear up to 0.6 g.L-1. The 

quantitative method was relevant whatever the HA size and form, and also for a wide range of 

conditions. The robustness of the CTM added to its high specificity and simplicity demonstrated that 

the CTM is a valuable method that would be an interesting substitute to the carbazole assay for HA 

quantification.  
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 Introduction 

Hyaluronic acid (HA) is a linear and unbranched mucopolysaccharide, composed of N-

aĐetǇlgluĐosaŵiŶe aŶd gluĐuƌoŶiĐ aĐid joiŶed alteƌŶatelǇ ďǇ β;ϭ-ϯͿ aŶd β;ϭ-4) glycoside bonds. This 

molecule exhibits a wide range of molecular weights between ten thousand Da and several million 

Da. HA is abundant in the synovial fluid of articulation joints and in the intercellular space of the 

epidermis. It plays many physiological functions, notably in cell proliferation and differentiation. 

Furthermore, its rheological properties make HA an attractive biomaterial for medical-related 

applications like pharmacology and drug delivery, orthopedic surgery and rheumatology, 

dermatology and plastic surgery, ophthalmology and otolaryngology (Kogan et al., 2007).  

For biomedical applications, at first, HA was extracted and purified from rooster combs. Nowadays, 

HA production by microbial culture is preferred since it allows the standardization of molar mass 

distribution (Huang et al., 2008a; Kim et al., 2006; Shiedlin et al., 2004; Yamada et Kawasaki, 2005). 

After the microbial culture step, HA has to be separated from cells and purified from the various 

molecules composing the complex culture medium. To do so, tangential flow filtration (micro- and 

ultra-filtration) (Carlono et Magnette, 2000; Zhou et al., 2006), ethanol (Pires et al., 2010) or 

isopropanol (Reddy et al., 2011) precipitation are often used. Then, HA can be further processed by 

chemical cross-linking (for rheological properties improvement) (Jeon et al., 2007) or heat treatment 

(for sterilization). In this context, the quantification of HA in complex and variable mixtures or under 

different reticulation states is a current issue.  

The conventional method for quantifying HA is the so-called carbazole method (Bitter & Muir, 1962; 

Cesaretti et al., 2003). The principle of this method lies on a full hydrolysis of HA, a conversion of 

released monosaccharides into furfural derivatives (under highly acidic conditions and temperature 

of 95 °C) and a chemical complexation with carbazole reactant to form a violet chromophore that can 

be assayed by spectrophotometry. However, to be applicable, the carbazole method requires the HA 

solution to be pure since any other ose or oside (like glucose or sucrose) present in solution would 

also react and strongly interfere with the assay (Chen et al. 2009; Pires et Santana, 2010; Song et al., 

2009). Other quantification methods include Gel Permeation Chromatography - Light Scattering - 

Refractive Index (GPC-LS- RI), which is difficult to perform in complex media because of many 

operating problems occurring, such as the seal of the chromatography column or the RI signal 

interference. As a consequence, this method is usually not convenient to follow HA production in 

microbial culture broth or HA quantification along the purification process. Taken as a whole, this led 

us to focus on the development of an alternative method for HA quantification. 
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It is well known that polyanionic polymers (like HA) are precipitated by organic ammonium cations 

such as cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) or hexadecyltrimethylammonium chloride 

(HTMACl). The turbidity resulting from the precipitation is related to polymer concentration and can 

be titrated by spectrophotometry. Interesting results for HA quantification were obtained with CTAB 

(J. E. Scott 1960). The CTAB Turbidimetric Method (CTM) was even demonstrated to be more 

accurate, sensitive and specific than the carbazole method (Chen et Wang, 2009; Song et al., 2009). 

Thanks to its high specificity, CTM allows HA quantification from microbial broth directly. 

Consequently, this makes CTM a possible and convenient alternative to carbazole assay. However, 

further investigation on the impact of the environment of HA, its molecular weight or its reticulation 

state on CTM assay has to be carried out in order to broaden the possibility of use of the assay and to 

assess its robustness. This study investigates the effect of HA environment (pH, ionic strength and 

microbial culture media), HA form (butanediol-diglycidyl ether cross-linked or linear HA) and size, 

assay incubation duration and the linearity range on the CTM assay.  

 Material and methods  

o Material 

Freeze-dried HA (70 kDa, 0.5 MDa, 2 MDa and 4 MDa) were obtained from HLT biotechnology 

(Javene, France). Cross-linked HA came from Teoxane laboratories (Geneva, Switzerland). CTAB, 

carbazole, Brain Heart Infusion (BHI) and hyaluronidase (HAase) were purchased from Sigma 

Corporation (St-Quentin Fallavier, France). Na2HPO4, KH2PO4, H2SO4, Na2B4O7, KCl, NaCl and NaOH 

were purchased from Carlo Erba (Val-de-Reuil, France).  

o Methods  

 Carbazole method  

According to the method reported by (Kosakai et Yosizawa 1979), 1 ml of HA solution was introduced 

into glass tubes filled with 5 ml of 25 mM Na2B4O7 in H2SO4. The tubes were incubated for 15 min at 

95 °C, then cooled in ice for 2 min. 200 µl of 0.125 % (w/v) carbazole in absolute ethanol were 

introduced and the tubes were incubated for 15 min at 95 °C. After cooling, the absorbance was read 

at 550 nm (spectrophotometer Thermo Fisher Scientific, Vantaa, Finland). The equation of the 

standard curve used to determine the HA concentration was: Absorbance = 6.2 [HA] with HA 

concentration in g.l-1 (equation obtained experimentally). Each assay was performed in triplicate. 
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 GPC-LS – RI method 

50 µl of HA solution at 0.5 g.l-1 were injected into a GPC-LS-RI apparatus (Malvern, Orsay, France). 

The GPC-LS-RI apparatus was constituted of a pre-column, two columns (A6000M and A7000, 

Malvern) connected in series, a light scattering (LS) detector and a Refractive Index (RI) detector. The 

eluent was phosphate buffered saline (PBS: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4 and 2 mM 

KH2PO4) pH 7.4 at a flow rate of 0.35 ml.min-1. The universal calibration was performed with PEO-

19kD (Malvern). The Dn/Dc used to determine the HA concentration was 0.147 ml.g-1 (experimentally 

determined value). 

 CTM Assay 

The CTAB reagent (2.5 g) was dissolved in 100 mL of 2 % (w/v) NaOH according to (Di Ferrante 1956). 

50 µl of HA standard solutions were introduced into 96 well plates filled with 50 µl of 0.1 M 

phosphate buffer pH 7. The plates were incubated at 37 °C for 15 min in the UV-VIS 

spectrophotometer (Multiskan Go, Thermo Scientific, Gometz-le-Châtel, France). Then, 100 µl of CTM 

reagent at 37 °C were added to each well and the plate was incubated for 10 min at 37 °C. The plate 

was shaken for 10 s at the beginning and at the end of this incubation. Absorbance was read at 

600 nm against the blank (HA solution replaced by 0.1 M phosphate buffer pH 7) and plotted against 

HA concentrations. The slope of the standard curve was obtained by the linear regression for HA 

concentration range between 0 and 0.6 g.l-1 (concentration over which the curve was no longer 

linear).  

 Quantification of cross linked HA  

1 g of butanediol-diglycidyl ether cross-linked HA (BDDE-cross-linked HA) gel was dissolved in 20 ml 

0.1 M phosphate buffer pH 7 under sonication (10 cycles of 30 s at 22 W) (Vibra-cell Ultrasonic 

Processor, Sonics & Materials, France). Then, the HA solution was further diluted in 50 mL final 

volume in 0.1 M phosphate buffer pH 7. The solution was quantified by CTM, the carbazole method 

and the GPC-LS-RI method. 

 Results and discussion 

o CTM assay for solubilized microbial HA 

 Kinetic stability  

In order to assess the impact of incubation duration in the presence of the CTM on the quantification 

method, assays were performed with various durations. 2 MDa HA was chosen to represent the HA 

size range. Indeed, HA mostly produced by microbial culture presents molecular weights from 70 kDa 
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to 6 MDa (Im et al. 2009). Solutions with 2 MDa HA in 0.1 M phosphate buffer were used at 

concentrations ranging from 0 to 0.6 g.l-1. Absorbance at 600 nm was automatically measured every 

minute for 1 hour. These are reported in Figure 25A. The absorbance is due to the turbidity induced 

by the formation of HA/CTAB precipitate occurring in the course of the reaction. Figure 25A shows 

that absorbance increases in the very first moments of the reaction (before 5 min) then slowly 

decreases. This variation with time is more noticeable for the highest HA concentrations. The HA 

precipitation triggered by CTAB probably results from an intermolecular association and dissociation 

reaction. The very slow decreasing of absorbance after 50 min, obviously going on after 60 min (since 

non constant value was reached) indicated that the equilibrium between association and dissociation 

was probably not reached even after 60 min incubation. Then, the HA/CTAB precipitate formed is not 

very stable. From the absorbance values displayed in Figure 25A, the slope of the HA standard curves 

were calculated and plotted as a function of the CTM reaction duration (Figure 25B). As expected, 

the slope values clearly decrease from 5 to 60 min duration meaning that the sensitivity of the assay 

is optimal for a low duration of reaction (between 0 and 5 min). However, in this duration range, the 

precipitates are the most unstable and too short a duration might lead to manipulation issues. Thus, 

the reaction duration for the protocol was arbitrarily set to 10 minutes in order to balance sensitivity 

and ease to handle the reaction duration.  

 

Figure 25. (A) Effect of the reaction duration on CTM sensitivity: evolution of absorbance 

at 600 nm at various HA concentrations. (B) Slope of the standard curves plotted versus 

incubation time. 
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 Linearity range  

The next step of the study was to determine the range of concentrations for which the assay was 

valid. 2 MDa HA was assayed at concentration ranging from 0 to 1 g.l-1 in 0.1 M phosphate buffer pH 

7 in order to check the linearity range of the standard curve (Figure 26A). Linear regressions were 

drawn using four sets of concentration (0 g.l-1 to 0.5, 0.6, 0.8 and 1 g.l-1). Correlation coefficients (R2) 

of the regressions are presented in Figure 26B. R2 value is satisfactory and constant up to 0.6 g.l-1, 

and it decreases as the highest HA concentration increases. This is a particularly good result since a 

previous study showed a good linearity only up to 0.16 g.l-1 (Chen et Wang, 2009).  

The lack of linearity observed beyond 0.6 g.l-1 can be due either to a poor mixing efficiency caused by 

increase of sample viscosity at high HA concentration or to a saturation of CTAB by HA. The slope of 

HA assay (from 0 to 0.6 g.l-1) in the conditions of Figure 25 (using a 10 s shaking duration) was 0.49 

l.g-1 (R2 = 0.990). The same experiment was carried out using a shaking duration of 20 s (data not 

shown). In these conditions, the slope observed was 0.50 l.g-1 (R2 = 0.980). The weak influence of 

shaking tends to demonstrate that the problem of linearity at high HA concentration is not due to a 

lack of mixing efficiency. 

 

Figure 26. (A) Absorbance of CTM assays in relation to HA concentration. (B) R2 of the 

standard curve established for various HA concentration ranges. 2 MDa HA was used. The 

incubation duration prior absorbance measurement was 10 min. 
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 Impact of HA size   

The first part of this study concerning (i) the influence of the incubation duration and (ii) the linearity 

range assessment was performed using HA with a 2 MDa molecular weight. The following step of the 

study focused on the influence of the HA size on the CTM method. The slope values of CTM standard 

curves established for HA concentration between 0 and 0.6 g.l-1 with molecular weights of 70 kDa, 

0.5 MDa, 2 MDa and 4 MDa were close to 0.50 l.g-1 with regression coefficients of 0.99 (Figure 27). 

Accordingly, the HA size did not affect the CTM. This result appeared surprising. Indeed, a 

reinforcement of HA-CTAB interactions would be expected with a high molecular size HA since more 

negative charges would be exposed at the surface of the polymer. As a consequence, larger 

complexes should be formed impacting the precipitation reaction. The secondary and tertiary 

structures of HA in aqueous solution proposed by (Scott et al.,, 1991) might explain this absence of 

size dependence. According to these authors, in aqueous solution, the HA would constitute a 

complex network of interwoven polymer chains. So, as a matter of fact, the CTAB reaction would 

most likely occur with pieces of HA network rather than with individual HA molecules, thus limiting 

the effect of the polymer molecular weight on CTM. This result proved to be particularly interesting 

since it indicates that the standard curve established with a particular HA molecular weight will apply 

for assaying HA in a wide range of molecular size. 

Furthermore, the constant slope and R2 values shown whatever the molecular weight of HA sample 

confirm that the shaking conditions used provide an efficient mixing and tends to confirm that the 

lack of linearity observed in Figure 26 is not related to the sample viscosity. 

 

Figure 27. Impact of HA size on the HA quantification by CTM. The regression coefficients 

(R²) and the slope of the standard curves were plotted against the HA size. 
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 Effect of the HA sample environment on CTM 

HA can be found in many different environments: in the microbial culture medium of HA production, 

in solution with various salinities or pH during the purification steps, or in pure water. The following 

study investigates the robustness of the assay for various HA solutions. 

- Effect of sample pH  

The pH of the final solution (after all reactants were added) needs to be high enough to achieve 

precipitation of the HA. Indeed, carboxylic acid functions of glucuronic acids must be in a negatively 

charged form. Thus, if the added reagents do not buffer the HA sample enough, alterations of the 

assay might occur. The impact of sample pH was then investigated. 2 MDa HA samples (from 0 to 0.6 

g.l-1) were adjusted either at pH 2 and at 4 (using 1 M H2SO4) or at pH 8 and at 10 (by 5 M NaOH) 

prior to the addition of assay reagents. Figure 28 clearly shows that the slopes of the standard curves 

obtained for the various pH samples are constant, indicating that the assay conditions guarantee a 

high enough pH to allow a precise quantification whatever the HA sample pH. This can be due either 

to the presence of NaOH or phosphate buffer in CTM reactants. The same set of experiments was 

achieved without adding NaOH in the CTM reactant (data not shown). In this case, slopes obtained 

for HA samples with pH ranging from 4 to 10 were all close to 0.5 l.g-1 while no HA-CTAB precipitation 

occurred with pH 2 samples. So, when the sample pH value is equal to or higher than 4, the overall 

pH solution is high enough to allow precipitation. This is not the case for samples whose pH values 

stand below 4: NaOH in the reagent is therefore needed to achieve the precipitation.  

 

Figure 28. No pH effect on the CTM sensitivity. The standard curves and regression 

coefficients were established with 2 MDa HA solutions in 0.1 M phosphate buffer. pH was 

adjusted by NaOH or H2SO4. 
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The study of the pH impact confirmed that the interaction between HA and CTAB is an ionic 

interaction. As a consequence, it might be dependent on the ionic strength. 

- Effect of sample salt content 

To study the effect of the salt environment on the assay, HA samples were adjusted to KCl 

concentrations ranging from 0 to 0.50 M. Figure 29 exhibits the evolution of standard curve slopes 

obtained as a function of KCl concentration. This figure shows a linear decrease in slopes with 

increasing KCl concentrations. After regression, the following equation between KCl concentration in 

sample and CTM HA standard curve slope was proposed: 

Slope of standard curve = - 0.93 [Chloride ion concentration (M)] + 0.51        (Equation 35) 

 

Figure 29. Impact of KCl concentration on the slope of the standard curve established by 

CTM. KCl was added to HA solution to obtain KCl final concentration between 0 and 0.5 M. 

The standard curve was established for each KCl concentration and the slope is plotted. 

This phenomenon could result from a negative influence of the overall ionic strength on HA-CTAB 

association constant or a direct competition of chloride anion with HA for CTAB interaction. Figure 30 

exhibits assay curve slopes obtained with HA samples in phosphate buffer, NaCl or KCl with 0.3 M of 

ionic strength. It reveals that modifying ionic strength through phosphate addition has no effect 

whereas increasing ionic strength through KCl or NaCl addition induces a significant slope decrease. 

The decrease with Na or K as counter ion is of the same extent when the anion used is Cl-. The 

observed salt interference is thus probably related to the chloride anion. This could explain why 

when regarding the use of CTAB in the field of carbohydrate purification, carbohydrate – CTAB is 

usually dissolved by chlorinated salts (mainly CaCl2 and NaCl) (Anderson & Smith, 1977; Bartoloni et 

al., 1995). 
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Figure 30. Competition of chloride anion with HA for CTAB interaction. The slope of the 

standard curve of 2 MDa HA in 0.3 M of ionic strength of phosphate buffer was compared 

to the standard curves at 0.3 M of ionic strength obtained by addition of NaCl and KCl. 

- Effect of a complex biochemical environment 

Standard curves of 2 MDa HA (from 0 to 0.6 g.l-1) in 0.1 M phosphate buffer pH 7 and in Brain Heart 

Infusion (BHI) were compared (Figure 31A). BHI is a complex mixture commonly used as culture 

medium for microbial cultures. It is composed of proteins, peptides, amino acids, glucose and salts. 

HA standard curve in BHI (pH 7) remains linear up to 0.6 g.l-1, indicating that CTM can be used for 

direct HA quantification in samples from production or purification steps. The observed slope is 

lower in BHI than in phosphate buffer. So, BHI matrix modified the assay by limiting HA-CTAB 

aggregate formation though. BHI contains many different biomolecules (like peptides, amino acids, 

nucleic acids, etc.) and is rather rich in salts which were demonstrated to influence the CTM. 

According to the manufacturer, the concentration of NaCl in BHI is 0.125 M. Equation 36 was used to 

calculate the slope of HA standard curve in phosphate buffer at the corresponding concentration of 

NaCl. From the calculated slope (0.4 l.g-1), absorbances of CTM assay at HA concentration from 0 to 

0.6 g.l-1 were added to Figure 31A, Ŷaŵed ͞theoƌetiĐal BHI͟. TheǇ aƌe ǀeƌǇ Đlose to the aĐtual ǀalues 

from HA in BHI. This indicates that the main effect of BHI complex environment is coming from its 

salt content. Other biomolecules composing this medium probably have no or minor influence, 

confirming previous observations (Song et al., 2009). 

The spectrophotometric method commonly used to quantify HA in solution is the so-called carbazole 

method. The standard curves of 2 MDa HA in phosphate buffer and BHI obtained with the carbazole 

method are presented in Figure 31B. As expected, the carbazole method is perfectly efficient to 

quantify HA when using phosphate buffer. Its sensitivity is even higher than that of the CTM. 

However, in BHI, a saturation of the spectrophotometer occurs in every HA concentration preventing 
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any use of the method in such media. The carbazole method is based on (i) a full hydrolysis of HA 

into free carbohydrates (glucuronic acid and N-acetyl glucosamine) under a strong acidic condition 

and high temperature, (ii) a conversion of these free carbohydrates into hydroxymethylfurfural 

compounds and (iii) a combination of the compound yielded from glucuronic acid to produce a 

chromophore quantified by spectrophotometry. However, the last step is poorly specific and many 

hydroxymethyl furfural obtained from other carbohydrates (with 6 carbons) may interfere. The high 

content in free sugars (and particularly glucose) in BHI or other culture media prevent the use of the 

carbazole method for HA quantification in complex environment. 

 

Figure 31. CTM ;AͿ aŶd Đaƌďazole ŵethod foƌ assaǇiŶg HA iŶ phosphate ďuffeƌ ;◊Ϳ aŶd BHI 
(×). Standard curve obtained from equation 35 usiŶg Ϭ.ϭϮϱ M NaCl is also displaǇed ;○Ϳ. 

o Assessment of the CTM accuracy for the quantification of BDDE-cross-linked HA 

The cross-linking of HA by BDDE helps to tailor the mechanical properties and the degradation rates 

(Jeon et al., 2007; Schanté et al.,, 2011). This specificity is mostly used in the treatment of 

osteoarthritis of the knee or for wrinkle fillers. The following study focuses on the quantification of 

cross linked HA. This last HA form leads to aggregates in solution. And then, it has to be partially 

degraded by sonication to obtain a homogeneous solution. Cross-linked HA treated by sonication was 

quantified simultaneously by the CTM, the GPC-LS-RI and the carbazole methods. The chromatogram 

shown in Figure 31 was obtained by GPC-LS-RI. The right angle light scattering (green curve) and the 

low angle light scattering (black curve) were used to calculate the size of the HA for each elution 

ǀoluŵe ďǇ the )iŵŵ eƋuatioŶ ;ďlaĐk ͞liŶeaƌ͟ ĐuƌǀeͿ. The ŵeaŶ ǀalue of sizes ǁas ϵϴϬ kDa. Thus, a 

sonication treatment degraded the reticulated HA but its final size remained high enough (include 

into 70 KDa and 4 MDa) to be assayed by the CTM. The cross-linked HA concentration determined by 

the refractive index (red curve; Dn/Dc = 0.147) was 25 mg.g-1 (Figure 32). When assessed by the 

carbazole method and the CTM, the cross-linked HA concentration was 26 mg.g-1. The three methods 
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gave similar results. Then, the sonication of HA did not hinder its quantification. The CTM was thus 

efficient for the quantification of cross-linked HA.  

 

Figure 32. GPC-LS-RI chromatogram of cross-linked HA degraded by sonication. Elution was 

performed by phosphate buffered saline at a flow rate of 0.35 ml.min-1. Dn/Dc used to 

calculate the HA concentration was 0.147. PEO 19k universal calibration was used to 

determine the HA size. Average HA size calculated was 980 kDa. 

Conclusion  

The HA quantification is classically performed by using the carbazole method to determine HA 

concentrations. But this method presents many drawbacks, particularly a low specificity and, a time 

consuming experimental procedure. Moreover, its set up is dangerous because of the use of sulfuric 

acid. Based on the formation of a complex between HA and CTAB, the CTM is an alternative method 

that proved to be highly specific and safer. Previous studies on the CTM were rather limited, 

therefore the purpose of this study was to complete them and particularly to determine the limits of 

its application in terms of incubation duration, linearity range, HA size and form (natural linear HA or 

BDDE-cross-linked HA), and environment. The turbidity evolution with time was noticed and a 

compromise between sensitivity and handling issues led to set the incubation duration to 10 min. 

The CTM led to a linear curve in the HA concentration range of 0 g.l-1 to 0.6 g.l-1. It was not 

dependent on the HA size from 70 kDa to 4 MDa. Chloride ions interfered with the CTM reagent but 

when the chloride ion concentration was known, the slope of the standard curve could be 

determined and used to quantify HA concentrations. The CTM proved to be very robust in a 

fermentation medium and with the modifications of solution pH and/or ionic strength. All the results 

showed that the CTM was stable in a wide range of conditions. As a consequence, the CTM could be 

used to follow the HA concentration during a microbial process but also in all downstream processes 

and after BDDE-cross-linking. In view of these results, the CTM constitutes an alternative to the 
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conventional carbazole method. In addition, CTAB may react with other capsular polysaccharides. 

(Anderson et Smith 1977) and (Bartoloni et al. 1995) purified a bacterial capsular polysaccharide 

from Haemophilus influenzae and Neisseria meningitidis by CTAB. Accordingly, the CTM should be a 

simple method to determine the concentration of various bacterial capsular polysaccharides. 

4.1.1.2 Contribution de l’article  

Les résultats de cet article montrent que la CTM est une méthode appropriée à la quantification de 

l’AH eŶ ŵilieu Đoŵpleǆe. La réponse est linéaire pour des concentrations comprises entre 0 et 

0,6 g.l-1 aloƌs Ƌu’elle Ŷ’est Đoŵpƌise Ƌu’eŶtƌe Ϭ à Ϭ,ϯ g.l-1 pour la méthode au carbazole 

;phaƌŵaĐopĠe euƌopĠeŶŶeͿ. La ŵĠthode Ŷ’est pas sensible aux composés du milieu de culture à 

l’eǆĐeptioŶ des ioŶs Đhloƌuƌe. CepeŶdaŶt, s’affƌaŶĐhiƌ de Đette iŶteƌfĠƌeŶĐe est aisĠŵeŶt ƌĠalisaďle 

lorsque la concentration en chlorure est inférieure à 0,3 M. De plus, la CTM est une méthode 

rapide, de faible consommation en réactifs et en échantillon (50 µl), et dont les réactifs sont moins 

dangereux que ceux de la méthode au carbazole. La CTM est alors une méthode qui est 

iŶĐoŶtestaďleŵeŶt plus adaptĠe à la ƋuaŶtifiĐatioŶ de l’AH. Le suivi de l’AH au Đouƌs des étapes du 

procédé de purification sera réalisé par cette méthode. 

4.1.2 Caractérisation de l’AH  

La ŵĠthode de ƌĠfĠƌeŶĐe pouƌ Ġǀalueƌ la taille d’AH ƌepose suƌ uŶe ŵesuƌe de la ǀisĐositĠ 

iŶtƌiŶsğƋue ĠtaŶt liĠe à la taille paƌ l’ĠƋuatioŶ de Maƌk HouǁiŶk ;ĠƋuatioŶ ϰͿ. Cette ŵĠthode de la 

phaƌŵaĐopĠe euƌopĠeŶŶe pƌĠseŶte toutefois des liŵitatioŶs pouƌ l’estimation rapide de la taille 

d’AH au Đouƌs d’uŶ pƌoĐĠdĠ de pƌoduĐtioŶ ou de puƌifiĐatioŶ. EŶ paƌtiĐulieƌ, les ĐoeffiĐieŶts de la 

ĐoƌƌĠlatioŶ de Maƌk HouǁiŶk dĠpeŶdeŶt de l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt ĐhiŵiƋue de l’AH. Oƌ, l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt 

de l’AH daŶs le ŵilieu de pƌoduĐtioŶ ou de puƌifiĐatioŶ Ŷ’est pas ĐoŶtƌôlĠ. D’autƌe paƌt, les 

ĐoeffiĐieŶts de Maƌk HouǁiŶk soŶt des appƌoǆiŵatioŶs Ƌui dĠpeŶdeŶt de la taille ŵoǇeŶŶe d’AH eŶ 

solutioŶ. CepeŶdaŶt, les diffĠƌeŶtes populatioŶs de tailles au seiŶ d’uŶ ĠĐhaŶtilloŶ Ŷe soŶt pas 

connues au préalable. La CES/multi-détection est une méthode alternative indispensable au suivi des 

ĐaƌaĐtĠƌistiƋues de l’AH au Đouƌs du pƌoĐĠdĠ de puƌifiĐatioŶ. 

Celle-ci est une méthode de mesure directe de la répartition des tailles moléculaires (Mw et 

polydispersité). Elle permet, également, une mesure simultanée de viscosité intrinsèque (VI) et un 

dosage d’AH eŶ solutioŶ. La ŵesuƌe de ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ AH paƌ ƌĠfƌaĐtoŵĠtƌie est iŶdispeŶsaďle à la 

dĠteƌŵiŶatioŶ de toutes les ĐaƌaĐtĠƌistiƋues de l’AH ;taille, polydispersité et VI). Sa fiabilité est 

pƌĠpoŶdĠƌaŶte. C’est pouƌƋuoi elle a ĠtĠ ĠǀaluĠe.  



Résultats et discussion 

89 

DOCUMENT CONFIDENTIEL 

La mesure de la taille par diffusion de la lumière est une mesure directe, elle devrait donc être plus 

fiable que la détermination de la taille par la seule mesure de la viscosité intrinsèque. Les études 

suivantes permettront également de statuer sur la méthode aux meilleures performances. 

4.1.2.1 Fiabilité de la mesure de la concentration, de la viscosité intrinsèque et de 

la taille par CES/Multi-détection en fonction de la concentration en AH  

La fiaďilitĠ des ŵesuƌes des diffĠƌeŶtes ĐaƌaĐtĠƌistiƋues de l’AH ;taille, polǇdispeƌsitĠ et VIͿ eŶ 

CES/Multi-détection dépend de la concentration. En effet, la concentration en AH intervient dans le 

calcul de toutes ces caractéristiƋues. Le doŵaiŶe de ĐoŶĐeŶtƌatioŶs d’AH peƌŵettaŶt uŶe 

ƋuaŶtifiĐatioŶ fiaďle de l’AH a doŶĐ ĠtĠ Ġtaďlie.  

Le sigŶal du ƌĠfƌaĐtoŵğtƌe eŶ ligŶe de l’ĠlutioŶ est tƌaŶsfoƌŵĠ eŶ ĐoŶĐeŶtƌatioŶ paƌ l’ĠƋuatioŶ 5. 

Puis, soŶ iŶtĠgƌatioŶ peƌŵet d’Ġtaďliƌ la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de l’ĠĐhaŶtilloŶ. 

                                    (Equation 5) 

Avec K(RI) : les constantes instrumentales, C : la concentration du polymère en solution (g.ml-1) et 

dn/dc : l’iŶĐƌĠŵeŶt d’iŶdiĐe de ƌĠfƌaĐtioŶ spĠĐifiƋue ;Ϭ,ϭϰϳ ŵl.g-1).  

Du fait de sa viscosité  élevée, la concentration de départ ne peut pas excéder 1 g.l-1 sans occasionner 

un colmatage important des colonnes de séparation. Un AH de 2 MDa et de VI = 21,6 dl.g-1 à des 

concentrations comprises entre 0,1 et 1 g.l-1 est donc injecté et analysé en CES/multi-détection. Les 

mesures sont réalisées en triplicat. La Figure 33 montre les chromatogrammes obtenus pour chaque 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶ d’AH. Plus la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ AH est iŵpoƌtaŶte, plus l’iŶdiĐe de ƌĠfƌaĐtoŵĠtƌie est 

iŵpoƌtaŶt. De plus, uŶ dĠĐalage du soŵŵet des piĐs ǀeƌs les faiďles tailles d’AH ;ǀoluŵe de ƌĠteŶtioŶ 

élevée) est observé pour des concentrations élevées en AH, ce qui indique une probable diminution 

de la taille avec la concentration en AH. 
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Figure 33. Chƌoŵatogƌaŵŵe de CES/RĠfƌaĐtoŵĠtƌie d’AH ;Ϯ MDaͿ iŶjeĐtĠ à des 
concentrations comprises entre 0 et 1 g.l-1. 50 µl de chaque solution sont injectés. 

Après intégration de chaque pic, les concentrations mesurées par CES/réfractométrie sont 

comparées aux concentrations mesurées par CTM (Tableau 9Ϳ. L’ĠĐaƌt eŶtƌe ces deux mesures 

Ŷ’eǆĐğde pas ϱ %. AiŶsi, la ŵesuƌe de ĐoŶĐeŶtƌatioŶ paƌ ƌĠfƌaĐtoŵĠtƌie peut ġtƌe ĐoŶsidĠƌĠe Đoŵŵe 

fiaďle Ƌuelle Ƌue soit la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ d’AH. 

La mesure de concentration étant fiable, les mesures de la taille par diffusion de la lumière (DL) et de 

la ǀisĐositĠ iŶtƌiŶsğƋue paƌ ǀisĐosiŵĠtƌie deǀƌait l’ġtƌe ĠgaleŵeŶt. Les ŵesuƌes de taille et de VI soŶt 

également présentées dans le Tableau 9. Pour des concentrations en AH inférieures à 0,5 g.l-1, la 

taille ŵesuƌĠe est siŵilaiƌe ;ŵoiŶs de ϱ % d’iŶĐeƌtitudeͿ à la taille atteŶdue ;Ϯ MDaͿ. EŶ ƌeǀaŶĐhe, au-

delà de 0,5 g.l-1 d’AH, plus la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ est ĠleǀĠe, plus la taille est faiďle ;augŵentation des 

ǀoluŵes de ƌĠteŶtioŶ ǀisiďle daŶs le ĐhƌoŵatogƌaŵŵeͿ. L’augŵeŶtatioŶ de la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ AH 

ƌĠduit la ŵoďilitĠ iŶteƌĐhaîŶes. De Đe fait, sous la ĐoŶtƌaiŶte de ĐisailleŵeŶt les ĐhaîŶes d’AH peuǀeŶt 

se rompre réduisant la taille globale mesurée. En revanche, la VI ne semble pas être influencée par 

l’augŵeŶtatioŶ de la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ AH ;ŵoiŶs de ϭϱ % d’eƌƌeuƌ suƌ la ŵesuƌeͿ. 

Tableau 9. Impact de la concentration d'AH (2 MDa, VI = 21,6 dl.g-1) sur la détermination 

de la taille et la viscosité intrinsèque par CES/Multi-détection.  

Concentration 

mesurée par 

CTM (g.l-1) 

Concentration 

RI (g.l-1) 

Erreur sur 

la 

concentra

tion (%) 

VI (dl.g-1) Erreur 

sur la 

VI (%) 

Taille 

mesurée par 

DL (MDa) 

Erreur 

sur la  

taille 

(%) 

0,11 0,11 (+/-0,006) 0 20,9 (+/- 2,3) 3 2,1 (+/- 0,31) 3 

0,23 0,23 (+/-0,006) 0 19,0 (+/-0,3) 13 2,0 (+/- 0,15) 2 

0,32 0,32 (+/-0,012) 0 20,5 (+/-0,9) 5 2,0 (+/- 0,10) 0 

0,42 0,42 (+/-0,006) 0 20,9 (+/-0,2) 3 2,0 (+/- 0,00) 0 

0,51 0,50 (+/- 0,006) 2 21,1 (+/- 0,1) 3 2,0 (+/- 0,00) 0 

0,64 0,64 (+/-0,017) 0 20,1 (+/-0,4) 7 1,8 (+/- 0,00) 11 

0,84 0,85 (+/-0,010) 1,2 20,3 (+/-0,4) 6 1,7 (+/- 0,00) 16 

1,15 1,10 (+/-0,017) 4,4 19,6 (+/-0,4) 10 1,6 (+/- 0,00) 22 
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UŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ AH Ŷ’eǆĐĠdaŶt pas Ϭ,ϱ g.l-1 est donc indispensable à une caractérisation fiable 

de l’AH. De plus, uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ AH se ƌappƌoĐhaŶt de Ϭ,ϱ g.l-1 sera préférée lors des analyses. 

A Đette ĐoŶĐeŶtƌatioŶ la ŵesuƌe de taille est ŵoiŶs ǀaƌiaďle Ƌu’à faiďles ĐoŶĐeŶtƌatioŶs. 

4.1.2.2 Fiabilité des mesures de taille par diffusion de la lumière 

Le calcul de la taille par CES/Multi-détection des AH se fait à partir de la diffusion de la lumière à 7 ° 

pouƌ des solutioŶs d’AH à Ϭ,ϱ g.l-1 de taille comprise entre 70 kDa et 4,2 MDa. La Figure 34 montre les 

speĐtƌes de la diffusioŶ de la luŵiğƌe pouƌ les diffĠƌeŶtes tailles d’AH. Plus les tailles d’AH soŶt 

importantes plus le signal mesuré est important.  

 

Figure 34. Chƌoŵatogƌaŵŵe de CES/DiffusioŶ de la luŵiğƌe ;ϳ °Ϳ d’AH de diffĠƌeŶte tailles. 
ϱϬ µl de solutioŶ d’AH de taille Đoŵpƌis eŶtƌe ϳϬ kDa et ϰ,Ϯ MDa soŶt iŶjeĐtĠs à Ϭ,ϱ g.l-1. 

Les chromatogrammes obtenus pour chaque taille sont superposés. 

La taille des AH eŶ tous poiŶts de la distƌiďutioŶ est dĠteƌŵiŶĠe paƌ l’ĠƋuatioŶ 6 : 

       

                 (Equation 6)     

 

La taille ŵoǇeŶŶe de l’ĠĐhaŶtillon est ensuite déduite par l’ĠƋuatioŶ 7 :  

                                                      (Equation 7) 
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Figure 35. CoŵpaƌaisoŶ de la dĠteƌŵiŶatioŶ de la taille d’AH paƌ la ŵĠthode de ƌĠfĠƌeŶĐe 
et la CES/DiffusioŶ de la luŵiğƌe à ϳ°. Huit tailles d’AH Đoŵpƌises eŶtƌe ϳϬ kDa et ϰ,Ϯ MDa 
ont été déterminées par les deux méthodes (de référence et GPC/Diffusion de la lumière) 

et sont comparées. 

Les tailles déterminées par la diffusion de la lumière sont comparées aux tailles déterminées par la 

méthode de référence (Figure 35). Deux tendances peuvent être observées : 

 uŶe taille d’AH ŵesuƌĠe ideŶtiƋue ;ŵoiŶs de ϱ % d’eƌƌeuƌͿ, pouƌ les deuǆ ŵĠthodes de 

ĐaƌaĐtĠƌisatioŶ, pouƌ des tailles d’AH iŶfĠƌieuƌes à Ϯ MDa ;taille mesurée par la méthode de 

référence), 

 une taille sous-estiŵĠe de ϭϱ % eŶ ŵoǇeŶŶe paƌ diffusioŶ de la luŵiğƌe pouƌ les tailles d’AH 

supérieures à 2 MDa (taille mesurée par la méthode de référence). 

La sous-estiŵatioŶ de la taille d’AH ;pouƌ les tailles supérieures à 2 MDa) peut être liée à : 

 la dĠgƌadatioŶ de l’AH au seiŶ des ĐoloŶŶes de Đhƌoŵatogƌaphie d’eǆĐlusioŶ stĠƌiƋue. 

L’augŵeŶtatioŶ des tailles d’AH augŵeŶte l’eŶĐheǀġtƌeŵeŶt des ĐhaîŶes Ƌui deǀieŶŶeŶt 

alors plus sensibles aux contraintes de cisaillement ;  

 une surestimation de la taille par la méthode de référence (pour les tailles supérieures à 

2 MDa). En effet, les approximations des coefficients de Mark Houwink utilisées peuvent être 

non adaptées aux grandes tailles. 

NĠaŶŵoiŶs, ϭϱ % d’eƌƌeuƌ suƌ la ŵesuƌe de gƌaŶdes tailles d’AH ƌesteŶt aĐĐeptaďles. La taille peut 

également être déterminée par la mesure de VI. La partie suivante évalue la fiabilité de la mesure de 

ǀisĐositĠ iŶtƌiŶsğƋue et la dĠteƌŵiŶatioŶ de la taille paƌ l’ĠƋuatioŶ de Maƌk Houǁink. 
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4.1.2.3 Fiabilité de la mesure de la viscosité intrinsèque et implication des 

coefficients de Mark Houwink lors du calcul de la taille des AH  

En CES/Multi-détection, la mesure de la viscosité intrinsèque est réalisée à l’aide d’uŶ poŶt de 

Wheastone. La Figure 36 montre la mesure de pression différentielle (DP) du viscosimètre des tailles 

d’AH Đoŵpƌises eŶtƌe ϳϬ kDa et ϰ,Ϯ MDa, eŶ tout poiŶt de la distƌiďutioŶ. Les AH de gƌande taille 

sortent en premier de la colonne de chromatographie et induisent une pression plus élevée (DP) que 

les plus petites tailles d’AH Ƌui soƌteŶt plus tardivement.  

 

Figure 36. Chƌoŵatogƌaŵŵe de CES/ VisĐosiŵĠtƌie de l’AH à diffĠƌeŶtes tailles. ϱϬ µl d’AH 
de tailles comprises entre 70 kDa et 4,2 MDa sont injectés à 0,5 g.l-1. Les 

chromatogrammes obtenus pour chaque taille sont superposés. 

La VI est ĐalĐulĠe paƌ l’ĠƋuatioŶ ϭϬ pouƌ ĐhaƋue taille d’AH : 

                                (Equation 10)  

La Figure 37 montre la comparaison entre les viscosités intrinsèques de référence et celles mesurées. 
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Figure 37. Comparaison de la viscosité intrinsèque de référence et celles mesurées par 

CES/VisĐosiŵĠtƌie de huit tailles d’AH Đoŵpƌises eŶtƌe ϳϬ kDa et ϰ,Ϯ MDa. 

Deux tendances peuvent être observées :  

 uŶe VI siŵilaiƌe pouƌ les deuǆ ŵĠthodes de ŵesuƌe ;ϭϬ % d’eƌƌeuƌ eŶ ŵoǇeŶŶe suƌ la 

mesure de VI) pouƌ des tailles d’AH ;dĠteƌŵiŶĠes par méthode de référence) inférieures à 

2 MDa, 

 une sous-estimation de 20 % en moyenne de la viscosité intrinsèque par CES/Multi-

dĠteĐtioŶ pouƌ des tailles d’AH ;dĠteƌŵiŶĠes paƌ la méthode de référence) supérieures à 

2 MDa. 

La sous-estimation de la VI est cohérente avec la mesure de diffusion de la lumière. En effet, cette 

sous-estiŵatioŶ de la taille peut ġtƌe liĠe à uŶe dĠgƌadatioŶ de l’AH eŶ CE“ ou à uŶe diffĠƌeŶĐe de 

méthode de mesure. 

La mesure de VI est sensiblement moins précise que la mesure de diffusion de la lumière. Le choix de 

la diffusion de la lumière pour la détermination de la taille semble alors plus approprié. De plus, 

l’utilisatioŶ de la VI de l’AH pouƌ la dĠteƌŵiŶatioŶ de la taille fait iŶteƌǀeŶiƌ des appƌoǆiŵatioŶs des 

coefficients de Mark Houwink qui peuvent biaiser la mesure. Les approximations utilisées pour le 

calcul de la taille par la méthode de référence sont présentées dans le Tableau 1. 

Tableau 1. Approximation des coefficients de l'équation de Mark Howink en fonction de la 

taille des AH utilisée lors du calcul de la taille par le méthode de référence. 

 K α 

Taille < 300 kDa 5,78.10-6 0,919 

Taille > 300 kDa 9,78.10-5 0,690 
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Afin de mettre en évidence la variabilité de ces coefficients, ils ont été déterminés pour les 

diffĠƌeŶtes tailles d’AH à paƌtiƌ de la VI ŵesuƌĠe et de la taille ŵesuƌĠe eŶ diffusioŶ de la luŵiğƌe 

(§2 : Etude bibliographique) et sont présentés en Figure 38. Les coefficients K et α diminuent avec 

l’augŵeŶtatioŶ de la taille d’AH. Ces ƌĠsultats soŶt eŶ aĐĐoƌd aǀeĐ Đeuǆ de Caspersen et al., 2014. Les 

approximations de la ŵĠthode de ƌĠfĠƌeŶĐe utilisĠes pouƌ le ĐalĐul de la taille à paƌtiƌ de l’ĠƋuatioŶ 

de Mark Houwink sont présentées par une ligne verte (taille < 300 kDa) et une ligne noire (taille> 

300 kDaͿ. L’appƌoǆiŵatioŶ du ĐoeffiĐieŶt K est ďieŶ ĠloigŶĠe des ǀaleuƌs mesurées (Figure 38A) en 

raison de la différence de conditions opératoires. En effet, K est dépendant du solvant, du polymère 

et de la température. En revanche, les approximations du coefficient α sont proches des mesures 

réalisées (Figure 38B).  

Il peut également être remarqué que la segmentation des approximations K et α en deux catégories 

de tailles Ŷ’est pas tƌğs judiĐieuse. EŶ effet, uŶe segŵeŶtatioŶ de Đes appƌoǆiŵatioŶs eŶ tƌois 

catégories serait préférable : 

 tailles inférieures à 300 kDa, 

 tailles comprises entre 300 kDa et 2 MDa,  

 tailles supérieures à 2 MDa. 

L’utilisatioŶ des appƌoǆiŵatioŶs des ĐoeffiĐieŶts de Maƌk HouǁiŶk pouƌ le ĐalĐul des tailles d’AH 

élevées (> 2 MDa) conduira probablement à une surestimation de la taille puisque plus la taille des 

AH est importante, plus les approximations s’ĠloigŶeŶt des ĐoeffiĐieŶts ƌĠels K et α. Ces résultats 

sont cohérents avec les mesures de la diffusion de la lumière. Une surestimation des grandes tailles 

d’AH paƌ la ŵĠthode de ƌĠfĠƌeŶĐe est oďseƌǀĠe. La ŵesuƌe de la taille paƌ CE“/DiffusioŶ de la luŵière 

seŵďle aloƌs plus fiaďle Ƌue la ŵĠthode de ƌĠfĠƌeŶĐe puisƋu’elle est uŶe ŵesuƌe diƌeĐte de la taille 

de l’AH. 

 

Figure 38. Comparaison des coefficients de Mark Houwink K et α déterminé par CES/multi-

détection à différentes tailles d’AH et des appƌoǆiŵatioŶs utilisĠes pouƌ le ĐalĐul de la 
taille par la méthode de référence.  
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La ŵesuƌe de la taille d’AH au Đouƌs du pƌoĐĠdĠ de puƌifiĐatioŶ se feƌa doŶĐ paƌ ŵesuƌe de 

CES/diffusion de la lumière. 

 

En résumé  

La caractérisation de l’AH est possiďle gƌâĐe auǆ ŵĠthodes dĠǀeloppĠes daŶs Đette Ġtude. La CTM 

peƌŵet uŶe ƋuaŶtifiĐatioŶ siŵultaŶĠe de l’AH eŶ ŵilieu Đoŵpleǆe et la CE“/ŵulti-détection permet 

une caractérisation des différentes tailles en solution, de la polydispersité, de la concentration et de 

la ǀisĐositĠ iŶtƌiŶsğƋue de l’AH. 

La Figure 39 ƌepƌĠseŶte l’eŶseŵďle des ŵĠthodes utilisĠes pouƌ le suiǀi des molécules présentes 

daŶs le ŵilieu de Đultuƌe. L’ĠliŵiŶatioŶ des sels et des aĐides ŶuĐlĠiƋues du ŵilieu seƌa suiǀie paƌ 

ŵesuƌe de la ĐoŶduĐtiǀitĠ et de l’aďsoƌďaŶĐe à ϮϲϬ Ŷŵ ƌespeĐtiǀeŵeŶt. Les pƌotĠiŶes gloďales seƌoŶt 

quantifiées par la méthode de Buiret (KIT BCA) et, le fer ainsi que le plomb par spectrométrie 

d’ĠŵissioŶ paƌ plasŵa à speĐtƌoŵĠtƌie d'ĠŵissioŶ optiƋue ;ICP-OES).  

 

 

 

Figure 39. Schéma récapitulatif des méthodes de suivi des composés du milieu de culture 

microbienne. 
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4.2 Séparation de l’AH du milieu de culture bactérien 

4.2.1 Extraction de l’AH capsulaire 

L’AH eŶ fiŶ de Đultuƌe peut ġtƌe ƌetƌouǀĠ sous deuǆ foƌŵes : libre dans le milieu de culture 

ŵiĐƌoďieŶŶe ou liĠ à la Đellule au Ŷiǀeau de la Đapsule ďaĐtĠƌieŶŶe. L’AH Đapsulaire extrait par un 

tƌaiteŵeŶt “D“ Ϭ,ϭ % peut ƌepƌĠseŶteƌ jusƋu’à ϮϬ % de l’AH totale seloŶ Goh (1998). En 

ĐoŶsĠƋueŶĐe, la fƌaĐtioŶ d’AH assoĐiĠe auǆ ďaĐtĠƌies peut liŵiteƌ le ƌeŶdeŵeŶt de pƌoduĐtioŶ. DaŶs 

Đette paƌtie, les peƌfoƌŵaŶĐes d’eǆtƌaĐtioŶ, ĐoƌƌespoŶdaŶt à l’AH Đapsulaiƌe ƌĠĐupĠƌĠ paƌ ƌappoƌt à 

l’AH total, soŶt ĠtudiĠes pouƌ deuǆ tƌaiteŵeŶts d’eǆtƌaĐtioŶ : une extraction au dodécylsulfate de 

sodiuŵ ;“D“Ϳ et uŶe eǆtƌaĐtioŶ à l’aĐide tƌiĐhloƌaĐĠtiƋue ;TCAͿ.  

Les tƌaiteŵeŶts d’eǆtƌaĐtioŶ soŶt réalisés à partir de cultures de S. Zooepidemicus.  

4.2.1.1 Extraction au SDS 

Quatre concentrations en SDS finales ont été évaluées 0,05 %, 0,1 %, Ϭ,ϱ % et ϭ %. L’AH liďĠƌĠ de la 

Đapsule paƌ le tƌaiteŵeŶt d’eǆtƌaĐtioŶ est dĠteƌŵiŶĠe paƌ l’ĠƋuatioŶ ϯ6 : 

                        

                                              (Equation 36) 

 Avec Ctotal : la concentration en AH après extraction (g.l-1) et Ctémoin : la concentration en AH sans 

ageŶt d’eǆtƌaĐtioŶ ;g.l-1Ϳ. L’eǆtƌaĐtioŶ a ĠtĠ ĠǀaluĠe suƌ Ƌuatƌe Đultures différentes de S. 

zooepidemicus et chaque essai a été réalisé en triplicat.  

 

Figure 40. IŶflueŶĐe de la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ SDS suƌ la liďĠƌatioŶ de l’AH pƌĠseŶt daŶs la 
Đapsule ďaĐtĠƌieŶŶe. L’AH eǆtƌait ƌepƌĠseŶte la paƌt d’AH liďĠƌĠe paƌ ƌappoƌt à l’AH total 
en solution. 
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La Figure 40 A pƌĠseŶte l’AH eǆtƌait pouƌ les Ƌuatƌe ĐoŶĐeŶtƌatioŶs eŶ “D“. L’AH liďĠƌĠ de la Đapsule 

par le traitement d’eǆtƌaĐtioŶ ;paƌ ƌappoƌt à l’AH totalͿ est ǀaƌiaďle et est eŶ ŵoǇeŶŶe de ϳ % Ƌuelle 

que soit la concentration en SDS comprise entre 0,05 et 1 %. Ce résultat est plus faible que celui 

atteŶdu. La faiďle paƌt d’AH ƌĠĐupĠƌĠ paƌ ajout de “D“ Ŷ’est pas suffisaŶte à la ŵise eŶ plaĐe d’uŶe 

Ġtape d’eǆtƌaĐtioŶ daŶs le pƌoĐĠdĠ de puƌifiĐatioŶ. EŶ effet, l’Ġtape de puƌifiĐatioŶ ŶĠĐessaiƌe à 

l’ĠliŵiŶatioŶ du “D“ ĐoŶduiƌa pƌoďaďleŵeŶt à la peƌte de Đes ϳ % d’AH et à uŶe augŵeŶtatioŶ des 

coûts.  

4.2.1.2 Extraction au TCA 

Quatre concentrations en TCA ont été étudiées : 5 %, 10 %, 15 % et 20 %. Le TCA étant un 

« interférent » du dosage CTM, une dialyse en cassette de 10 kDa est réalisée pendant 48 h. Aucune 

eǆtƌaĐtioŶ Ŷ’est oďseƌǀĠe pouƌ le tƌaiteŵeŶt au TCA Ƌuelle Ƌue soit la concentration. Ceci peut être 

dû à une inefficacité du traitement TCA ou à uŶe hǇdƌolǇse de l’AH eŶ pƌĠseŶĐe de TCA Ƌui seƌait 

alors éliminé au cours de la dialyse.  

Le tƌaiteŵeŶt au TCA Ŷe seŵďle pas appƌopƌiĠ pouƌ l’eǆtƌaĐtioŶ de la Đapsule d’AH. EŶ ƌevanche, le 

SDS peƌŵet de liďĠƌeƌ jusƋu’à ϳ % de l’AH total. Ce faiďle pouƌĐeŶtage Ŷe peƌŵet pas d’eŶvisageƌ 

uŶ tƌaiteŵeŶt d’eǆtƌaĐtioŶ daŶs le pƌoĐĠdĠ de pƌoduĐtioŶ. EŶ effet, l’ajout de SDS ŶĠĐessiteƌa soŶ 

élimination en purification qui conduira à des peƌtes d’AH. Le ďĠŶĠfiĐe de l’Ġtape d’eǆtƌaĐtioŶ Ŷ’est 

pas suffisant pour être envisagé. 

4.2.2 Elimination des cellules du milieu contenant l’AH 

AfiŶ d’ĠliŵiŶeƌ les Đellules pƌoduĐtƌiĐes d’AH du ŵilieu, tƌois ŵĠthodes oŶt ĠtĠ eŶǀisagĠes :  

 la microfiltration tangentielle, 

 la filtration frontale, 

 la filtration frontale avec adjuvant de filtration.  

Le procédé identifié nécessitera une optimisation qui ne sera pas présentée dans cette thèse. Les 

séparations sont réalisées à partir de cultures microbiennes de S. zooepidemicus pƌoduisaŶt de l’AH 

de 2 MDa environ sur le milieu choisi (cf. matériel et méthodes). 

4.2.2.1 Elimination des cellules par microfiltration tangentielle 

La microfiltration tangentielle présente a priori les meilleures performances de séparation. Le 

preŵieƌ Đƌitğƌe de peƌfoƌŵaŶĐe ĠtudiĠ est le tauǆ de ƌĠteŶtioŶ des Đellules et de l’AH aiŶsi Ƌue le fluǆ 

de peƌŵĠat. La diffĠƌeŶĐe de ƌĠteŶtioŶ eŶtƌe les Đellules et l’AH doit ġtƌe la plus gƌaŶde possiďle. UŶ 
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récapitulatif des expériences est présenté en Figure 42. Le taux de rétention des cellules est de 1 

quelles que soient les conditions de séparation (aucune présence de cellules sur cellule de Thoma). 

Le taux de rétentioŶ de l’AH a ĠtĠ ŵesuƌĠ loƌs de la ŵiĐƌofiltƌatioŶ d’uŶe Đultuƌe de S. zooepidemicus 

séparé à température ambiante sur une membrane de diamètre de pores de 0,22 µm en PES 

(résistante aux fortes pressions transmembranaires). Une pression transmembranaire de 2,5 bar est 

appliƋuĠe. La ǀisĐositĠ du fluide eŶtƌaîŶe uŶe pƌessioŶ d’aliŵeŶtatioŶ ĠleǀĠe ŵġŵe à faiďle dĠďit 

d’aliŵeŶtatioŶ, iŵposaŶt de tƌaǀailleƌ à uŶe PTM iŵpoƌtaŶte. DaŶs Đes ĐoŶditioŶs, uŶe augŵeŶtatioŶ 

de la viscosité du rétentat est observée empêchant rapidement la poursuite de la microfiltration. Le 

fluǆ de peƌŵĠat Ŷ’a pas pu ġtƌe dĠteƌŵiŶĠ. EŶ ƌeǀaŶĐhe, le tauǆ de ƌĠteŶtioŶ a pu ġtƌe pƌĠĐisĠ. Il est 

de 0,97. L’AH est doŶĐ ƌeteŶu paƌ la ŵeŵďƌaŶe. Ce ƌĠsultat est tƌğs suƌpƌeŶaŶt. EŶ effet, l’AH aǇant 

une taille largement inférieure au diamètre des pores, il ne devrait pas être retenu. De plus, il a été 

ĠgaleŵeŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue peu d’AH Ġtait liĠ auǆ Đellules. Paƌ ĐoŶsĠƋueŶt, les ƌaisoŶs de la ƌĠteŶtioŶ 

peuvent être attribuées à :  

 l’iŶteƌaĐtioŶ des ĐhaîŶes d’AH eŶtƌe elles qui limiterait le transfert à travers la membrane,  

 uŶ diaŵğtƌe de poƌes tƌop faiďle Ƌui Ŷe peƌŵettƌait pas le passage de l’AH. 

AfiŶ de peƌtuƌďeƌ la stƌuĐtuƌe de l’AH, du “D“ ;Ϭ,ϭ %Ϳ a ĠtĠ ajoutĠ. Les ŵġŵes ĐoŶditioŶs de 

séparations ont été appliquées. Le taux de rétention, dans ces conditions, est de 0,86. La 

peƌtuƌďatioŶ des iŶteƌaĐtioŶs iŶteƌĐhaîŶes Ŷe peƌŵet Ƌu’uŶe faiďle diŵiŶutioŶ du tauǆ de ƌĠteŶtioŶ 

de l’AH. La Figure 41 ŵoŶtƌe l’ĠǀolutioŶ du fluǆ à Đe tauǆ de ƌĠteŶtioŶ. Le fluǆ de peƌŵĠat diŵiŶue 

ƌapideŵeŶt pouƌ se staďiliseƌ à uŶ dĠďit pƌoĐhe de zĠƌo. Cela ŵoŶtƌe la pƌĠseŶĐe d’uŶe ĐouĐhe de 

polarisation importante qui augmente la résistance au passage du flux. 

 

Figure 41. Evolution du flux de perméat lors de la séparation des cellules du milieu de 

culture en microfiltration en fonction du nombre de facteur de concentration volumique 

pour différent taux de ƌĠteŶtioŶ ;TRͿ de l’AH. 
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La culture traitée par du SDS 0,1 % (v/v), soit 0,05 % en concentration finale, a donc été microfiltrée 

suƌ uŶe ŵeŵďƌaŶe de diaŵğtƌe de poƌes de Ϭ,ϲϬ µŵ afiŶ d’Ġǀalueƌ l’iŵpliĐatioŶ du diaŵğtƌe de 

poƌes daŶs la ƌĠteŶtioŶ de l’AH. Les mêmes conditions de séparation ont été appliquées. Dans ce cas, 

le taux de rétention est de 0,56. Le taux de rétention a été amélioré mais reste tout de même élevé. 

L’augŵeŶtatioŶ du diaŵğtƌe de poƌes faĐilite le passage de l’AH. CepeŶdaŶt, le fluǆ de perméat 

diŵiŶue ƌapideŵeŶt pouƌ se ƌappƌoĐheƌ de zĠƌo à l’ideŶtiƋue de Đe Ƌui a ĠtĠ oďseƌǀĠ 

précédemment. De ce fait, il semble que la couche de polarisation prenne plus de temps à se mettre 

en place suƌ la ŵeŵďƌaŶe de Ϭ,ϲϬ µŵ. Ce Ƌui eǆpliƋue l’aŵĠlioƌatioŶ du taux de rétention.  

Ni l’ajout de “D“, Ŷi l’augŵeŶtatioŶ du diaŵğtƌe de poƌes Ŷe peƌŵetteŶt le passage de la totalitĠ de 

l’AH à tƌaǀeƌs la ŵeŵďƌaŶe. Il seŵďle Ƌue les Đellules eŵpġĐheŶt le passage de l’AH. C’est pouƌƋuoi, 

elles ont été éliminées par centrifugation à 15 000 g peŶdaŶt ϭϱ ŵŶ apƌğs uŶ tƌaiteŵeŶt d’eǆtƌaĐtioŶ 

au SDS 0,1 % (v/v). Le taux de rétention est alors de 0,28. La ƌĠteŶtioŶ de l’AH a ŶetteŵeŶt diŵiŶuĠ. 

Une faible partie des cellules reste dans le surnageant de centrifugation qui est probablement 

ƌespoŶsaďle de la ƌĠteŶtioŶ de l’AH à Ϭ,Ϯϴ. Le fluǆ de peƌŵĠat ƌeste ƋuasiŵeŶt ĐoŶstaŶt duƌaŶt la 

sĠpaƌatioŶ. L’AH eŶ aďseŶĐe de Đellules tƌaǀeƌse la ŵeŵďƌaŶe et Ŷe ĐoŶtƌiďue pas à la foƌŵatioŶ 

d’uŶe ĐouĐhe de polaƌisatioŶ ƌespoŶsaďle de l’augŵentation très importante de la résistance 

membranaire.  
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Figure 42. Résumé des expériences invalidant la microfiltration tangentielle pour la 

séparation des cellules du milieu. 

 

 

La différence entre le taux de ƌĠteŶtioŶ de l’AH et Đelui des Đellules Ŷ’est pas suffisaŵŵeŶt gƌaŶde 

pour envisager une séparation des cellules par microfiltration tangentielle. 
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4.2.2.2 Elimination des cellules par filtration frontale  

La séparation des cellules du milieu de culture par filtration frontale est réalisée sur un filtre en fibres 

de verre de 0,5 µm de diamètre de pores. Une perte de charge de 2 bar est appliquée de part et 

d’autƌe du filtƌe. UŶe ƌĠduĐtioŶ ƌapide du fluǆ de filtƌat est oďseƌǀĠe. La ĐoŶĐeŶtƌatioŶ ďaĐtĠƌieŶŶe 

élevée (2 g.l-1) et la grande viscosité (2 g.l-1 d’AH Ϯ MDaͿ soŶt ƌespoŶsaďles du Đolŵatage du filtƌe. 

 

L’ĠliŵiŶatioŶ des Đellules paƌ filtƌatioŶ fƌoŶtale ďasiƋue suƌ filtƌe eŶ fiďƌe de ǀeƌƌe Ϭ,ϱ µŵ Ŷ’est pas 

envisageable.  

4.2.2.3 Elimination des cellules par filtration frontale avec adjuvant de filtration  

La filtration sur adjuvant permet de réduire la concentration en particules tout en maintenant une 

grande porosité. 

La première étape de la séparation a consisté à déposer une couche de 2 mm de terre de diatomée 

(5 g) sur une feuille de papier Whatman (10 µm) de 64 cm² (Figure 43 A). Le milieu de culture a été 

déposé sur la terre de diatomée. Le passage du milieu à travers la membrane s’est fait à l’aide d’uŶe 

pompe à vide. Un colmatage a été rapidement observé. Les bactéries colmatent la pré-couche 

d’adjuǀaŶt de filtƌatioŶ eŶ suƌfaĐe.  

Afin de limiter ce colmatage de surface, une solution alternative, qui a consisté à ajouter 50 g.l-1 de 

teƌƌe de diatoŵĠe daŶs la Đultuƌe ŵiĐƌoďieŶŶe, a ĠtĠ ŵise eŶ œuǀƌe. ϱϬϬ ŵl de ŵĠlange ont été 

ensuite déposés à la surface de la pré-couche de terre de diatomées. Ainsi, se sont superposées, 

plusieurs couches filtrantes comprenant l'adjuvant filtrant et les cellules retenues (Figure 43B). Le 

gâteau formé de cellules et de terre de diatomée a présenté une filtrabilité bien plus importante que 

la pré-couche de terre de diatomée seule. Les cellules ont ainsi été éliminées. Des particules de terre 

de diatomée et quelques cellules ont traversé la membrane de séparation. Une clarification a alors 

ĠtĠ ŶĠĐessaiƌe. L’utilisatioŶ d’uŶ filtƌe de Ϭ,ϱ µŵ eŶ fiďƌes de ǀeƌƌe a peƌŵis d’ĠliŵiŶeƌ les ďaĐtĠƌies 

et les particules de terre de diatomée résiduelles. Ainsi, 450 ml de milieu dépourvu de cellules ont pu 

être obtenus avec une concentration en AH après filtration similaire à celle avant filtration.  
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Figure 43. Séparation des cellules par filtration sur terre de diatomée. (A) Précouche de 

terre de diatomée et (B) superposition des couches filtrantes de cellules et de terre de 

diatomée. (Source : matevi-france.com/oenologie/filtration/filtre-a-alluvionnage/en-savoir-

sur-le-filtre-a-alluvionnage). 

 

La pƌĠseŶĐe d’AH ĐoŵpliƋue la sĠpaƌatioŶ des Đellules du ŵilieu de Đultuƌe. EŶ effet, l’AH eŶ 

microfiltration tangentielle est retenu par les cellules qui ne peuvent, de ce fait, être séparés de 

manière efficace en raison de la couche de polarisation formée. La filtration frontale est une 

méthode efficace de séparation, cependant la concentration « élevée » en bactéries (2 g.l-1) 

ĐoŶduit à uŶ Đolŵatage ƌapide du filtƌe. L’utilisatioŶ de teƌƌe de diatoŵĠe est uŶe ŵĠthode Ƌui 

peƌŵet d’ĠliŵiŶeƌ de ŵaŶiğƌe effiĐaĐe les Đellules du ŵilieu, elle est donc la méthode sélectionnée. 

Les études présentées dans cette partie ont permis de choisir une méthode de séparation des 

Đellules du ŵilieu. Les Ġtudes d’optiŵisatioŶ devƌoŶt ġtƌe ƌĠalisĠes ultĠƌieuƌeŵeŶt. 

4.2.3 Purification de l’AH  

La purificatioŶ de l’AH est pƌiŶĐipaleŵeŶt ƌĠalisĠe paƌ des ŵĠthodes de sĠpaƌatioŶ ŵeŵďƌaŶaiƌe et 

par précipitation. Elle est ensuite complétée par une méthode d’adsoƌptioŶ suƌ ĐhaƌďoŶ aĐtif. Les 

méthodes de précipitation sont des méthodes qui mettent en jeu des solvants organiques ou des sels 

d’aŵŵoŶiuŵ. AfiŶ d’oďteŶiƌ uŶ haut degré de pureté, des précipitations successives sont souvent 

ƌeƋuises. De plus, daŶs le Đas de la pƌĠĐipitatioŶ de l’AH auǆ sels d’aŵŵoŶiuŵ, l’ĠliŵiŶatioŶ de Đes 

sels après précipitation est nécessaire (souvent réalisée par des techniques membranaires). La 

précipitation en solvant organique, quant à elle, est très consommatrice en solvant et nécessite la 

ŵise eŶ plaĐe de pƌoĐĠdĠs de ƌeĐǇĐlage. L’ultƌafiltƌatioŶ peƌŵet de s’affƌaŶĐhiƌ des ĐoŶtƌaiŶtes liées à 

la précipitation. Elle est uŶe ŵĠthode de puƌifiĐatioŶ douĐe et effiĐaĐe Ƌui peƌŵet d’oďteŶiƌ uŶe 

gƌaŶde puƌetĠ eŶ utilisaŶt l’eau Đoŵŵe seul solǀaŶt. Elle est doŶĐ la ŵĠthode Đhoisie daŶs le Đadƌe 
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de cette étude. Les contaminants résiduels seront par la suite identifiés et une élimination ciblée par 

adsorption sur charbon actif sera alors envisagée.   

4.2.3.1 Purification de l’AH par ultrafiltration  

L’oďjeĐtif de Đette paƌtie est la puƌifiĐatioŶ d’AH de grandes tailles. Dans un premier temps, il est 

iŵpoƌtaŶt de dĠfiŶiƌ daŶs Ƌuelle ŵesuƌe les diffĠƌeŶtes tailles d’AH, au seiŶ d’uŶ ĠĐhaŶtilloŶ, 

peuvent être séparées. Cela conditionne, en partie, le choix des membranes de séparation. Dans un 

deuxième temps, les conditions opératoires (PTM, ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ AH, dĠďit d’aliŵeŶtatioŶ, etĐ.Ϳ à 

maintenir en diafiltration doivent être caractérisées afin de garantir les meilleures performances de 

séparation. Pour finir, Les critères de performances en diafiltration (rendement, pureté et 

productivité), aux conditions opératoires fixées, sont étudiés. 

 Etude de l’iŵpaĐt du seuil de Đoupuƌe et des ĐoŶditioŶs phǇsiĐo-chimique sur 

sélectivité de taille en ultrafiltration  

L’AH eŶ fiŶ de Đultuƌe peut pƌĠseŶteƌ, au seiŶ d’uŶ ŵġŵe ĠĐhaŶtilloŶ, plusieuƌs tailles d’AH. Cette 

Ġtude se ĐoŶĐeŶtƌe suƌ la ƌĠteŶtioŶ des ŵolĠĐules de gƌaŶde taille et l’ĠliŵiŶatioŶ des petites tailles. 

AiŶsi, uŶ ŵĠlaŶge de deuǆ tailles d’AH eŶ pƌopoƌtioŶ Ġgale a ĠtĠ sĠpaƌĠ ;ϳϬ kDa et Ϯ MDaͿ.  L’Ġtude 

de la sélectivité de taille se divise en deux parties :  

 uŶe Ġtude de la sĠleĐtiǀitĠ des ŵeŵďƌaŶes d’ultƌafiltƌatioŶ. Deuǆ seuils de Đoupuƌe oŶt ĠtĠ 

sélectionnés: 100 kDa et 1 MDa.  

 uŶe Ġtude de l’iŵpaĐt de la Đhaƌge de l’AH et de l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt ioŶiƋue sur la sélectivité. ^ 

 

o Influence du seuil de coupure sur la sélectivité de taille  

Le ŵĠlaŶge d’AH ;Ϯ MDa et ϳϬ kDaͿ à Ϭ,ϱ g.l-1 en eau osmosée est ultrafiltré sur des membranes de 

100 kDa et 1 MDa. La Figure 44 A ŵoŶtƌe les Đhƌoŵatogƌaŵŵes du ŵĠlaŶge d’AH. Deuǆ piĐs d’AH 

sont observés en réfractométrie (Figure 44 AͿ. Les tailles d’AH, eŶ tous poiŶts du Đhƌoŵatogƌaŵŵe 

de la CES, sont déterminées par diffusion de la lumière (Figure 44B). Le débit de perméat, la 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶ aiŶsi Ƌue les tailles d’AH daŶs le ƌĠteŶtat et le peƌŵĠat oŶt ĠtĠ ŵesuƌĠs jusƋu’à uŶ 

facteur de concentration volumique (FCV) de 3.  
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Figure 44. Chromatogramme de CES/Multi-détection d'un mélange d'AH 2 MDa et 70 KDa. 

(A) Chromatogramme de CES/Réfractométrie. (B) les tailles d'AH déterminées par diffusion 

de la lumière à 7 °C. 

La Figure 46A pƌĠseŶte l’ĠǀolutioŶ de la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ AH daŶs le ƌĠteŶtat et le peƌŵĠat pouƌ les 

deuǆ ŵeŵďƌaŶes d’UF ;ϭϬϬ kDa et ϭ MDaͿ. DaŶs les deuǆ Đas, la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ daŶs le ƌĠteŶtat 

augmente de manière proportionnelle au nombre de FCV. La concentration dans le perméat pour la 

membrane de 100 kDa est extrêmement faible (0,02 g.l-1 en moyenne) alors que pour la membrane 

de 1 MDa cette concentration est plus élevée (0,3 g.l-1 en moyenne). Ceci indique que la membrane 

de ϭ MDa, iŵpliƋue uŶe tƌaŶsŵissioŶ d’AH plus iŵpoƌtaŶte Ƌue la ŵeŵďƌaŶe de ϭϬϬ kDa. EŶ 

ĐoŶsĠƋueŶĐe, le tauǆ de ƌĠteŶtioŶ de l’AH est plus ĠleǀĠ pouƌ la ŵeŵďƌaŶe de ϭϬϬ kDa que pour 

celle de 1 MDa. Avec une membrane de 100 kDa, la rétention semble constaŶte, à ϭ, aloƌs Ƌu’elle 

augmente pour la membrane de 100 kDa de 0,40 à 0,90 (Figure 46 B). Les Figure 46 C et D montrent 

l’ĠǀolutioŶ des fluǆ de peƌŵĠat au Đouƌs de l’ultƌafiltƌatioŶ. Pouƌ la ŵeŵďƌaŶe de ϭϬϬ kDa, le fluǆ est 

quasi constant alors que pour la membrane de 1 MDa, le flux de perméat diminue rapidement. Le 

fluǆ peut ġtƌe ĐoƌƌĠlĠ auǆ tauǆ de ƌĠteŶtioŶ de l’AH. L’ĠǀolutioŶ du tauǆ de ƌĠteŶtioŶ est 

ĐoŶĐoŵitaŶte à l’ĠǀolutioŶ du fluǆ. EŶ effet, la foƌŵatioŶ de la ĐouĐhe de polaƌisatioŶ Ƌui peƌŵet la 

ƌĠteŶtioŶ de l’AH augŵeŶte la ƌĠsistaŶĐe au flux. Une recirculation en début de procédé pourrait 

peƌŵettƌe de liŵiteƌ le passage de l’AH au tƌaǀeƌs de la ŵeŵďƌaŶe.  
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Figure 45. Chromatogrammes de CES/Multi-détection d'AH du rétentat et du perméat à 

FCV 3 de l'ultrafiltration du mélange d'AH 2 MDa et 70 kDa sur une membrane de 1 MDa. 

En chaque point du chromatogramme la concentration (CR, CP) et la taille (MwͿ de l’AH est 
déterminée. 

La Figure 45 ŵoŶtƌe les Đhƌoŵatogƌaŵŵes de CE“ des solutioŶs d’AH daŶs le ƌĠteŶtat et le peƌŵĠat 

d’AH à FCV ϯ du ŵĠlaŶge d’AH. Pouƌ ĐhaƋue taille, uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ AH est dĠteƌŵiŶĠe pouƌ le 

rétentat et le perméat. Celles-ci sont utilisées pour le calcul du taux de rétention. Les Figure 46 E et F 

ŵoŶtƌeŶt les tauǆ de ƌĠteŶtioŶ paƌ taille d’AH. La ƌĠteŶtioŶ de l’AH est la ŵġŵe Ƌuelle Ƌue soit la 

taille de l’AH et ideŶtiƋue au tauǆ de ƌĠteŶtioŶ ŵoǇeŶ. Ce ƌĠsultat est suƌpƌeŶaŶt. EŶ effet, uŶ 

passage des AH de petite taille (70 kDa) à travers la membrane et une rétention des tailles les plus 

élevées (2 MDaͿ soŶt atteŶdus.  La ŵolĠĐule d’AH est uŶe ŵolĠĐule liŶĠaiƌe. De Đe fait, les seuils de 

coupure annoncés même faibles peuvent autoriser le passage de la molécule dans sa longueur.  

Cependant, si les molécules de toutes les tailles peuvent traverser la meŵďƌaŶe pouƌƋuoi Ŷ’oŶt-elles 

pas toutes traversé la membrane ? Les ĐaƌaĐtĠƌistiƋues stƌuĐtuƌales de l’AH soŶt pƌoďaďleŵeŶt 

ƌespoŶsaďles de sa ƌĠteŶtioŶ. La stƌuĐtuƌe de l’AH eŶ ƌĠseau peƌŵet de foƌŵeƌ uŶe seĐoŶde 

membrane de chaînes enchevêtrées en surface de la membrane (couche de polarisation). Ce 

phénomène est principalement lié au passage tangentiel de la solution. Celui-ci, lors de la 

microfiltration, avait empêché la séparation des cellules du milieu. Dans le cas présent, elle empêche 
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la séparation des diffĠƌeŶtes tailles d’AH eŶ eau. NĠaŶŵoiŶs, la diŵiŶutioŶ des iŶteƌaĐtioŶs ioŶiƋues 

ŵajoƌitaiƌeŵeŶt ƌespoŶsaďles de la stƌuĐtuƌe de l’AH eŶ eau pouƌƌait peƌŵettƌe de faĐiliteƌ la 

séparation de tailles différentes. 

 

Figure 46. SéleĐtivitĠ de taille des ŵeŵďƌaŶes d'ultƌafiltƌatioŶ. UltƌafiltƌatioŶ d’uŶ 
ŵĠlaŶge de taille d’AH ϳϬ kDa et Ϯ MDa ;ϭ : 1) à 0,5 g.l-1 sur membrane de 100 kDa et 1 

MDa. Les concentrations en AH dans le perméat et rétentat sont présentées en A, les taux 

de rétention globaux (TR) en B, les flux (J) en C et D, et les taux de rétention (TR) par taille 

d'AH en E et F. 

o Influence de la force ionique et du pH sur la sélectivité de taille  

Les iŶteƌaĐtioŶs ioŶiƋues de l’AH aǀeĐ l’eau pouƌ foƌŵeƌ uŶe stƌuĐtuƌe tƌidiŵeŶsioŶŶelle staďle soŶt à 

l’oƌigiŶe de la foƌŵatioŶ du ƌĠseau d’AH eŶ eau ;Heatley et Scott., 1988). La réduction de ces 

interactions AH / eau en construisant un bouclier électroniƋue autouƌ de l’AH ou eŶ pƌotoŶaŶt la 

molécule, en abaissant le pH en dessous de 5, pourrait permettre de faciliter la séparation de tailles 

diffĠƌeŶtes. La foƌĐe ioŶiƋue a ĠtĠ augŵeŶtĠe paƌ l’ajout de NaCl ϭ M et la pƌotoŶatioŶ de l’AH est 

réalisée par ajustement du pH à Ϯ paƌ de l’aĐide sulfuƌiƋue. La sĠpaƌatioŶ a ĠtĠ ƌĠalisĠe suƌ uŶe 
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membrane de 1 MDa plus faǀoƌaďle à la tƌaŶsŵissioŶ de l’AH. La taille et le tauǆ de ƌĠteŶtioŶ de l’AH 

dans le rétentat et perméat ont été déterminés.  

 

Figure 47. Influence du pH (A) et de la force ionique (B) sur la sélectivité de taille en UF. 

UltƌafiltƌatioŶ, suƌ uŶe ŵeŵďƌaŶe de ϭ MDa, d’uŶe solutioŶ à Ϭ,ϱ g.l-1 d’uŶ ŵĠlaŶge d’AH 
de tailles 70 kDa et 2 MDa (1 : 1). En A, le pH de la solution a été diminué à pH 2 et, en B, la 

force ionique a été augmentée à 1 M par du NaCl. 

Les Figure 47 A et B montrent les taux de rétention à pH 2 et à 1 M de NaCl respectivement pour 

ĐhaƋue taille d’AH. Les tauǆ de ƌĠteŶtioŶ gloďauǆ soŶt ŵodifiĠs paƌ le ĐhaŶgeŵeŶt de ĐoŶditioŶs 

opératoires. Ceci indique que le changement de pH et de force ionique modifient la structure du 

ƌĠseau d’AH. CepeŶdaŶt, auĐuŶe sĠleĐtiǀitĠ de taille Ŷ’est oďseƌǀĠe, le tauǆ de ƌĠteŶtioŶ est le ŵġŵe 

quelle que soit la taille, et similaire au taux de rétention moyen. La réduction des interactions 

iŶteƌĐhaîŶes Ŷe peƌŵet pas d’oďteŶiƌ uŶe sĠpaƌatioŶ des tailles. La ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de polaƌisatioŶ 

ĐoŶstitue uŶe deuǆiğŵe ŵeŵďƌaŶe d’AH Ƌui ƌetieŶt l’AH Ƌuelle Ƌue soit sa taille.  

La sĠleĐtiǀitĠ de taille Ŷ’est doŶĐ pas eŶǀisageable par séparation membranaire. 

Les taux de rétention sont élevés quelles que soient les membranes de séparation (> 0,90). Ceci 

peƌŵet de puƌifieƌ effiĐaĐeŵeŶt l’AH eŶ diafiltƌatioŶ. Les Ġtudes suiǀaŶtes se ĐoŶĐeŶtƌeƌoŶt aloƌs suƌ 

la sélection des conditions opératoires nécessaires à la diafiltration.  

 

 SĠleĐtioŶ des ĐoŶditioŶs opĠƌatoiƌes d’ultƌafiltƌatioŶ   

Le Đhoiǆ des ĐoŶditioŶs opĠƌatoiƌes a pouƌ oďjeĐtif d’oďteŶiƌ la pƌoduĐtiǀitĠ la plus ĠleǀĠe tout eŶ 

maintenant un rendement élevé. Les conditions de séparation qui permettront un flux de perméat le 

plus ĠleǀĠ eŶ ŵaiŶteŶaŶt uŶ tauǆ de ƌĠteŶtioŶ de l’AH ŵaǆiŵal seƌoŶt ƌeteŶus. De Ŷoŵďƌeuǆ 

faĐteuƌs iŶflueŶĐeŶt le fluǆ de peƌŵĠat et la ƌĠteŶtioŶ de l’AH. Les pƌiŶĐipauǆ soŶt les suiǀaŶts : 
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 le seuil de coupure, 

 la PTM, 

 la concentration,  

 la taille d’AH, 

 le dĠďit d’aliŵeŶtatioŶ.  

Le pƌeŵieƌ Đƌitğƌe ĠtudiĠ est l’iŶflueŶĐe du dĠďit d’aliŵeŶtatioŶ suƌ les peƌfoƌŵaŶĐes de sĠpaƌatioŶ.  

o OptiŵisatioŶ du dĠďit d’aliŵeŶtatioŶ  

Le dĠďit d’aliŵeŶtatioŶ ;ou de ƌeĐiƌĐulation) a une influence majeure sur le flux de perméat. Ceci est 

dû auǆ ŵodifiĐatioŶs des ĐoŶtƌaiŶtes de ĐisailleŵeŶt Ƌui ŵodifieŶt la ĐouĐhe de polaƌisatioŶ. L’Ġtude 

de l’iŶflueŶĐe du dĠďit d’aliŵeŶtatioŶ est  ƌĠalisĠe suƌ Ƌuatƌe tailles d’AH ;ϭ,ϭ MDa, Ϯ MDa, 3 MDa et 

4 MDa) à 1 g.l-1 d’AH eŶ eau osŵosĠe. “ept dĠďits ;ϭϴ, Ϯϳ, ϯϲ, ϰϱ, ϱϰ, ϳϮ et ϵϬ ŵl.ŵŶ-1) ont été 

évalués dans les limites expérimentales. La séparation a lieu sur une membrane de 100 kDa, à 

température ambiante, à 2,5 bar de pression transmembranaire et après stabilisation du débit par 

recirculation totale pendant 30 mn.  

 

Figure 48. Influence du débit d'alimentation sur le flux de perméat (A) et le taux de 

ƌĠteŶtioŶ ;BͿ pouƌ diffĠƌeŶtes tailles d’AH. UltƌafiltƌatioŶ de solutioŶs d’AH à ϭ g.l-1 sur 

membrane de 100 kDa. Le débit et le taux de rétention sont mesurés après 30 mn de 

ƌeĐiƌĐulatioŶ à ĐhaƋue dĠďit d’aliŵeŶtatioŶ.  

Pouƌ les tailles d’AH faiďles ;< Ϯ MDaͿ, le fluǆ augŵeŶte pƌopoƌtioŶŶelleŵeŶt aǀeĐ le dĠďit 

d’aliŵeŶtatioŶ jusƋu’à se staďiliseƌ à ϳϱ µŵ.s-1 (Figure 48 A). Une même tendance est observée pour 

les gƌaŶdes tailles d’AH ;> Ϯ MDaͿ. CepeŶdaŶt, pouƌ des dĠďits d’aliŵeŶtatioŶ supĠƌieuƌs à ϰϱ ŵl.ŵŶ-

1, la pƌessioŶ d’aliŵeŶtatioŶ dĠpasse la ǀaleuƌ liŵite de tolĠƌaŶĐe de la ŵeŵďƌaŶe ;ϱ ďaƌͿ. Paƌ 

ĐoŶsĠƋueŶt, les ŵesuƌes de fluǆ Ŷ’oŶt pu ġtƌe ƌĠalisĠes. L’augŵeŶtatioŶ de la ĐoŶĐeŶtƌation en AH 

ŶĠĐessiteƌa ĠgaleŵeŶt uŶe diŵiŶutioŶ du dĠďit d’aliŵeŶtatioŶ. Les tauǆ de ƌĠteŶtioŶ soŶt ŵaiŶteŶus 
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à ϭ Ƌuel soit le dĠďit d’aliŵeŶtatioŶ ;Figure 48B). Le débit choisi est donc fixé à 36 ml.mn-1. Celui-ci 

est un compromis entre les contraintes expérimentales et les performances de séparation. 

o Sélection de la concentration et de la PTM eŶ foŶĐtioŶ de la taille d’AH 

L’iŶflueŶĐe de la PTM et de la concentration en fonction de la taille des AH sur le flux a été étudiée, à 

l’aide d’uŶ plaŶ d’eǆpĠƌieŶĐes pouƌ deuǆ seuils de Đoupuƌe ;ϭϬϬ kDa et ϭ MDaͿ. Les doŵaiŶes ĠtudiĠs 

sont les suivants : 

 PTM : 1,5 à 3,5 bar, 

 taille : 2 à 4 MDa, 

 concentration en AH : 0,5 à 1,5 g.l-1. 

Les solutioŶs d’AH sont préparées en eau osmosée. Les taux de rétention et le flux de perméat ont 

été mesurés après 30 mn de recirculation totale. La séparation est réalisée à température ambiante 

et aǀeĐ uŶ dĠďit d’aliŵeŶtatioŶ de ϯϲ ml.mn-1.  

Les tableaux 10 et 11 ƌĠsuŵeŶt l’eŶseŵďle les ƌĠsultats de l’iŶflueŶĐe de la PTM, de la taille et de la 

concentration en AH sur le flux de perméat et le taux de rétention obtenus pour les membranes de 

1 MDa et 100 KDa respectivement. 

Les coefficients de corrélation pour la modélisation du flux sont de 0,82 sur la membrane de 100 kDa 

et 0,63 pour celle de 1 MDa. Ils indiquent une assez bonne fiabilité de la modélisation pour celle 

réalisée sur la membrane de 100 kDa et modélisation de fiabilité acceptable pour la membrane de 1 

MDa.  

Les coefficients de corrélation pour la modélisation du taux de rétention sont de 0,84 sur la 

membrane de 100 kDa et 0,76 pour celle de 1 MDa. Les modèles ont une bonne fiabilité de la 

prédiction du taux de rétention. 

Les coefficients de régression des modèles et les valeurs de probabilités (p-value) sont présentés 

dans les tableaux 12 et 13. Les facteurs ayant une p-value en rouge ont une influence non 

significative.  

Les coefficients de régression des taux de rétention sont proches de zéro (Tableau 12 et Tableau 13). 

AiŶsi, la ǀaƌiatioŶ des faĐteuƌs ;PTM, ĐoŶĐeŶtƌatioŶ et taille d’AHͿ oŶt peu d’iŶflueŶĐe suƌ les tauǆ de 

rétention. Aucune cohérence entre les conditions opératoires et la variation des taux de rétention 

Ŷ’a pu ġtƌe Ġtaďlie. La faiďle ǀaƌiatioŶ des tauǆ de ƌĠteŶtioŶ eǆpĠƌiŵeŶtauǆ seŵďle ġtƌe ƌespoŶsaďle 

de l’aďseŶĐe de ĐohĠƌeŶĐe. Les tauǆ de ƌĠteŶtioŶ des ŵeŵďƌaŶes soŶt Đoŵpƌis eŶtƌe Ϭ,ϵϰ et ϭ pouƌ 
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la membrane de 100 kDa et entre 0,92 et 0,99 pour la membrane de 1 MDa (Figure 49). La 

ƌeĐiƌĐulatioŶ eŶ dĠďut d’UF peƌŵet d’oďteŶiƌ uŶe ƌĠteŶtioŶ ŵaǆiŵale de l’AH Ƌuelles Ƌue soieŶt les 

conditioŶs opĠƌatoiƌes. La ƌĠteŶtioŶ de l’AH est seŶsiďleŵeŶt ŵeilleure avec la membrane de 

100 kDa.  

Tableau 10. PlaŶ d’eǆpĠƌieŶĐes ;plaŶ ĐoŵpletͿ de l’Ġtude de l’iŶflueŶĐe de la PTM et de la 
concentration sur le taux de rétention et le fluǆ de peƌŵĠat eŶ foŶĐtioŶ de la taille d’AH, 
eŶ ultƌafiltƌatioŶ suƌ ŵeŵďƌaŶe de ϭ MDa. L’AH est dissous daŶs de l’eau osŵosĠe. 

 PTM 

(bar) 

Taille 

(MDa) 

Concentration 

en AH  (g.l-1)  

J (µm.s-1) Taux de 

rétention 

 X1 X2 X3 Y1 Y2 

1 1,5 2 0,5 32 0,92 

2 2,5 2 0,5 26 0,95 

3 3,5 2 0,5 45 0,97 

4 1,5 3 0,5 48 0,95 

5 2,5 3 0,5 47 0,98 

6 3,5 3 0,5 56 0,93 

7 1,5 4 0,5 45 0,93 

8 2,5 4 0,5 60 0,98 

9 3,5 4 0,5 43 0,87 

10 1,5 2 1 26 0,94 

11 2,5 2 1 24 0,97 

12 3,5 2 1 35 0,98 

13 1,5 3 1 27 0,99 

14 2,5 3 1 40 0,99 

15 3,5 3 1 43 0,97 

16 1,5 4 1 25 0,98 

17 2,5 4 1 45 0,98 

18 3,5 4 1 30 0,96 

19 1,5 2 1,5 19 0,95 

20 2,5 2 1,5 23 0,98 

21 3,5 2 1,5 32 0,99 

22 1,5 3 1,5 16 0,99 

23 2,5 3 1,5 25 0,99 

24 3,5 3 1,5 37 0,98 

25 1,5 4 1,5 21 0,97 

26 2,5 4 1,5 35 0,99 

27 3,5 4 1,5 20 0,97 

28 2,5 3 1 42 0,99 
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Tableau 11. PlaŶ d’eǆpĠƌieŶĐes ;plaŶ ĐoŵpletͿ de l’Ġtude de l’iŶflueŶĐe de la PTM et de la 
concentration en AH sur le taux de rétention et le flux de perméat en fonction de la taille, 

eŶ ultƌafiltƌatioŶ suƌ ŵeŵďƌaŶe de ϭϬϬ kDa. L’AH est dissous daŶs de l’eau osŵosĠe. 

 PTM (bar) Taille (MDa) Concentration 

en AH (g.l-1) 

J (µm.s-1) Taux de 

rétention 

 X1 X2 X3 Y1 Y2 

1 1,5 2 0,5 49 1 

2 2,5 2 0,5 49 1 

3 3,5 2 0,5 60 0,96 

4 1,5 3 0,5 47 1 

5 2,5 3 0,5 50 0,98 

6 3,5 3 0,5 60 0,94 

7 1,5 4 0,5 57 0,99 

8 2,5 4 0,5 65 0,94 

9 3,5 4 0,5 67 0,95 

10 1,5 2 1 43 1 

11 2,5 2 1 40 1 

12 3,5 2 1 52 0,96 

13 1,5 3 1 33 0,99 

14 2,5 3 1 50 0,97 

15 3,5 3 1 53 0,95 

16 1,5 4 1 41 0,98 

17 2,5 4 1 59 0,97 

18 3,5 4 1 60 0,95 

19 1,5 2 1,5 27 1 

20 2,5 2 1,5 27 1 

21 3,5 2 1,5 39 0,99 

22 1,5 3 1,5 16 0,99 

23 2,5 3 1,5 40 0,99 

24 3,5 3 1,5 37 0,97 

25 1,5 4 1,5 19 0,99 

26 2,5 4 1,5 47 0,97 

27 3,5 4 1,5 42 0,97 

28 2,5 3 1 50 0,97 
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Tableau 12. Coefficients de régression et valeurs de probabilité (p-value) de la 

modélisation, par un polynôme du second degré, du flux de perméat et du taux de 

rétention en l'ultrafiltration de l'AH sur membrane 1 MDa en fonction de la PTM et de la 

concentration à diffĠƌeŶtes tailles d’AH. 

 Taux de rétention J (µm.s-1) 

 Coefficient P-value Coefficient P-value 

Constant 1,00 0,000 1,58 0,000 

X1 0,00 1 0,07 0,006 

X2 -0,00 0,780 0,04 0,079 

X3 0,02 0,000 -0,13 0,000 

X1* X1 -0,01 0,005 -2,11 0,260 

X2* X2 -0,01 0,038 -3,61 0,061 

X3* X3 -0,01 0,051 0,914 0,620 

X1*X2 -0,02 0,002 -0,04 0,151 

X1*X3 0,01 0,310 0,03 0,244 

X2*X3 0,06 0,239 -0,04 0,152 

 

 

 

Tableau 13. Coefficients de régression et valeurs de probabilité (p-value) de la 

modélisation, par un polynôme du second degré, du flux de perméat et du taux de 

rétention en l'ultrafiltration de l'AH sur membrane 100 kDa en fonction de la PTM et de la 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶ à diffĠƌeŶtes tailles d’AH. 

 Taux de rétention J (µm.s-1) 

 Coefficient P-value Coefficient P-value 

Constant 0,97 0,000 48,04 0 ,000 

X1 -0,01 0,000 6,24 0,000 

X2 -0,01 0,000 3,20 0,000 

X3 0,00 0,013 -9,57 0,000 

X1* X1 -0,00 0,536 -2,12 0,141 

X2* X2 0,00 0,308 2,18 0,130 

X3* X3 0 ,00 0,162 -2,51 0,0843 

X1*X2 0,00 1,000 1,12 0,279 

X1*X3 0,01 0,013 1,25 0,227 

X2*X3 0,00 0,548 -0,89 0,386 
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Figure 49. Influence de la PTM et de la concentration en AH en fonction de la taille sur le 

taux de rétention de l'AH sur membrane de 100 kDa (A) et 1 MDa (B). Les concentrations 

d’AH soŶt ŵesuƌĠes apƌğs ϯϬ ŵŶ de ƌeĐiƌĐulatioŶ totale. La ŵodĠlisatioŶ est ƌĠalisĠe à 
paƌtiƌ d’uŶ polǇŶôŵe du seĐoŶd degƌĠ paƌ le logiĐiel Modde.9. 
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La Figure 50 ŵoŶtƌe l’ĠǀolutioŶ du fluǆ de peƌŵĠat eŶ foŶĐtioŶ de la PTM, de la taille et de la 

concentration pour une séparation sur une membrane de 100 kDa (A) et de 1 MDa (B).  

Pour les deux membranes, les profils d’ĠǀolutioŶ du fluǆ de peƌŵĠat soŶt les ŵġŵes et auĐuŶe 

iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe les faĐteuƌs Ŷ’a ĠtĠ oďseƌǀĠe ;p-value > 0,1). Plus la PTM est élevée, plus le flux de 

peƌŵĠat est iŵpoƌtaŶt. EŶ effet, plus la diffĠƌeŶĐe de pƌessioŶ est iŵpoƌtaŶte de paƌt et d’autre de la 

membrane, plus le flux est important selon la loi de Darcy. Les membranes supportent une PTM de 

3 bar au maximum ; il seƌa doŶĐ Đhoisi uŶe PTM de Ϯ,ϱ ďaƌ afiŶ de pƌĠseƌǀeƌ au ŵieuǆ l’iŶtĠgƌitĠ des 

membranes. 

Moins la concentration en AH est élevée, plus le flux de perméat est élevé. La concentration en AH 

daŶs le ƌĠteŶtat ĐoŶduit à l’augŵeŶtatioŶ de la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ daŶs la ĐouĐhe de polaƌisatioŶ Đe Ƌui 

augmente la résistance au flux de perméat. La concentration en AH qui sera de préférence utilisée 

est de 1 g.l-1 afin de ne pas trop diluer les solutions ce qui peut poser un problème à grande échelle.  

La taille présente un effet mineur sur la séparation. Cependant plus la taille est importante, plus le 

fluǆ est iŵpoƌtaŶt. Les ĐhaîŶes d’AH de gƌaŶde taille peuvent former un réseau plus lâche dans la 

couche de polarisation que les molécules de plus petite taille, du fait de leur encombrement stérique 

plus iŵpoƌtaŶt. CepeŶdaŶt, Đe paƌaŵğtƌe Ŷ’est pas à Đhoisiƌ ŵais il est iŵposĠ paƌ la Đultuƌe 

bactérieŶŶe. UŶe lĠgğƌe ǀaƌiatioŶ du fluǆ peut aloƌs ġtƌe atteŶdue seloŶ les tailles d’AH.   

Le dĠďit de peƌŵĠat est plus iŵpoƌtaŶt aǀeĐ la ŵeŵďƌaŶe de ϭϬϬ kDa Ƌu’aǀeĐ la ŵeŵďƌaŶe de 

1 MDa. CeĐi seŵďle dû auǆ pƌopƌiĠtĠs pƌopƌes d’ĠĐouleŵeŶt des ŵeŵďƌaŶes Đaƌ les valeurs de 

résistance membranaire en eau des deux membranes sont de 83,6 bar.mn.ml-1 pour la membrane de 

1 MDa et de 47,7 bar.mn.ml-1 pour la membrane de 100 kDa.  

La membrane de 100 kDa présente les meilleures rétentions et productivité, elle sera donc choisie 

pouƌ la sĠpaƌatioŶ de l’AH paƌ UF. 

Les équations de modélisation du flux en fonction de la PTM (X1), la concentration (X2) et la taille 

d’AH ;X3) pour la membrane de 100 kDa (équation 37) et 1 MDa (équation  38) sont présentées ci-

après : 

Y = 6,24 X1 + 3,20 X2 - 9,57 X3 + 48,04                                   (Equation 37) 

Y = 0,07 X1 + 0,04 X2  -0,13 X3 + 1,58                                    (Equation 38) 
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Figure 50. Influence de la PTM et de la concentration en AH en fonction de la taille sur le 

flux de perméat sur membrane de 100 kDa (A) et de 1 MDa (B). Le flux de perméat est 

ŵesuƌĠ apƌğs ϯϬ ŵŶ de ƌeĐiƌĐulatioŶ totale. La ŵodĠlisatioŶ est ƌĠalisĠe à paƌtiƌ d’uŶ 
polynôme du second degré par le logiciel Modde.9. 
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Figure 51. RĠĐapitulatif des ĐoŶditioŶs opĠƌatoiƌes peƌŵettaŶt d’aŵĠlioƌeƌ la ƌĠteŶtioŶ de 
l’AH et le fluǆ de peƌŵĠat d'ultƌafiltƌatioŶ. 

 

La sĠleĐtivitĠ de taille paƌ sĠpaƌatioŶ ŵeŵďƌaŶaiƌe Ŷ’est pas eŶvisageaďle. EŶ ƌevaŶĐhe, la 

puƌifiĐatioŶ de l’AH paƌ diafiltƌatioŶ est uŶ Đhoiǆ judiĐieuǆ. 

L’Ġtude des paƌaŵğtƌes opĠƌatoiƌes de l’ultƌafiltƌatioŶ a permis de mettre en avant les conditions 

peƌŵettaŶt l’oďteŶtioŶ du meilleur flux de perméat et taux de rétention possible. Les conditions 

retenues sont les suivantes : 

 dĠďit d’aliŵeŶtatioŶ : 36 ml.mn-1 

 PTM : 2,5 bar 

 seuil de coupure : 100 kDa 

 concentration en AH : 1 g.l-1 

 ƌeĐiƌĐulatioŶ totale de ϯϬ ŵŶ eŶ dĠďut d’UF. 
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 Prédiction des performances de purification par diafiltration  

 

Article : A complete study of Hyaluronic acid purification by diafiltration 

 

Nadia Oueslati, Pierrick Leblanc, Alice Bodin, Christelle Harscoat-Schiavo, Emmanuel Rondags, 

Stéphane Meunier,  Romain Kapel and Ivan Marc 

 

Keys words: Hyaluronic acid, diafiltration, tangential filtration, modeling, purification. 

 

 

 

Abstract 

The performances of hyaluronic acid (HA) purification (yield, purity, permeate flow rate and 

productivity) in a semi-synthetic medium composed of salts, proteins/peptides by diafiltration 

through a 100 kDa PES membrane were studied over 10 diavolumes (DV). The HA purity went from 3 

% to almost 100 % with a yield in the retentate close to 100 % at the end of the process. The 

permeate flow rate showed a peculiar trend due to the influence of charged microsolutes. Such a 

behavior has never been observed to our knowledge. On the basis the mass balance equation in DF 

and correlations that link the conductivity in the retentate compartment to mass transport terms 

associated to permeate flux equations, a simple methodology for predicting the evolution of HA 

yield, purity and productivity was proposed. This methodology was validated with a Streptococcus 

zooepidemicus culture medium. Differences between calculated and experimental values never 

exceeded 10 %. 
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o Introduction  

Hyaluronic acid (HA) is a linear and unbranched mucopolysaccharide widespread in human soft 

tissues. Its ďaĐkďoŶe is Đoŵposed of β;ϭ-3) linked N-acetylglucosamine and glucuronic acid and 

disaĐĐhaƌide uŶits aƌe liŶked ďǇ β;ϭ-4) glycoside bonds. HA has various physical functions including 

lubrication, water homeostasis, filtering effects and regulation of plasma protein distribution (Fraser, 

Laurent, et Laurent 1997). HA is biocompatible, non-immunogenic and thus suitable for biomedical 

or cosmetic applications (Kogan et al., 2007; Chen et al., 2008).  The worldwide demand of HA in 

these industrial areas goes increasing for around a decade.  

Historically, HA was obtained by extraction from rooster combs. This process was time and cost 

consuming and induced high risk of cross contaminations. Nowadays, HA are from microbial strains 

of group A or D streptococci like Streptococcus equi cultivated in controlled bioreactors (Huang et al., 

2008; Shiedlin et al., 2004; Yamada et Kawasaki, 2005). 

After the production step, HA has to be separated from cells and purified from the various molecules 

composing the complex culture medium. To do so, precipitation assisted by organic solvent (such as 

ethanol (Pires et al., 2010; Smidsrød et Haug, 1967), isopropanol (Reddy et al., 2011)) or by 

complexation adjuvants like cetylpiridiniumchloride is classically achieved (Woolcock, 1974). 

However, this requires either large amounts of organic solvents or further downstream steps to 

remove the adjuvants.  

Tangential ultrafiltration is a well-known solvent-free separation process. During this process solutes 

and water pass through an UF membrane under a transmembrane pressure given by a pump and a 

backpressure valve. The separation performances (solute of interest yield, purity and productivity) 

depend on permeate flux and solute retentions, that depend themselves on many factors 

(membrane pore size and nature, solute steric hindrance, pH, solute concentrations, permeate 

viscosity, transmembrane pressure, etc.). UF is a highly productive but poorly selective process. 

However, in the case of macrosolute (with high retention) and microsolute (with low retention) 

separation, a high macrosolute purity can be obtained in a diafiltration (DF) mode. In DF, permeate is 

collected while the retentate is recycled in the feed tank, which is also fed by fresh de-ionized water 

or buffer. After the production step in a bioreactor, HA are in complex mixtures composed of 

minerals, organic acids, aminoacids and peptides from microbial conversion of the starting culture 

medium. It was shown that HA produced by Streptococcus zooepidemicus was highly retained (> 0.9) 

by a 100 kDa membrane (Zhou et al., 2006). After 10 diavolumes, the overall HA yield was up to 77 % 

while salts and proteins were quickly eliminated (Choi et al., 2005). As a consequence, DF should be 

very interesting for HA purification due to the large difference in molecular weight between HA and 
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other components. But no complete study investigating HA separation and permeate flow rate 

during DF has ever been reported to our knowledge. 

The aim of this study was to investigate DF performances including yield, purity and productivity for 

HA purification. In the first part of the study, HA purification from a semi-synthetic mixture by DF 

using a 100 kDa membrane was monitored. The semi-synthetic mixture was developed by combining 

the media used by Patil et al., 2010, Kim et al., and Nielson et al., 2009 (Kim et al., 1996; Patil et al., 

2011; Nielsen et al., 2009). This medium was roughly composed of charged microsolutes and 

aminoacids/peptides. The evolutions of HA, charged microsolute and aminoacids/peptides 

concentrations were monitored as well as the permeate flux. From classical mass balance and 

permeate flux equations, a simple methodology for predicting DF performances is proposed. 

Eventually, this methodology was validated with a HA production medium obtained in bioreactor 

using the medium and operating conditions proposed by Lai ,2011. 

o Material and methods  

 Material 

Freeze-dried HA (2 MDa) was obtained from HLT biotechnology (Javene, France). 

Cetyltrimetylamonium bromide (CTAB), brain heart infusion (BHI), yeast extract, casein peptone, 

glucose, sodium dodecyl sulfate (SDS), NaHCO3, MnSO4 and NaC2H3O2 were purchased from Sigma 

Corporation (St-Quentin Fallavier, France). Na2HPO4, KH2PO4, NaH2PO4, K2HPO4 and NaOH were 

procured from CarloErba (Val-de-Reuil, France). MgSO4 was obtained from VWR Prolabo (Haascrode, 

Belgium) and CaCl2 from Thermo Fischer Scientific (Leicestershire, United Kingdom).  

 Diafiltration experiments 

The filtration experiments were achieved with a tangential flow filtration system Cogent µscale 

(Millipore, Molsheim, France) (Figure 52). The membrane was a planar polyethersulfone (PES) 

membrane (50 cm²) with a NMWCO of 100 kDa (Molsheim, Millipore, France). Both the 

transmembrane pressure and retentate flow rate were kept constant at 2.5 bar and 36 ml.min-1 

respectively. The separation was performed at room temperature. The feed tank (200 ml) was fed 

with fresh de-ionized water at the permeate flow rate so its volume remained constant over the 

whole separation. Two MDa HA at 1 g.l-1 in a semi-synthetic mixture (1 g.l-1MgSO4, 10 mg.l-1 MnSO4, 

2.5 g.l-1 NaHCO3, 4.5 g.l-1 NaC2H3O2, 4.5 g.l-1 KH2PO4, 7.75 g.l-1 Na2HPO4, 2.5 g.l-1 casein peptone,  7.5 

g.l-1 yeast extract, 10 mg.l-1 CaCl2) and HA produced by Streptococcus equi subsp. zooepidemicus 

Faƌƌoǁ aŶd ColliŶs ;ATCC® ϲϱϴϬ™Ϳ accordingly to Lai, 2011 (Lai 2011) were implemented. Permeate 

flow rates were measured and samples in retentate and permeate compartments were taken every 



Résultats et discussion 

121 

DOCUMENT CONFIDENTIEL 

time 1 diavolume (200 ml) passed through the membrane for HA concentration, conductivity, 

aminoacids/peptides and dry matter quantification. 

 

Figure 52. Schematic diagram of the membrane filtration system (1, 2: peristaltic pump; 3, 

4: pressure gauge; 5: magnetic agitator; 6:  valve; 7: membrane module; 8: permeate rank; 

9: water rank). 

 HA production in bioreactor 

The HA was produced by Streptococcus equi subsp. zooepidemicus Farrow and Collins (ATCC® 

6580™Ϳ. The culture medium was composed of: 0.5 g.l-1 MgSO4, 2 g.l-1 K2HPO4, 2 g.l-1 KH2PO4, 0.5 g.l-1 

(NH4)2PO4, 50 g.l-1 glucose, 10 g.l-1 tryptone and  10 g.l-1 yeast extract (Lai 2011). The microorganism 

was cultivated for about 24 h in BHI to develop the inoculum. Then, the inoculum was added to 

obtain 5.107 cells.ml-1. Fermented broths were produced in Applikon ADI 1032 stirrer controller 

(AppliKon biotechnology, Schiedam, the Nederlands) in 5 l bioreactor using a working volume of 4 l. 

The cultures were carried out for 48 h in the conditions cited by Lai et al., (2011). The cells were 

eliminated by frontal filtration. 

 Analytical methods  

- Aminoacid/ peptide quantification 

The protein concentration was determined by the BCA protein assay reagent (Thermo Fischer 

Scientific, Leicestershire, United Kingdom). 25 µl of sample were introduced into a microplate well. 

200 µl of working reagent (50 parts of BCA Reagent A with 1 part of BCA reagent B) were added and 

the plate was thoroughly mixed on a plate shaker for 30 s. Then, the plate was incubated at 37 °C for 
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30 min and the absorbance was read at 562 nm. The protein concentrations were determined thanks 

to a standard curve established between 0 to 1 g.l-1 with Bovine Serum Albumin (BSA).  

- HA characterization  

HA quantification  

 

The CTAB reagent (2.5 g) was dissolved in 100 ml of 2 % (w/v) NaOH (Oueslati et al. 2014). 50 µl of 

HA standard solutions were introduced into 96 well plates, filled with 50 µl of 0.1 M phosphate 

buffer pH 7 and which were incubated at 37 °C for 15 min in the UV-VIS spectrophotometer 

(Multiskan Go, Thermo Scientific, Gometz-le-Châtel, France). Then, 100 µl of CTM reagent at 37 °C 

were added to each well plate, incubated for 10 min at 37 °C. The plates were shaken for 10 s at the 

beginning and at the end of this incubation. Absorbance was read at 600 nm against the blank (HA 

solution replaced by 0.1 M phosphate buffer pH 7) and plotted against HA concentrations. The slope 

of the standard curve was obtained by a linear regression for HA concentration range between 0 and 

0.6 g.l-1.  

HA size determination  

 

The HA integrity was determined by gel permeation chromatography-light scattering. 50 µl of HA 

solution at 0.5 g.l-1 were injected into a GPC-LS apparatus (Malvern, Orsay, France). The GPC-LS 

apparatus was constituted of a pre-column, two columns (A6000M and A7000, Malvern) connected 

in series, a light scattering (LS) detector and a Refractive Index (RI) detector. The eluent was 

phosphate buffered saline (PBS: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4 and 2 mM KH2PO4) pH 

7.4 at a flow rate of 0.35 ml.min-1. The universal calibration was performed with PEO-19kD (Malvern). 

The Dn/Dc used to determine the HA concentration was 0.147 ml.g-1 (experimentally determined 

value). 

- Charged microsolutes quantification 

Semi-synthetic medium and production medium containing HA can be roughly divided into 3 

fractions: a fƌaĐtioŶ of Đhaƌged ŵiĐƌosolutes ;ŵiŶeƌals, ŵetaďolites etĐ…Ϳ, a fraction composed of HA 

and a third fraction containing aminoacids/peptides. As a consequence, for every sample, the 

charged solute fraction was quantified from the dry matter, HA and aminoacids/peptides as follows 

(equation 39): 

    (Equation 39) 

 



Résultats et discussion 

123 

DOCUMENT CONFIDENTIEL 

The dry matter was obtained by 48 h desiccation in drying oven at 105 °C of 5 ml solutions. The 

aminoacids /peptides and HA were determined as presented above.  

o Results and discussion 

 Purification of HA in a semi-synthetic medium 

- Evolution of solutes concentration in the course of DF 

The purification of 2 MDa HA at 1 g.l-1 included in a semi-synthetic medium with a composition close 

to a medium obtained at the end of a production step in a bioreactor was studied. The media 

contained minerals, peptone, yeast extract mainly. The overall solute composition was divided into 

three categories: HA (macrosolute), charged microsolutes (mainly minerals/salts) and 

aminoacids/peptides (protein microsolutes). Figure 53 shows the evolution of their relative 

concentrations (C/C0) in the feed tank in the course of DF (using a 100 kDa membrane at 2.5 bar of 

TMP). 

 

 

Figure 53.  Relative concentration of 2 MDa HA, aminoacids/peptides and minerals in the 

course of DF (100 kDa PES membrane at 2.5 bar of TMP). Vw/V0 corresponds to the number 

of diavolume that passed through the membrane. HA, aminoacids/peptides and minerals 

relative concentrations were calculated from CTM, BCA and conductivity analysis 

respectively. The theoretical relative concentrations are presented in dotted line.  
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C/C0 of aminoacids/peptides and charged microsolutes decrease drastically during the four first 

diavolumes while HA remains nearly constant in the retentate, mainly. This clearly indicates a high 

retention (R) of HA and a low R of proteins and minerals. The mass balance equation in the feed 

compartment (Equation 40) given below was used to calculate HA, charged and amino-acids 

microsolute R values (least-squares method):  

                         (Equation 40) 

C is the solute concentration in feed tank (g.l-1), C0, the initial solute concentration, Vw the volume of 

water added to the feed tank (m3), V0 the initial feed tank volume (m3) and R the retention. Vw/V0 

corresponds to the number of diavolumes that passed through the membrane. 

RHA, Rprotein microsolutes and Rminerals microsolutes were 0.99, 0.34 and 0.33 respectively. RHA high value was not 

surprising considering the large difference between membrane cut-off (100 kDa) and HA molar 

weight (2 MDa). This is in good accordance with retention value of 1.5 MDa (> 0.9) observed by other 

authors with a 100 kDa membrane at the same TMP (Zhou et al., 2006). Aminoacids/peptides and 

charged microsolute retentions were higher than expected. Minerals and aminoacids are both 

charged solutes and at pH 7, HA carboxylic groups are also charged. So, it can be assumed that the 

relatively high retention value of these solutes is due to electrostatic interactions with HA either in 

the bulk or at the polarization layer. Such interactions between minerals and salts have already been 

clearly shown (Mo et al., 1999). Nevertheless, even with a retention value around 0.3, 

aminoacids/peptides and the charged microsoluteswere satisfactorily eliminated by diafiltration.  

- Evolution of HA yield and purity in the course of DF 

Yield and purity are two important performance criteria for the evaluation of a separation process. 

The evolution of HA yield and purity in the feed tank during DF are presented in Figure 54. A slight 

loss of HA, that reached 20 % after 10 diavolumes was observed, which is consistent with the high HA 

retention. The purity went increasing quickly up to 6 diavolumes near 102 % (+/- 3 %) and got stable 

beyond. At this point of DF, HA yield was higher than 92 % (+/- 6 %). Then, as expected, DF in these 

conditions was particularly efficient for HA purification. 

The yield () of a solute is simply given by the ratio C/C0. Considering Eq. 41, HA yield only depends 

on its retention and it can be written as follows (eq. 27): 

                                                    (Equation 27) 

The purity (P) of a solute is the ratio C/Ci (I being the i component in the feed tank mixture). Thus, P 

can be expressed as follows (equation 41): 
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                                                               (Equation 41) 

With C0i the initial solute concentration, Ri the solute retention and C0HA the initial HA concentration. 

Beside HA, the other components are charged microsolutes and aminoacids/peptides. HA purity can 

be calculated at any diavolume from their initial concentration and retention. Experimental HA yield 

and purity as a function of diavolume were compared to calculated values using equation 27 and 41 

with retention and initial concentrations shown in Table 14 (Figure 54).  

 

Table 14. Initial concentration (C0) and retention (R) of each component group of the mixture. R is 

calculated from experimental data. HA and aminoacids initial concentrations were from CTM, and 

BCA assays respectively. Charged microsolutes are deduced by difference with dry matter 

concentration. 

 

 C0 (g.L-1) R (-) 

Aminoacids/peptides 1.57 0.34 

Charged microsolutes 17.07 0.33 

Hyaluronic acid 1.07 0.99 

 

 

Interestingly, the calculated and experimental values are similar for both performance criteria. 

Relative errors for HA yield and purity did not exceed 7 % and 18 % respectively. Calculated purities 

were slightly lower than experimental ones but at the end of the process, experimental values were 

above 100 % indicating a probable overestimation of HA concentration by CTM. This result indicates 

that the prediction of DF performances might be calculated for any culture condition and starting 

culture medium by a simple estimation of retention and assay of initial concentrations of HA, 

aminoacids/peptides and dry matter.  
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Figure 54. Yield and purity in diafiltration process versus VW/VO (number of diavolumes). 

Theoretical and experimental yields and purities are presented in A and B respectively. 

- Permeate flow rate and productivity  

The third separation process performance criterion is the productivity that corresponds to the mass 

of HA at a given purity over the membrane area (A) and the corresponding DF duration (tDF) 

(equation 42): 

                                       (Equation 42) 

The permeate flux changes throughout the DF time course. As a consequence, tDF is expressed as 

(equation 43): 

                                                                   (Equation 43) 
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With Jp the permeate flux (flow rate Qp over membrane area ratio). 

The permeate flux in the course of DF increases up to 8 diavolumes and gets stabilized beyond 

(Figure 55). This evolution is rather unusual for macromolecules/microsolutes separation. Indeed, 

according to Yee et al (2009), the permeate flux rate should remain constant and then start decrease 

when fouling takes place (Yee et al., 2009). In our case, microsolutes (minerals and 

aminoacids/peptides) have relatively high retention values. As a consequence, they participate to the 

polarization layer and their decreasing concentration during the process might result in an increase 

in the permeate flux. However, the gain observed in the course of the DF (from 14.9 m.s-1 to 

37.5m.s-1, i.e x 2.5) seems too high to be only explained this way.  

Salts are known to influence the HA structure by shielding electrostatic repulsion of carboxyl groups 

in HA molecules and reducing the dimension of the molecule coils (Mo et al., 1999). Thus, the 

modification of the mixture composition in minerals during DF might cause a structural change of HA 

also impacting the permeate flux. DF of HA in deionized water and in a solution containing only the 

mineral part of the semi synthetic medium were achieved to check this hypothesis. Figure 55 clearly 

shows that the permeate flux of HA in deionized water was stable during the operation, which is the 

classical behavior when macrosolutes are implemented.  On the contrary, when HA was diafiltered 

with the mineral fraction of semi-synthetic medium, the flux went increasing. This clearly confirmed 

the impact of minerals or salts on the unusual flux evolution, probably through a modification of HA 

conformation that changed the polarization layer properties. 

 

Figure 55. Permeate flow rate of HA in the time course of DF. 1 g.l-1 HA was introduced in 

semi synthetic, mineral media or water. The DF conditions were constant during the DF 

process (2.5 bar TMP, 36 ml.min-1 feed rate and room temperature).  
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The permeate flux of 2 MDa HA at concentration ranging from 0.5 to 1.5 g.l-1 does not increase with 

transmembrane pressures higher than 2,5 bar (data not shown), the HA retention is close to 1 and 

we neglect the influence of microsolutes on the polarization layer. As a consequence, the limit flux 

(equation 19) can be integrated to Eq.6 and 5 for productivity calculations.  

                                                        (Equation 19) 

Where Cw is the macrosolute concentration at the membrane surface, k a mass transfer coefficient 

and Cp the macrosolute concentration in at the permeate outlet (which can be neglected in the case 

of high retention).  

The influence of minerals on Cw and k values was investigated by measuring permeate fluxes at 

different HA concentrations (0.5, 1 and 1.5 g.l-1) and charged microsolute concentrations (0 g.l-1 to 

17.07 g.l-1, corresponding to conductivities ranging from 0.09 to 16.78 mS.cm-1, Fig. 5A). Cw and k 

values were calculated by regression (using equation 7) and plotted versus the conductivity (Figure 

56B and 56C).  
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Figure 56. A- Effect of the conductivity (due to charged microsolutes) on the permeate flux. 

B and C- The transfer coefficient k and the HA wall concentration CW as a function of the 

conductivity. Coefficient values were calculated by regression from the permeate flux 

experiments measured at different HA concentrations and conductivities. Flux was 

measured after 30 min of total recirculation at 2.5 bars of PTM, 36 ml.min-1 feed rate and 

room temperature. 

k decreased largely and quickly in a conductivity range of 0 to 7.5 mS.cm-1 and then tended to 

stabilize up. At the same time, a slight increase of the Cw with the conductivity was observed.  

Polynomial models were deduced from the experimental evolutions of k and CW in order to calculate 

the permeate flux in the course of HA DF (equation 44 and 45) 

                                                                          (Equation 44) 

                                                                             (Equation 45) 
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aK, bK, aCw, bCw are the polynomial regression coefficients for k and Cw equations respectively. Their 

values are presented in Table 15. 

Table 15. Coefficients of the polynomial models of k and CW  

 a b 

k (µm.s-1) 5.4 - 0.30 

Cw (g.l-1) 82.7 0.17 

 

These two equations were combined with equation 20 to give equation 46 that gives an instant Jp for 

a known HA concentration and conductivity. 

                                              (Equation 46) 

The evolution of conductivity during DF can be calculated using equation 40 replacing concentration 

terms by conductivity since it can be reasonably assumed that the composition of solutes (mainly 

minerals/salts responsible for the overall conductivity) does not change during the operation and 

using the retention of minerals. 

The evolution of permeate flux using equation 46 and 40 revealed to be close to the experimental 

data (R²= 0.997, Figure 57A) confirming the good reliability of Jp calculation. Eventually, the process 

productivity for a given HA purity, can be calculated as follows: 

                                                 (Equation 47) 

Using Vw values necessary to get the desired purity calculated from equation 41.  
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Figure 57. Semi-synthetic medium: comparison between calculated and experimental 

permeate fluxes, JP, versus the number of diavolumes (A) and productivities versus purity 

(B) in the course of the diafiltration process.  

Figure 57B compares the theoretical and experimental productivity. The theoretical values are close 

to the experimental data. The regression coefficient (R² = 0.999) confirms the reliability of the 

predictive model.  

The modification of microsolute concentration has classically no impact on the limit permeate flux 

that only depends on the macrosolute initial concentration and the mass transport coefficients. For 

the purification of HA, this flux also depends on the charged microsolute concentrations that change 

during the operation. Such a behavior has never been observed to our knowledge. To further 

investigate the impact of this phenomenon on DF performances, productivities for given purities 

were calculated at different initial charged solute concentrations (ranging from 0 to 60 g.l-1, fig 7A) 
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and compared with what is obtained for microsolutes that would not affect the flux, i.e. aminoacids/ 

peptides, in the same concentration range (Figure 58B). Figure 58 shows that productivities are very 

poor for low purities for charged microsolutes compared to aminoacids/peptides. The discrepancies 

are more obvious at low microsolute concentrations (below 20 g.L-1). Then, the differences strongly 

decrease with increasing purity. The differences in productivity remain significant for 95 % purity 

though. For high purity values, the differences are still more marked for low microsolutes 

concentrations. The extent of the effect of microsolute concentration is more important at 

concentrations up to 20 g.l-1 probably because beyond this value, charged molecules have no further 

influence on the permeate flux.  

Indeed, considering the trends observed in Figure 56, mass transport coefficients k and 

concentrations Cw probably remain constant beyond 16.8 mS.cm-1 (over 15 g.L-1 of charged 

microsolutes). The effect is very important for low purity values since the differences in permeate 

fluxes are particularly high for low diavolume numbers (i.e. low purities). 

To summarize these results, HA yield calculation just required to know its retention and initial 

concentration. The calculation of purity was achieved by dividing the complex initial mixture into HA, 

mineral microsolutes and aminoacids / peptides microsolutes and applying mass balance equation to 

these solutes. To do that, microsolute retentions and initial concentrations were to be known. Initial 

concentrations were simply obtained from basic analysis of the starting mixture (BCA, CTM and dry 

matter weight). Retention values were deduced from concentration evolution in the course of DF but 

could be deduced from a quick preliminary UF experiment by measuring retentate and permeate 

concentrations of HA and microsolutes. The permeate flux change caused by the modification of 

minerals concentration during DF was calculated with empirical correlations linking mineral 

concentrations to mass transfer coefficients k and Cw. Taking as a whole, this eventually allowed to 

calculate the process productivity for a given HA purity. Thereby, duration, membrane area and 

water or buffer amounts necessary to reach HA desired amount and pharmacopeia requirements in 

term of purity can be simply deduced. Furthermore, these equations can be used to predict the 

influence of upstream culture media optimization on downstream performances. 
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Figure 58. Impact of the initial mineral concentration (A) and aminoacids/peptide 

concentration (B) on the productivity calculated for purities ranging 0 to 100 %. 
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 Validation with a mixture from an actual HA production 

HA was produced by S. zooepidemicus in a bioreactor from the culture medium with composition 

proposed by Lai, 2011. At the end of the upstream process, HA and microsolute initial concentrations 

were determined and their retention (R) values were measured after 30 min of permeate and 

retentate recirculation in the UF conditions (2.5 bar TMP, room temperature and 36 mL.mn-1 of 

recirculating flow rate). The initial concentrations and the retention values are presented in Table 16. 

Table 16. Initial concentrations and retention values of the microsolutes and HA contained 

in the complex HA culture medium. 

Solutes C0 (g.l-1) R (-) 

Aminoacids/peptides 0.99 0.01 

Minerals  18.46 0.05 

Hyaluronic acid 0.83 0.95 

 

HA retention (0.95) is in good agreement with the results of the literature since a similar R value was 

observed with a similar membrane in the same operating conditions (Zhou et al., 2006). However, 

this value revealed slightly lower than expected with such a difference between solute molar size (HA 

1.5 MDa) and membrane cut-off (100 kDa). The HA size and polydispersity before and after DF 

assessed by GPC-LALS were similar (1.5 MDa and polydispersity value of 1.5). Then, a small part of 

the whole HA network passed through the membrane probably under the effect of molecules 

produced by S. zooepidemicus that reduced the HA/HA cohesion. 

The retention of microsolutes was lower than observed with the semi-synthetic medium. 

Interestingly, some authors previously showed that molecules in culture medium such as 

peptidoglycan unit (charged positively) interact with HA (Goh, 1998) reducing the interactions 

(repulsion or attraction) between HA and proteins/peptides or minerals. The transmission of 

microsolutes through the membrane would then be increased, what is observed in this case. 

In any case, the yield and the purity were calculated respectively as explained above using retentions 

and initial concentrations in Table 16. The very good accordance between calculated and 

experimental data is showed in Figure 59. This clearly indicates that the methodology proposed can 

be applied to different mixture compositions. 
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Figure 59. Natural HA mixture (microbial culture): comparison of calculated and 

experimental yield (A) and purity (B) versus the number of diavolumes (VW/VO). Permeate 

flow rate and productivity. 

- Permeate flow rate and productivity 

J and the productivity for purity ranging from 10 to 100 % were calculated. As shown in Figure 60 

calculated and experimental values are very close (R2 values over 0.999). Interestingly, this indicates 

that the composition of the mixture and particularly the composition of minerals did not modify 

much the empiric relationships proposed to calculate J and Cw. As a consequence, the methodology 

gives a precise estimation of DF performances. 
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Figure 60. Comparison of the calculated and theoretical permeate flow rates versus the 

number of diavolumes (A) and productivity versus purity (B). 

o Conclusion  

The evolution of the three performance criteria related to the purification of HA from a complex 

semi-synthetic medium was studied during diafiltration step. The results showed that in the chosen 

operating conditions (chosen on the basis of literature results), the diafiltration is suitable for the HA 

purification from a complex mixture. Indeed, a purity value near 90 % can be reached after 7 

diavolumes, giving a yield higher than 90 %. The mass balance equation applied to HA, minerals and 

aminoacids/peptides fractions provided a satisfying estimation for HA yield and purity as a function 

of the water volume introduced into the feed tank.  
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The evolution of the permeate flux during DF was surprising since it increased during the first seven 

diavolumes before to get steady. The mineral fraction of the mixture revealed to be responsible for 

this unexpected behavior, most probably due to a modification of HA complex network structure. In 

this study, an empiric correlation that links the mineral fraction concentration to the mass transport 

coefficient k and wall concentration Cw was proposed. Thus, the prediction of the evolution of the 

permeate flux during DF and the calculation of the process productivity for a desired HA purity, can 

be simply obtained from these correlations, the evolution mass balance of minerals and the classical 

equation of permeate flux. To our knowledge, such a result was never reported for HA or any other 

biomolecule. This methodology for predicting the performance of HA purification during DF was 

successfully validated with a HA solution obtained by microbial culture of S. zooepidemicus using a 

standard culture medium.  

 IŶflueŶĐe de la diafiltƌatioŶ suƌ les tailles d’AH ;ĐoŵplĠŵeŶt à l’aƌtiĐleͿ 

L’AH est pƌoduit paƌ S. zooepidemicus sur le milieu complexe et les conditions opératoires de Lai 

(2011). Après ĠliŵiŶatioŶ des Đellules à l’aide de teƌƌe de diatoŵĠe, la solutioŶ d’AH a ĠtĠ diafiltƌĠe 

jusƋu’à ϭϬ diavolumes. La taille avant et après diafiltration a été mesurée et est présentée en Figure 

61. Les tailles ŵesuƌĠes aǀaŶt et apƌğs diafiltƌatioŶ se supeƌposeŶt. La diafiltƌatioŶ Ŷ’a doŶĐ pas 

d’iŶflueŶĐe suƌ la taille des AH. La taille ŵoǇeŶŶe ŵesuƌĠe est de ϭ,ϱ MDa aǀeĐ uŶe polǇdispeƌsitĠ de 

1,5. 

 

Figure 61. Influence de la diafiltration sur la taille des AH. Diafiltration à 10 diavolumes de 

l’AH à ϭ g.l-1 à température ambiante, 2,5 bar de PTM et 36 ml.mn-1 de débit 

d’aliŵeŶtatioŶ. Tailles ŵesuƌĠes paƌ CES/DiffusioŶ de la luŵiğƌe. Les distributions de taille 

avant et après diafiltration sont superposées. 
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 CoŶtƌiďutioŶ de l’aƌtiĐle 

Les deux principaux aspeĐts oƌigiŶauǆ dĠveloppĠs daŶs Đet aƌtiĐle soŶt, d’uŶe paƌt, la pƌĠdiĐtioŶ de 

la pureté en divisant le milieu de culture en deux catégories de molécules (macromolécules et 

ŵiĐƌoŵolĠĐulesͿ et d’autƌe paƌ la pƌĠdiĐtioŶ du fluǆ de peƌŵĠat eŶ utilisaŶt les ĐoƌƌĠlatioŶs de 

coefficient de transfert et de la concentration limite au niveau de la membrane. De plus, 

l’iŵpliĐatioŶ de l’Ġtat de Đhaƌge de l’AH daŶs le phĠŶoŵğŶe de tƌaŶsfeƌt a ĠtĠ dĠŵoŶtƌĠe pouƌ la 

première fois. Les résultats de toute cette démarche permettent de prédire la productivité, le 

rendement et la pureté en AH récupéré. Ceux-Đi peuveŶt ġtƌe utilisĠs afiŶ d’ageŶĐeƌ les Ġtapes du 

pƌoĐĠdĠ de puƌifiĐatioŶ au ŵieuǆ, ŵais ĠgaleŵeŶt afiŶ d’agiƌ eŶ aŵoŶt de la puƌifiĐatioŶ. De Đe 

fait, l’utilisatioŶ d’uŶ ŵilieu pauvƌe eŶ sels pouƌ la pƌoduĐtioŶ d’AH paƌ voie ŵiĐƌoďieŶŶe 

peƌŵettƌait d’augŵeŶteƌ ĐoŶsidĠƌaďleŵeŶt la pƌoduĐtivitĠ de la diafiltration.  

 Identification des contaminants résiduels en fin de diafiltration  

La diafiltƌatioŶ peƌŵet d’atteiŶdƌe le Đƌitğƌe de puƌetĠ ƌeƋuis paƌ la phaƌŵaĐopĠe euƌopĠeŶŶe. 

Cependant, certains composés du milieu sont particulièrement contrôlés. Il s’agit :  

 des chlorures : < à Ϭ,ϱ % ;g de Đhloƌuƌe pouƌ ϭϬϬ g d’AHͿ, 

 du fer : < 80 ppm pour une solution à 25 g.l-1 d’AH, 

 du plomb : < 10 ppm pour une solution à 20 g.l-1 d’AH,  

 des endotoxines bactériennes : < 0,5 UI.mg-1, 

 des acides nucléiques : < 0,5 UA pour une solution à 3 g.l-1 d’AH, 

 des protéines : < Ϭ,ϭ % ;g de pƌotĠiŶes pouƌ ϭϬϬ g d’AHͿ. 

En fin de diafiltration, ces éléments ont été recherchés afin de déterminer quel composé nécessitera 

une élimination ciblée. Deux milieux de culture, de compositions différentes, utilisés pour la culture 

de S. zooepidemicus oŶt ĠtĠ diafiltƌĠs jusƋu’à ϭϬ diaǀoluŵes ;ϰ ƌĠpliĐats paƌ ŵilieuͿ. Les Đhloƌuƌes 

sont suivis par conductivité au même titre que les autres sels du milieu au cours de la diafiltration. 

Seul le milieu I présente des chlorures (5.10-4 M). A dix diavolumes, la conductivité des solutions est 

ĠƋuiǀaleŶte à Đelle de l’AH eŶ eau ;Ϭ,ϭϯϬ µ“.Đŵ-1 pour une solution à 1 g.l-1 d’AHͿ. De Đe fait, la Ƌuasi-

totalité des sels est éliminée quel que soit le milieu. Le fer et le plomb sont quantifiés par ICP-OES 

avant la diafiltration. Les concentrations mesurées sont inférieures aux normes de la pharmacopée 

européenne (7 ppm pour le fer et 3 ppm pour le plomb pour le milieu I et 3 ppm pour le fer et 6 ppm 

pour le plomb en moyenne en initial sur le milieu II). De plus, ils sont presque totalement éliminés au 

cours de la diafiltration (0,2 ppm pour le fer et plomb en final pour les deux milieux). Contrairement 

auǆ sels, feƌ et ploŵď, les ƋuaŶtitĠs de pƌotĠiŶes et d’aĐides nucléiques à dix diavolumes dans les 
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différents milieux de culture sont supérieures aux normes de la pharmacopée européenne (Figure 

62). Les endotoxines bactériennes à caractère pyrogène sont des lipopolysaccharides, constituants 

de la paroi des bactéries à gram négatif. S. zooepidemiccus est une bactérie à gram positif. En 

ĐoŶsĠƋueŶĐe, le ŵilieu Ŷe deǀƌait pas ĐoŶteŶiƌ d’eŶdotoǆiŶes. CepeŶdaŶt, les endotoxines qui 

pouƌƌaieŶt ġtƌe ƌetƌouǀĠes soŶt souǀeŶt liĠes à l’eau utilisĠe loƌs de la diafiltƌatioŶ ou auǆ ŵatiğƌes 

premières utilisées pour la culture microbienne. La quantification des endotoxines est complexe et 

nécessite des précautions particulières au ŵoŵeŶt des essais afiŶ d’eŶ liŵiteƌ l’appoƌt eǆtĠƌieuƌ 

ŶotaŵŵeŶt eŶ utilisaŶt de l’eau, des tuďes, des ĐôŶes de pipettes apǇƌogğŶes. Tout ĐeĐi a ĐoŶduit à 

ŶĠgligeƌ l’aŶalǇse des eŶdotoǆiŶes tout au loŶg du pƌoĐĠdĠ de sĠpaƌatioŶ/puƌifiĐatioŶ des AH. 

 

Figure 62. Positionnement de la quantité de protéines (A) et des acides nucléiques (B) à dix 

diavolume par rapport à la limite des normes de la pharmacopée européenne (droite 

rouge). 

L’ĠliŵiŶatioŶ des pƌotĠiŶes et des aĐides nucléiques résiduels pourrait se faire par diafiltration en 

augmentant le nombre de diavolumes. Cependant, la consommation en eau peut être importante 

pour éliminer de faibles quantités (quelques mg.l-1Ϳ. D’autƌes ŵĠthodes de puƌifiĐatioŶ plus adaptĠes 

peuvent ġtƌe ŵises eŶ plaĐe telle l’adsoƌptioŶ suƌ ĐhaƌďoŶ aĐtif. 

4.2.3.2 Purification de l’AH par adsorption sur charbon actif  

L’Ġtude de l’adsoƌptioŶ des pƌotĠiŶes et des aĐides ŶuĐlĠiƋues est dĠĐoŵposĠe eŶ tƌois paƌties : 

 l’ĠtaďlisseŵeŶt des ĐiŶĠtiƋues d’adsoƌptioŶ afiŶ de dĠteƌŵiŶeƌ la duƌĠe d’adsoƌptioŶ 

ŶĠĐessaiƌe pouƌ atteiŶdƌe l’ĠƋuiliďƌe d’adsoƌptioŶ,  

 l’ĠtaďlisseŵeŶt des isotheƌŵes d’adsoƌptioŶ et de l’iŶflueŶĐe de la teŵpĠƌatuƌe suƌ 

l’adsoƌptioŶ afiŶ d’ideŶtifieƌ le charbon actif et la température permettant les meilleures 

peƌfoƌŵaŶĐes d’adsoƌptioŶ, 
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 l’Ġtude de l’iŶflueŶĐe du pH et de la foƌĐe ioŶiƋue suƌ l’adsoƌptioŶ afiŶ d’Ġtaďliƌ les ŵeilleuƌes 

ĐoŶditioŶs d’adsoƌptioŶ. 

L’adsoƌptioŶ des aĐides ŶuĐlĠiƋues aiŶsi Ƌue des protéines est réalisée sur deux charbons actifs : 

ENO-PC et Lϯ“ ;CeĐa AƌkeŵaͿ. Ces deuǆ ĐhaƌďoŶs se distiŶgueŶt paƌ leuƌ ŵode d’aĐtiǀatioŶ. L’ENO-

PC est activé chimiquement et le L3S est activé physiquement. 

Le ŵilieu Đoŵpleǆe utilisĠ pouƌ l’Ġtude de l’adsorption des protéines et des acides nucléiques est 

composée de : 1 g.l-1 de MgSO4, 7 H2O, 0,01 g.l-1 MnSO4, H2O, 4,5 g.l-1 NaC2H3O2, 3 H2O, 2,5 g.l-1 

NaHCO3, 1,6 g.l-1 KH2PO4, 3,7 g.l-1 Na2HPO4, 0,05 g.l-1 CaCl2, 7,5 g.l-1 d’eǆtƌait de leǀuƌe, Ϯ,ϱ g.l-1 

peptone de caséine et 1 g.l-1 AH (2 MDa). 

Quelles Ƌue soit les ĐoŶditioŶs opĠƌatoiƌes ou ŵilieuǆ ĠǀaluĠs au seiŶ de Đette Ġtude, l’AH Ŷ’est pas 

adsorbé sur les charbons actifs. 

 CiŶĠtiƋue d’adsoƌptioŶ des pƌotĠiŶes et aĐides ŶuĐlĠiƋues  

La ĐiŶĠtiƋue d’adsorption a été établie à 4 °C. Cette température permet de limiter les 

ĐoŶtaŵiŶatioŶs ŵiĐƌoďieŶŶes et, a pƌioƌi, faǀoƌise l’adsoƌptioŶ. La ĐiŶĠtiƋue d’adsoƌptioŶ peƌŵet de 

dĠteƌŵiŶeƌ la duƌĠe ŶĠĐessaiƌe à atteiŶdƌe l’ĠƋuiliďƌe d’adsoƌptioŶ. Celui-ci est atteint lorsque la 

ƋuaŶtitĠ de ŵolĠĐules Ƌui s’adsoƌďeŶt, est Ġgale à la ƋuaŶtitĠ de ŵolĠĐules Ƌui dĠsoƌďeŶt du 

ĐhaƌďoŶ. Le ŵilieu Đoŵpleǆe est utilisĠ pouƌ l’ĠtaďlisseŵeŶt de la ĐiŶĠtiƋue d’adsoƌptioŶ. ϭ g.l-1 de 

charbon actif (ENO-PC ou L3S) est ajoutée à la solutioŶ. L’adsoƌptioŶ est suiǀie peŶdaŶt ϲ h.   

 

Figure 63. CiŶĠtiƋue d’adsoƌptioŶ des aĐides ŶuĐlĠiƋue ;AͿ et des pƌotĠiŶes ;BͿ suƌ les 
charbons actifs ENO-PC et L3S. 1 g.l-1 de charbon actif est ajouté en milieu complexe. Après 

Ϯ h d’iŶĐuďatioŶ à ϰ °C le ĐhaƌďoŶ aĐtif est ĠliŵiŶĠ et la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ pƌotĠiŶes aiŶsi 
Ƌue l’aďsoƌďaŶĐe à ϮϲϬ Ŷŵ soŶt ŵesuƌĠes afiŶ de dĠteƌŵiŶeƌ l’adsoƌptioŶ. 

La Figure 63 pƌĠseŶte les ĐiŶĠtiƋues d’adsoƌptioŶ des aĐides ŶuĐlĠiƋues et des pƌotĠiŶes pouƌ les 

deuǆ tǇpes de ĐhaƌďoŶ aĐtif.  EŶ ϯϬ ŵŶ, l’ĠƋuiliďƌe d’adsoƌptioŶ est atteiŶt Ƌuel Ƌue soit le ĐhaƌďoŶ 
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aĐtif. AiŶsi, afiŶ de gaƌaŶtiƌ l’ĠƋuiliďƌe d’adsoƌptioŶ, Ƌuelles Ƌue soieŶt les ĐoŶditioŶs opĠƌatoiƌes, la 

duƌĠe d’adsoƌptioŶ est poƌtĠe à Ϯ h. 

 Isotheƌŵe d’adsoƌptioŶ des aĐides ŶuĐlĠiƋues et pƌotĠiŶes et iŶflueŶĐe de la 

teŵpĠƌatuƌe suƌ l’adsoƌptioŶ 

 

o Isotheƌŵe d’adsoƌptioŶ à ϰ°C 

Les isothermes d’adsoƌptioŶ oŶt ĠtĠ Ġtaďlies à paƌtiƌ du ŵġŵe ŵilieu Ƌue Đelui utilisĠ pouƌ 

l’ĠtaďlisseŵeŶt des isotheƌŵes d’adsoƌptioŶ. “iǆ ĐoŶĐeŶtƌatioŶs eŶ ĐhaƌďoŶ aĐtif soŶt additioŶŶĠes 

(1 g.l-1, 2,5 g.l-1, 5 g.l-1, 10 g.l-1, 15 g.l-1 et 20 g.l-1) dans le milieu compleǆe. Apƌğs Ϯ h d’iŶĐuďatioŶ à 

4 °C, le ĐhaƌďoŶ est ĠliŵiŶĠ puis les aĐides ŶuĐlĠiƋues et les pƌotĠiŶes soŶt ƋuaŶtifiĠs afiŶ d’Ġtaďliƌ 

l’isotheƌŵe d’adsoƌptioŶ. ChaƋue essai est ƌĠalisĠ eŶ triplicat. 

 

Figure 64. Isothermes d'adsorption des acides nucléiques (A) et des protéines (B) à 4 °C. Six 

quantités de charbon actif (ENO-PC et L3S) sont additionnées pour atteindre les 

concentrations de 1 g.l-1, 2,5 g.l-1, 5 g.l-1, 10 g.l-1, 15 g.l-1 et 20 g.l-1. Apƌğs Ϯ h d’iŶĐuďatioŶ à 
4 °C, le charbon est éliminé et les acides nucléiques et les protéines sont quantifiés afin 

d’Ġtaďliƌ l’isotheƌŵe d’adsoƌptioŶ. ChaƋue essai est ƌĠalisĠ eŶ tƌipliĐat. 

La Figure 64 pƌĠseŶte les isotheƌŵes d’adsoƌptioŶ à ϰ °C des aĐides ŶuĐlĠiƋues et des pƌotĠiŶes. 

L’adsoƌptioŶ des pƌotĠiŶes et des aĐides ŶuĐlĠiƋues est ŶetteŵeŶt ŵeilleuƌe suƌ le ĐhaƌďoŶ aĐtif 

ENO-PC. Cela peut s’eǆpliƋueƌ paƌ la suƌfaĐe aĐĐessiďle des ĐhaƌďoŶs aĐtifs. L’ENO-PC présente une 

suƌfaĐe ϭ,ϱ fois plus ĠleǀĠe Ƌue le Lϯ“. Les isotheƌŵes oŶt ĠtĠ ŵodĠlisĠes seloŶ l’ĠƋuatioŶ de 

Freundlich et de Langmuir. Les coefficients de corrélation et les coefficients des équations sont 

présentés dans les Tableaux 17 et 18. 
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Tableau 17. Coefficient de la modélisation de Freundlich et Langmuir de l'adsorption des 

acides nucléiques. 

 Freundlich Langmuir 

 KF n R² kL Qmax R² 

ENO-PC 1,01 3,03 0,823 2,08 1,81 0,7056 

L3S 1,01 4,35 0,891 3,38 1,57 0,7469 

 

La ŵodĠlisatioŶ des isotheƌŵes d’adsoƌptioŶ des aĐides ŶuĐlĠiƋues paƌ l’ĠƋuatioŶ de FƌeuŶdliĐh est 

meilleure que celle de Langmuir.  

Pouƌ la ŵodĠlisatioŶ de l’adsoƌptioŶ des pƌotĠiŶes, les deuǆ tǇpes de ŵodĠlisatioŶ doŶŶeŶt des 

ĐoeffiĐieŶts de ĐoƌƌĠlatioŶ siŵilaiƌes pouƌ l’ENO-PC. DaŶs Đe Đas, l’ĠƋuatioŶ de LaŶgŵuiƌ seƌa 

préférée car elle permet une meilleure caractérisation des phénomèŶes d’adsoƌptioŶ. DaŶs le Đas du 

L3S, la modélisation de Freundlich donne des meilleurs résultats que celle de Langmuir pour 

l’adsoƌptioŶ des pƌotĠiŶes. 

Tableau 18. Coefficient de la modélisation de Freundlich et Langmuir de l'adsorption des 

protéines. 

 

L’ENO-PC pƌĠseŶte des ŵeilleuƌes ĐapaĐitĠs d’adsoƌptioŶ Ƌue le Lϯ“. L’ĠƋuatioŶ de FƌeuŶdliĐh est 

utilisĠe pouƌ ĐaƌaĐtĠƌiseƌ l’adsoƌptioŶ des aĐides ŶuĐlĠiƋues et Đelle de LaŶgŵuiƌ pouƌ l’adsoƌptioŶ 

des protéines sur le charbon ENO-PC.  

o Influence de la température sur l’adsorption  

L’iŶflueŶĐe de la teŵpĠƌatuƌe suƌ l’adsoƌptioŶ des pƌotĠiŶes et des aĐides ŶuĐlĠiƋues suƌ le ĐhaƌďoŶ 

actif ENO-PC a été observée. Deux températures ont été sélectionnées 4 °C et 20 °C. Les isothermes 

d’adsoƌptioŶ oŶt ĠtĠ Ġtaďlies de la même manière que précédemment. 

 Freundlich Langmuir 

 KF n R² kL Qmax R² 

ENO-PC 0,15 0,87 0,925 0,57 0,36 0,934 

L3S 0,06 0,26 0,786 6,68 0,07 0,658 
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Figure 65. Influence de la température sur l'adsorption des acides nucléiques (A) et 

protéines (B) sur le charbon actif ENO-PC. Six quantités en charbon actif (ENO-PC et L3S) 

sont additionnées pour obtenir des concentrations de 1 g.l-1, 2,5 g.l-1, 5 g.l-1, 10 g.l-1, 15 g.l-1 

et 20 g.l-1. Apƌğs Ϯ h d’iŶĐuďatioŶ à ϰ °C, le ĐhaƌďoŶ est ĠliŵiŶĠ et les aĐides ŶuĐlĠiƋues et 
les pƌotĠiŶes soŶt ƋuaŶtifiĠs afiŶ d’Ġtaďliƌ l’isotheƌŵe d’adsoƌptioŶ.  

L’augŵeŶtatioŶ de la teŵpĠƌatuƌe dĠfaǀoƌise l’adsoƌptioŶ des aĐides ŶuĐlĠiƋues ;Figure 65A). En 

effet, l’iŶteƌaĐtioŶ des ŵolĠĐules aǀeĐ le ĐhaƌďoŶ aĐtif est faiďle. L’augŵeŶtatioŶ de la teŵpĠƌatuƌe 

peut appoƌteƌ l’ĠŶeƌgie ŶĠĐessaiƌe à la dĠsoƌptioŶ des ŵolĠĐules. EŶ ƌeǀaŶĐhe, l’adsoƌptioŶ des 

pƌotĠiŶes Ŷ’est pas affeĐtĠe paƌ Đe ŵġŵe paƌaŵğtƌe ;Figure 65B). Les interactions mises en jeux 

entre le charbon actif et les protéines semblent plus fortes que celles entre les acides nucléiques et le 

charbon actif.   

La teŵpĠƌatuƌe d’adsoƌptioŶ est fiǆĠe à ϰ °C pour garantir la fixation des protéines et des acides 

nucléiques. 

 Impact des paramètres physico-chimiques suƌ l’adsoƌptioŶ des pƌotĠiŶes et aĐides 

nucléiques  

L’adsoƌptioŶ des pƌotĠiŶes et des aĐides ŶuĐlĠiƋues ƌĠsulte de leuƌs iŶteƌaĐtioŶs ;liaisoŶs de Van der 

Waals, ioniques) avec la surface des charbons actifs. Ces interactions faibles peuvent être perturbées 

paƌ l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt ioŶiƋue. De Đe fait, l’iŵpaĐt de la foƌĐe ioŶiƋue et du pH suƌ l’adsoƌptioŶ des 

protéines et acides nucléiques a été évalué.  

Au cours du procédé de diafiltration la salinité du milieu évolue de celle du milieu complexe de 

Đultuƌe ŵiĐƌoďieŶ à Đelle de l’eau. DaŶs le Đas pƌĠseŶt, eŶ ĐoŶsidĠƌaŶt le ŵġŵe ŵilieu Đoŵpleǆe Ƌue 

précédemment, la salinité du milieu varie de 13 g.l-1 (eŶ dĠďut d’UFͿ à eŶǀiƌoŶ Ϭ g.l-1 ;eŶ fiŶ d’UFͿ. Ces 

deuǆ ǀaleuƌs de saliŶitĠ soŶt aloƌs Đhoisies pouƌ Ġǀalueƌ l’iŵpaĐt de la foƌĐe ioŶiƋue ; elles 

ĐoƌƌespoŶdeŶt à uŶe foƌĐe ioŶiƋue ƌespeĐtiǀeŵeŶt ĠleǀĠe et faiďle. L’iŶflueŶĐe du pH a ĠtĠ ĠǀaluĠe 
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pour ces deux forces ioniques. Pour cela, le pH a été abaissé à 4 ce qui permet de protoner la 

ŵolĠĐule d’AH. 

 

Figure 66. Influence des paramètres physico-chimiques sur l'adsorption des acides 

nucléiques. Le milieu de force ionique élevée est un milieu complexe contenant 13 g.l-1 de 

sels. La faible force ionique est obtenue à partir du même milieu sans les sels. Les pH des 

deux solutions sont également abaissés à pH 4. 

La foƌĐe ioŶiƋue Ŷe seŵďle aǀoiƌ Ƌu’uŶe faiďle iŶflueŶĐe suƌ l’adsoƌptioŶ des acides nucléiques 

(Figure 66). En revanche, la réduction du pH à ϰ peƌŵet d’aŵĠlioƌeƌ ĐoŶsidĠƌaďleŵeŶt l’adsoƌptioŶ 

des acides nucléiques.  

 

Figure 67. Influence des paramètres physico-chimiques sur l'adsorption des protéines. Le 

milieu de force ionique (FI) élevée est un milieu complexe contenant 13 g.l-1 de sels. La 

faible force ionique est obtenue à partir du même milieu sans les sels. Les pH, des deux 

solutions, sont également abaissés à pH 4. 
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L’augŵeŶtatioŶ de la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ sels dĠfaǀoƌise l’adsoƌptioŶ des pƌotĠiŶes ;Figure 67). Ce 

résultat est en accord avec ceux de Sekaran et al (1996). En revanche, la diminution du pH permet 

d’aŵĠlioƌeƌ l’adsoƌptioŶ des pƌotĠiŶes. Le pH ŵodifie la Đhaƌge de l’AH et des pƌotéines ce qui  peut 

permettre de mettre en avant de nouvelles interactions protéines /charbon actif.  

Afin de faǀoƌiseƌ l’adsoƌptioŶ des pƌotĠiŶes et des aĐides ŶuĐlĠiƋues, il seƌa pƌĠfĠƌaďle de se plaĐeƌ à 

faible force ionique et à pH 4.  

Les équations de Freundlich (équation 3.) et de Langmuir (équation 31) peuvent être utilisées pour 

pƌĠdiƌe l’adsoƌptioŶ des aĐides ŶuĐlĠiƋues et protéines en condition améliorée. Les coefficients des 

équations sont présentés dans le Tableau 19. Ces équations sont ensuite utilisées afin de calculer la 

quantité de charbon actif nécessaire pour atteindre  la norme de la pharmacopée européenne. 

L’assoĐiatioŶ de Đelles-ci avec les équations de la modélisation des performances de diafiltration 

permet de trouver un compromis entre la pureté/productivité de la diafiltration et la quantité de 

charbon actif à ajouter.  

Tableau 19. CoeffiĐieŶts de ĐoƌƌĠlatioŶ de l’ĠƋuatioŶ de FƌeuŶdliĐh de l’adsoƌptioŶ des 
aĐides ŶuĐlĠiƋues et de LaŶgŵuiƌ de l’adsoƌptioŶ des pƌotĠiŶes à pH ϰ et à faiďle foƌĐe 
ionique. 

 

EŶ pƌeŶaŶt l’eǆeŵple de la puƌifiĐatioŶ du ŵilieu seŵi-synthétique, la concentration en sels devient 

faible à partir de 5 volumes de diafiltration. Ainsi, le charbon actif pourrait être utilisé pour 

l’ĠliŵiŶatioŶ des aĐides ŶuĐlĠiƋues et des pƌotĠiŶes à partir de ce nombre de diavolumes. Le Tableau 

20 présente la pureté et la productivité prédite pour chaque diavolume compris entre 5 et 10 et la 

quantité de charbon actif nécessaire à éliminer les protéines et les acides nucléiques.  

 

 

 

 

 

 Acides nucléiques  Protéines 

 KF n R² kL Qmax R² 

ENO-PC 1,08 0,51 0,858 0,25 0,65 0,9593 
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Tableau 20. Tableau regroupant les caractéristiques de la diafiltration d'un milieu-semi synthétique 

et les quantités de charbon actif à ajouter afin d'éliminer les protéines et acides nucléiques 

résiduels.  

Nombre de 

diavolume 

 5 6 7 8 9 10 

Caractéristique 

de la 

diafiltration 

Productivité  

(mg.h-1.cm-2) 

1,5 1,3 1,2 1,1 1,0 0,9 

Pureté (%) 62 76 86 92 96 98 

Concentration en 

protéines (g.l-1) 

0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

Concentration en 

Sels (g.l-1) 

0,59 0,30 0,15 0,08 0,04 0,02 

Concentration en 

acide nucléique (UA) 

1,5 1,07 0,76 0,54 0,38 0,27 

Concentration 

en charbon 

actif à ajouter 

Acides nucléiques 4,2 2,9 2,0 1,3 0,8 0,5 

Protéines 6,7 0 0 0 0 0 

 Pureté après action 

CA 

64 78 87 93 96 98 

 

La ŵasse de ĐhaƌďoŶ aĐtif ĐalĐulĠ est dĠteƌŵiŶĠe afiŶ d’atteiŶdƌe uŶe aďsoƌďaŶĐe à ϮϲϬ Ŷŵ de Ϭ, ϭ 

et une concentration en protéines de 5.10-3 g.l-1 pouƌ uŶe solutioŶ d’AH à ϭ g.l-1 (normes de la 

pharmacopée divisée par deux).  

DaŶs le Đas pƌĠseŶt, la diafiltƌatioŶ doit ġtƌe pouƌsuiǀie jusƋu’à ϵ diaǀoluŵes. A Đe diaǀoluŵe, la 

pureté et la concentration en protéines requises par la pharmacopée européenne sont atteintes. 

L’ajout de ĐhaƌďoŶ aĐtif peƌŵet d’ĠliŵiŶeƌ les aĐides ŶuĐlĠiƋues. L’assoĐiatioŶ de la diafiltƌatioŶ et du 

charbon actif permet de répondre à toutes les exigences de la pharmacopée européenne. 
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En résumé  

L’adsoƌptioŶ des pƌotĠiŶes et des acides nucléiques est réalisable en 30 mn quel que soit le 

charbon actif. L’adsoƌptioŶ des aĐides ŶuĐlĠiƋues et des pƌotĠiŶes est iŶĐoŶtestaďleŵeŶt ŵeilleuƌe 

sur le charbon ENO-PC eŶ ƌaisoŶ de sa plus gƌaŶde suƌfaĐe d’ĠĐhaŶge aĐĐessiďle. L’adsoƌptioŶ 

dépend des conditions opératoires. Afin de maintenir une meilleure adsorption des acides 

ŶuĐlĠiƋues et pƌotĠiŶes suƌ l’ENO-PC, la température devra être fixée à 4 °C et le pH à 4. Une faible 

force ionique sera également préférée. La durée de la phase d’adsoƌptioŶ est fiǆĠe à Ϯ h pouƌ 

garantir l’ĠƋuiliďƌe d’adsoƌptioŶ. L’AH, Ƌuelles Ƌue soit les ĐoŶditioŶs opĠƌatoiƌes de l’adsoƌptioŶ, 

Ŷ’est pas adsoƌďĠ suƌ le ĐhaƌďoŶ aĐtif. 

4.2.4 Séchage de l’AH  

L’AH eŶ fiŶ de pƌoĐĠdĠ de puƌifiĐatioŶ doit ġtƌe staďilisĠ et ĐoŶditioŶŶĠ. Pouƌ Đela uŶe 

déshydratation de l’AH est ŶĠĐessaiƌe. L’AH est uŶe ŵolĠĐule theƌŵoseŶsiďle, l’utilisatioŶ de 

méthodes thermiques de séchage est exclue. De ce fait, deux méthodes de séchage ont été 

envisagées : la lǇophilisatioŶ et la pƌĠĐipitatioŶ de l’AH eŶ solǀaŶt oƌgaŶiƋue suiǀi d’uŶ séchage en 

Ġtuǀe. EŶ fiŶ de sĠĐhage, l’AH doit pƌĠseŶteƌ ŵoiŶs de ϮϬ % d’huŵiditĠ et un aspect de poudre 

ďlaŶĐhe ;ou ƋuasiŵeŶt ďlaŶĐheͿ ou d’agƌĠgat fiďƌeuǆ pouƌ ġtƌe ĐoŶfoƌŵe auǆ Ŷoƌŵes de la 

pharmacopée européenne. 

4.2.4.1 Concentration par précipitation en solvant organique de l’AH/Séchage  

 CoŶĐeŶtƌatioŶ de l’AH paƌ pƌĠĐipitatioŶ eŶ solvaŶt oƌgaŶiƋue   

L’AH est uŶe ŵolĠĐule tƌğs hǇdƌophile. C’est pouƌƋuoi, eŶ pƌĠseŶĐe de solǀaŶt organique, les chaînes 

d’AH se ƌegƌoupeŶt afiŶ de ŵiŶiŵiseƌ leuƌ ĐoŶtaĐt aǀeĐ le solvant organique. Les chaînes en se 

ƌegƌoupaŶt foƌŵeŶt des agƌĠgats Ƌui pƌĠĐipiteŶt. Les pƌĠĐipitĠs d’AH peuǀeŶt aloƌs ġtƌe aisĠŵeŶt 

ƌĠĐupĠƌĠs et les ƌĠsidus d’ĠthaŶol, tƌğs ǀolatils, pouƌƌoŶt ġtƌe ĠǀapoƌĠs.  

L’Ġtude de la pƌĠĐipitatioŶ de l’AH est foĐalisĠe suƌ l’optiŵisatioŶ du ƌeŶdeŵeŶt et de la puƌetĠ de 

l’AH pƌĠĐipitĠ. Les faĐteuƌs Ƌui iŶflueŶĐeŶt la pƌĠĐipitatioŶ de l’AH soŶt Ŷoŵďƌeuǆ : 

 titre en éthanol,  

 concentration en AH,  

 force ionique,  

 pH.  
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La ƋuaŶtitĠ de l’AH est souǀeŶt ajoutĠe eŵpiƌiƋueŵeŶt ;Ϯ ǀoluŵes d’ĠthaŶol pouƌ ϭ ǀoluŵe d’AHͿ Đe 

Ƌui ĐoƌƌespoŶd à ϲϬ % d’ĠthaŶol environ (J. H. Kim et al. 1996). Murata & Fukuda (2009), ont 

ĠgaleŵeŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue pouƌ pƌĠĐipiteƌ l’AH à des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs Đoŵpƌises eŶtƌe ϭϬ et ϯϬ g.l-1, les 

titres en éthanol devaieŶt ġtƌe Đoŵpƌis eŶtƌe ϰϰ et ϲϬ %. Pouƌ des gƌaŶdes tailles d’AH, les 

concentrations en AH aussi élevées ne sont pas envisageables car elles sont incompatibles avec une 

étape de concentration en UF. Les concentrations en AH peuvent être comprises entre 1 et 3 g.l-1. 

AiŶsi, pouƌ gaƌaŶtiƌ uŶe pƌĠĐipitatioŶ de l’AH, et daŶs uŶ souĐi de siŵpliĐitĠ de l’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶ, la 

ƋuaŶtitĠ d’AH ajoutĠe seƌa de deuǆ ǀoluŵes d’ĠthaŶol pouƌ uŶ ǀoluŵe d’AH soit eŶǀiƌoŶ ϲϬ % 

d’ĠthaŶol. D’autƌes solǀaŶts de pƌĠĐipitatioŶ peuǀeŶt ġtƌe utilisĠs tel l’aĐĠtoŶe ou le ŵĠthaŶol. 

L’ĠthaŶol a l’aǀaŶtage de pouǀoiƌ pƌĠĐipiteƌ des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs eŶ AH plus faiďles. 

Le titƌe eŶ ĠthaŶol ŶĠĐessaiƌe pouƌ pƌĠĐipiteƌ l’AH est de ϲϬ % ;pƌopoƌtioŶ Ϯ : 1) et les concentrations 

d’AH Đoŵpƌise entre 1 et 3 g.l-1. 

La foƌĐe ioŶiƋue et le pH soŶt deuǆ paƌaŵğtƌes Ƌui peƌŵetteŶt d’agiƌ suƌ la stƌuĐtuƌe spatiale de l’AH. 

AfiŶ d’aŵĠlioƌeƌ la pƌĠĐipitatioŶ paƌ l’ĠthaŶol, il est ŶĠĐessaiƌe d’augŵeŶteƌ les iŶteƌaĐtioŶs 

iŶteƌĐhaîŶes Đe Ƌui peƌŵet d’aŵĠlioƌeƌ le ƌegƌoupeŵeŶt de ĐhaîŶes d’AH loƌs de l’ajout de l’ĠthaŶol. 

La réduction du pH à 2,5 permet de créer ces fortes interactions interchaînes qui se traduisent par un 

comportement rhéologique particulier (Gatej et al., 2005). La réduction du pH est responsable de la 

réductioŶ des ƌĠpulsioŶs ĠleĐtƌostatiƋues Đe Ƌui peƌŵet de ŵiŶiŵiseƌ les ŵolĠĐules d’eau 

iŶteƌĐhaîŶes. L’ajout de sels peƌŵet ĠgaleŵeŶt de ƌĠduiƌe la ƌĠpulsioŶ ĠleĐtƌostatiƋue iŶteƌĐhaîŶes 

eŶ ĐoŶstƌuisaŶt uŶ ďouĐlieƌ ĠleĐtƌoŶiƋue autouƌ des ŵolĠĐules d’AH. Il eŶ découle une structure 

ĐoŵpaĐte de l’AH. L’ajout de sels peut peƌŵettƌe d’aŵĠlioƌeƌ le ƌeŶdeŵeŶt de pƌĠĐipitatioŶ. 

CepeŶdaŶt, il Ŷ’est pas saŶs ĐoŶsĠƋueŶĐe suƌ la puƌetĠ. La phaƌŵaĐopĠe euƌopĠeŶŶe iŵpose Ƌue 

l’AH soit uŶ sel de sodiuŵ. CeĐi iŶduit Ƌue le sel utilisé pour la précipitation doit contenir du sodium. 

Celui-ci ayant une influence non ŶĠgligeaďle suƌ la puƌetĠ de l’AH, uŶ sel de petite ŵasse ŵolaiƌe est 

préféré pour minimiser son impact. Le NaCl semble un choix idéal. Des concentrations faibles 

comprises entre 0,1 et 0,3 M sont évaluées. Ces concentrations, même faibles, en NaCl ne 

peƌŵettƌoŶt pas d’atteiŶdƌe la puƌetĠ ƌeƋuise paƌ la phaƌŵaĐopĠe euƌopĠeŶŶe. Les sels au seiŶ du 

précipité devront être éliminés. Pour cela, le précipité obtenu sera placé daŶs des ďaiŶs d’ĠthaŶol 

suĐĐessifs jusƋu’à ĠliŵiŶatioŶ des sels piĠgĠs daŶs le pƌĠĐipitĠ. Le Ŷoŵďƌe de ďaiŶs suĐĐessifs à 

ƌĠaliseƌ afiŶ d’atteiŶdƌe la Ŷoƌŵe de puƌetĠ de la phaƌŵaĐopĠe euƌopĠeŶŶe doit ġtƌe Ġtaďli.  

Le pH de la précipitation est de 2,5 et la force ionique est comprise entre 0,1 et 0,3 M. Le sel à utiliser 

est le NaCl. 
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Les informations retrouvées dans la littérature permet de réduire le nombre de facteurs à étudier à 

deux pour le rendement de précipitation, la force ionique et la concentration, et à trois pour la 

pureté, la concentration en AH, la force ionique et le nombre de bains du précipité en éthanol pur.  

L’Ġtude de Đes faĐteuƌs est ƌĠalisĠe à l’aide d’uŶ plaŶ d’eǆpĠƌieŶĐes. UŶ plaŶ Đoŵposite à faĐes 

centrées est mis en place. Les domaiŶes d’Ġtude soŶt les suiǀaŶts : 

 la concentration en AH : 1 à 3 g.l-1, 

 la force ionique : 0,1 M et 0,3 M, 

 le nombre de bains suĐĐessifs : Ϭ ;pƌĠĐipitatioŶ de l’AH uŶiƋueŵeŶtͿ à ϰ.  

ϱϬ ŵl d’AH soŶt ajustĠs à uŶ pH de Ϯ,ϱ ;+/- Ϭ,ϯͿ paƌ de l’aĐide sulfuƌiƋue ϱ M puis ϭϬϬ ŵl d’ĠthaŶol 

;ϵϲ %Ϳ soŶt ajoutĠs. Apƌğs Ϯ h d’iŶĐuďatioŶ à teŵpĠƌatuƌe aŵďiaŶte, le pƌĠĐipitĠ est ƌĠĐupĠƌĠ daŶs 

uŶ eŶtoŶŶoiƌ BüĐhŶeƌ. L’ĠliŵiŶatioŶ des sels piĠgĠs au seiŶ de l’AH ĐoŶsiste à plaĐeƌ le pƌĠĐipitĠ 

ƌĠĐupĠƌĠ daŶs ϱϬ ŵl d’ĠthaŶol pur pendant 2 h.  

La diminution du pH à 2,5 (en présence de NaCl 0,1 M) montre un changement de comportement 

ƌhĠologiƋue ǀisiďle à l’œil Ŷu. Les iŶteƌaĐtioŶs iŶteƌĐhaîŶes, foƌtes à Đe pH, soŶt telles Ƌu’elles Ŷe 

permettent pas le retrait de la sonde de pH de la solution (Figure 68). En dehors, de cette gamme de 

pH la solutioŶ d’AH est liŵpide, il eŶ est de ŵġŵe eŶ aďseŶĐe de sels. Cela indique que la réduction 

de la répulsion électrostatique, par réduction du pH et par addition de sels, favorise, de manière 

importante, les interactions interchaînes. La formation de cette structure permet une précipitation 

de l’AH eŶ ďloĐ. EŶ ƌeǀaŶĐhe, eŶ dehoƌs de Đes ĐoŶditioŶs, les agƌĠgats d’AH soŶt diffus eŶ solutioŶ et 

difficiles à séparer. 

 

Figure 68. Impact de la composition des solutions sur les propriétés rhéologiques des 

solutions (2 g.l-1 d’AH, 0,1 M de NaCl et pH de 2,5). La cohésion importante des chaînes 

d’AH eŵpġĐhe le ƌetƌait de la soŶde de pH. 
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Le plaŶ d’eǆpĠƌieŶĐes est pƌĠseŶtĠ daŶs le Tableau 21. 

Tableau 21. Impact de la concentration en AH, de la force ionique et du nombre de bains 

du pƌĠĐipitĠ d’AH suƌ la puƌetĠ de l’AH et le ƌeŶdeŵeŶt de pƌĠĐipitatioŶ de l’AH. 

Expérience Concentration en 

AH (g.l-1) 

Force ionique 

(M) 

Nombre 

de bains 

Rendement (%) Pureté (%) 

 X1 X2 X3 Y1 Y2 

1 1 0,1 0 0 14 

2 3 0,1 0 99 76 

3 1 0,3 0 0 5 

4 3 0,3 0 100 49 

5 1 0,1 4 0 12 

6 3 0,1 4 98 97 

7 1 0,3 4 0 5 

8 3 0,3 4 100 94 

9 1 0,2 2 0 8 

10 3 0,2 2 100 80 

11 2 0,1 2 93 61 

12 2 0,3 2 98 22 

13 2 0,2 0 100 54 

14 2 0,2 4 95 92 

15 2 0,2 2 92 84 

16 2 0,2 2 98 65 

 

Le coefficient de corrélation du modèle pour le rendement de précipitation est de 0,962. Ce 

coefficient annonce a priori une bonne modélisation. Cependant, en confrontant les valeurs prédites 

et modélisées, il peut être distingué deux populations de points : les rendements élevés (Figure 69 en 

rouge) et les faibles (Figure 69 eŶ ďleuͿ. Cela ŵoŶtƌe Ƌue la pƌĠĐipitatioŶ de l’AH est uŶe ƌĠaĐtioŶ du 

« tout au rien ». Une telle réaction ne peut être prédite, ce qui induit que les conditions opératoires 

peƌŵettaŶt d’oďteŶiƌ uŶ ƌeŶdeŵeŶt ŵaǆiŵal Đhoisies pouƌ la pƌĠĐipitatioŶ de l’AH doivent 

ĐoƌƌespoŶdƌe à uŶ poiŶt eǆpĠƌiŵeŶtal afiŶ de gaƌaŶtiƌ la pƌĠĐipitatioŶ de l’AH.  

La modélisation de la pureté ne présente pas le même phénomène que la précipitation. Par 

conséquent, les valeurs prédites de pureté, quelles que soient les conditions opératoires, peuvent 

être utilisées puisque le modèle présente un bon coefficient de corrélation (R² = 0,942).  
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Figure 69. Diagrammes confrontant les valeurs modélisées et expérimentales du 

rendement (A) et de la pureté (B) oďteŶus pouƌ la pƌĠĐipitatioŶ de l’AH à l’ĠthaŶol à 
diffĠƌeŶtes ĐoŶĐeŶtƌatioŶs d’AH, foƌĐe ioŶiƋue ŵais aussi Ŷoŵďƌe de ďaiŶs suĐĐessives du 
pƌĠĐipitĠ d’AH. La ŵodĠlisatioŶ est ƌĠalisĠe paƌ le logiĐiel ŵodde.9. 

Le Tableau 22 montre les coefficients de la matrice de modélisation du rendement de précipitation 

de l’AH et de la puƌetĠ. Les faĐteuƌs pƌĠseŶtaŶt uŶe p-ǀalue eŶ ƌouge Ŷ’oŶt pas ou peu d’iŶflueŶĐe 

suƌ la pƌĠĐipitatioŶ de l’AH ;p-value > 0,1).  

Tableau 22. Coefficients de régression et valeurs de probabilité (p-value) de la 

ŵodĠlisatioŶ du ƌeŶdeŵeŶt de pƌĠĐipitatioŶ de l'AH paƌ l’ĠthaŶol. La ŵodĠlisatioŶ est 
réalisée à partiƌ d’uŶ polǇŶôŵe du seĐoŶd degƌĠ. 

 Rendement (Y1) Pureté (Y2) 

 Coefficient P-value Coefficient P-value 

constante 95,90 0,000 65,0 0,000 

X1 49,70 0,000 35,2 0,000 

X2 0,80 0,352 -8,5 0,090 

X3 -0,60 0,478 10,2 0,052 

X1* X1 -46,40 0,00 -16,2 0,096 

X2* X2 -0,90 0,583 -18,72 0,062 

X3* X3 1,10 0,050 12,78 0,171 

X1*X2 0,37 0,687 -1,8 0,723 

X1*x3 -0,12 0,893 8,5 0,121 

X2*x3 0,13 0,893 3,3 0,516 

 

Le ƌeŶdeŵeŶt de pƌĠĐipitatioŶ Ŷ’est iŶflueŶĐĠ Ƌue paƌ la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ AH. La ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ 

NaCl Ŷ’a, a pƌioƌi, pas d’iŶflueŶĐe suƌ la pƌĠĐipitatioŶ. NĠaŶŵoiŶs, des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs eŶ NaCl 

inférieures à 0,1 M de NaCl ont été évaluées afin de confirmer ce résultat et une absence de 

précipitation a été montrée. De ce fait, une concentration en NaCl supérieure à 0,1 M est nécessaire 
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à la précipitation. Au-delà de 0,1 M de NaCl, quelle que soit la concentration, le rendement de 

précipitation est le même.  

EŶ Ŷe pƌeŶaŶt eŶ Đoŵpte Ƌue les ĐoeffiĐieŶts sigŶifiĐatifs, l’ĠƋuatioŶ ϰ8 de régression du rendement 

est la suivante :    

Y1 = 95,9 + 49,7 X1 - 46,40 X1²                                             (Equation 48) 

La Figure 70 ŵoŶtƌe l’ĠǀolutioŶ du ƌeŶdeŵeŶt de pƌĠĐipitatioŶ de l’AH eŶ foŶĐtioŶ de la 

concentration en AH et de la force ionique. Une concentration en AH supérieure à 2 g.l-1 est 

nécessaire pouƌ uŶe pƌĠĐipitatioŶ totale de l’AH.  

 

Figure 70. Influence de la force ionique et de la concentration en AH sur le rendement de 

pƌĠĐipitatioŶ et la puƌetĠ. AuĐuŶ ďaiŶ du pƌĠĐipitĠ Ŷ’est ƌĠalisĠ afiŶ d’ĠliŵiŶeƌ les sels du 
précipité. La modélisation est réalisée par modde.9 à partir des données du tableau 14. 

La pureté dépend de la concentration en AH, de la concentration en sels et du nombre de bains. 

NĠaŶŵoiŶs, la foƌĐe ioŶiƋue et le Ŷoŵďƌe de ďaiŶs du pƌĠĐipitĠ oŶt ŵoiŶs d’iŶfluence que la 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ AH. AuĐuŶe iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe les faĐteuƌs Ŷ’est oďseƌǀĠe. En ne considérant que les 
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ĐoeffiĐieŶts aǇaŶt uŶe iŶflueŶĐe suƌ la puƌetĠ, l’ĠƋuatioŶ 49 de prédiction de la pureté est la 

suivante : 

Y2 = 65,0 + 35,2 X1 - 8,5 X2 + 10,2 X3 - 16,2 X1
2 - 18,72 X2

2 + 12,78 X2
2      (Equation 49) 

La Figure 70 ŵoŶtƌe l’ĠǀolutioŶ de la puƌetĠ eŶ foŶĐtioŶ de la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ sels et eŶ AH apƌğs 

pƌĠĐipitatioŶ. La puƌetĠ est toujouƌs iŶfĠƌieuƌe à ϵϱ %. L’AH, daŶs Đes ĐoŶditioŶs, Ŷ’est pas ĐoŶfoƌŵe 

auǆ eǆigeŶĐes de la phaƌŵaĐopĠe euƌopĠeŶŶe. Les ďaiŶs du pƌĠĐipitĠ d’AH eŶ ĠthaŶol puƌ soŶt doŶĐ 

indispensables dans la mesure où la concentration en AH ne peut être augmentée et la concentration 

en sels abaissée. La Figure 71 tƌaduit l’iŶflueŶĐe du Ŷoŵďƌe de ďaiŶs du pƌĠĐipitĠ d’AH eŶ ĠthaŶol puƌ 

suƌ la puƌetĠ de l’AH. La puƌetĠ de l’AH augŵeŶte aǀeĐ le Ŷoŵďƌe de ďaiŶs du pƌĠĐipitĠ d’AH. AfiŶ 

d’oďteŶiƌ une pureté de 100 %, il faut :  

 une concentration en AH supérieure à 2,5 g.l-1, 

 une concentration en sels inférieure à 0,25 M, 

 Ƌuatƌe ďaiŶs suĐĐessifs du pƌĠĐipitĠ d’AH eŶ ĠthaŶol puƌ.  

 

Figure 71. Influence du nombre de bains du précipité de l'AH en éthanol pur sur la pureté 

de l'AH. (En surimpression blanche, les rendements de précipitation inférieurs à 100 %). La 

modélisation est réalisée par le logiciel modde.9 à partir des données du tableau 14. 

Les conditions de précipitation qui permettent de garantir un rendement maximum et une pureté 

élevée sont : 

 ϲϬ % d’ĠthaŶol, 



Résultats et discussion 

154 

DOCUMENT CONFIDENTIEL 

 pH 2,5, 

 3 g.l-1 d’AH, 

 0,1 M de NaCl, 

 ϰ ďaiŶs suĐĐessifs du pƌĠĐipitĠ d’AH eŶ ĠthaŶol puƌ. 

L’iŶflueŶĐe de Đes ĐoŶditioŶs de pƌĠĐipitation sur la taille des AH a été évaluée sur un AH de 1,1 MDa.  

 

Figure 72. IŶflueŶĐe de la pƌĠĐipitatioŶ suƌ la taille des AH ;pH = Ϯ,ϱ, ϲϬ % d’ĠthaŶol, ϯ g.l-1 

d’AH et ϰ ďaiŶs suĐĐessifs  du pƌĠĐipitĠ à l’ĠthaŶolͿ. Les tailles avant et après précipitation 

sont mesurées par CES/Multi-détection. 

Les tailles avant et après précipitation sont présentées dans la Figure 72. Elles se superposent. De 

plus, le Tableau 23 montre que les tailles moyennes déterminées sont similaires avant et après 

précipitation.  

La pƌĠĐipitatioŶ Ŷ’altğƌe doŶĐ pas les tailles d’AH. 

Tableau 23. Impact des conditions de précipitation de l'AH à l'éthanol (pH = 2,5, 60 % 

d’ĠthaŶol, ϯ g.l-1 d’AH et ϰ ďaiŶs suĐĐessifs  du pƌĠĐipitĠ à l’ĠthaŶolͿ  suƌ la taille des AH. 

 Mw (kDa) VI (dl.g-1) 

Avant précipitation 940 15,9 

Après précipitation 944 15,1 

 SĠĐhage du pƌĠĐipitĠ d’AH  

L’AH, apƌğs pƌĠĐipitatioŶ, est plaĐĠ eŶ Ġtuǀe à ϯϳ °C peŶdaŶt Ϯϰ h afiŶ d’ĠliŵiŶeƌ le solǀaŶt. 

L’huŵiditĠ de l’AH dĠshǇdƌatĠ apƌğs sĠĐhage a ĠtĠ ĠǀaluĠ ;Figure 73).  
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Figure 73. Précipitation de l'AH par de l'éthanol (50 ml d'AH à 3 g.l-1, pH 2,5, 65 % 

d'ĠthaŶol, Ϭ,ϭ M de NaCl, ϰ ďaiŶs du pƌĠĐipitĠ à l’ĠthaŶolͿ. Le pƌĠĐipitĠ d'AH en fin de 

précipitation est présenté en A et après 24 h de séchage à 37 °C en B. 

L’huŵiditĠ apƌğs uŶ sĠĐhage de Ϯϰ h à ϯϳ°C est de ϵ % ;+/- ϭͿ. L’AH ƌĠpoŶd doŶĐ à la Ŷoƌŵe de la 

pharmacopée européenne fixée à 20 %.  

4.2.4.2 Séchage de l’AH par lyophilisation 

La lǇophilisatioŶ est uŶ pƌoĐĠdĠ alteƌŶatif de sĠĐhage de l’AH. Les solutioŶs d’AH eŶ eau osŵosĠe 

sont placées dans des coupelles en aluminium et sont congelées puis les solutions sont lyophilisées 

peŶdaŶt ϰϴ h.  L’huŵiditĠ, apƌğs lǇophilisatioŶ, a ĠtĠ ŵesurée et est en moyenne de 8 % (+/- 2,4 %). 

Ce qui est largement inférieur à la norme de la pharmacopée européenne (20  %). Après 

lyophilisation, la substance se pƌĠseŶte sous la foƌŵe d’uŶe ŵousse ;Figure 74). La conformité de 

Đette ŵĠthode de sĠĐhage ƌĠside daŶs l’aspeĐt de Đette ŵousse. “i la ŵousse d’AH est ĐoŶsidĠƌĠe 

Đoŵŵe agƌĠgat fiďƌeuǆ, l’AH seƌa ĐoŶfoƌŵe auǆ Ŷoƌŵes de la phaƌŵaĐopĠe euƌopĠeŶŶe. DaŶs le Đas 

contraiƌe, l’AH Ŷ’est pas ĐoŶfoƌŵe.  

 

Figure 74. Aspect de l'AH après lyophilisation. 

Afin de garantir que les tailles des AH ne sont pas altérées par la lyophilisation, un AH de 2 MDa a été 

caractérisé avant et après lyophilisation. Le Tableau 24 récapitule ces caractéristiques. Les tailles 

d’AH aǀaŶt et apƌğs lǇophilisatioŶ soŶt ideŶtiƋues. La diffĠƌeŶĐe de taille eŶtƌe la ǀaleuƌ théorique et 
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eǆpĠƌiŵeŶtale peut ġtƌe liĠe à la pƌĠpaƌatioŶ de l’ĠĐhaŶtilloŶ ou au fait Ƌue l’AH utilisĠ est 

« vieillissant ».  

Tableau 24. IŵpaĐt de la lǇophilisatioŶ suƌ les ĐaƌaĐtĠƌistiƋues de l’AH  

Echantillon Mw (MDa) Polydispersité VI (dl.g-1) 

Avant lyophilisation 1,5 1,4 24,1 

Après lyophilisation 1,5 1,3 25,6 

 

La Figure 75 Đoŵpaƌe toutes les tailles d’AH pƌĠseŶtes eŶ solutioŶ aǀaŶt et apƌğs lǇophilisatioŶ. Les 

deux courbes de taille de 2 MDa avant et après lyophilisation se superposent parfaitement. De plus, 

le ƌeŶdeŵeŶt de l’Ġtape de sĠĐhage est de ϭϬϬ %.  

La lǇophilisatioŶ est uŶe ŵĠthode paƌfaiteŵeŶt adaptĠe à la dĠshǇdƌatatioŶ de l’AH. 

 

Figure 75. Comparaison des tailles avant et après lyophilisation du même AH. 

En résumé 

Le séchage de l’AH a ĠtĠ eŶvisagĠ paƌ deuǆ ŵĠthodes : la lyophilisation ou la précipitation en 

solvaŶt oƌgaŶiƋue/ĠvapoƌatioŶ. Ces deuǆ ŵĠthodes peƌŵetteŶt d’oďteŶiƌ uŶ AH dĠshǇdƌatĠ à 

ŵoiŶs de ϮϬ % d’huŵiditĠ. La Ŷoƌŵe de la phaƌŵaĐopĠe euƌopĠeŶŶe de ϮϬ % d’huŵiditĠ est 

atteinte quelle que soit la méthode. Les deux méthodes peƌŵetteŶt de ĐoŶseƌveƌ la taille de l’AH. 

Les ĐoŶditioŶs opĠƌatoiƌes de la pƌĠĐipitatioŶ soŶt tƌğs ƌigouƌeuses. AfiŶ d’oďteŶiƌ uŶ ƌeŶdeŵeŶt 

de 100 % et une pureté excédant 95 %, il faut un pH = 2,5 ; une concentration en AH de 3 g.l-1, une 

concentration en NaCl supérieure à 0,1 M, un titre en éthanol de 60 % (v/v) et 4 bains du précipité 

en éthanol pur. 
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CONCLUSION 

La ĐoŶĐeptioŶ d’uŶ pƌoĐĠdĠ eǆtƌapolaďle de puƌifiĐatioŶ de l’AH de gƌaŶde taille issue d’uŶe 

pƌoduĐtioŶ paƌ ǀoie ŵiĐƌoďieŶŶe Ġtait l’oďjeĐtif des tƌaǀauǆ pƌĠseŶtĠs daŶs cette thèse. Pour ce faire, 

les études ont été décomposées en deux parties : 

 le dĠǀeloppeŵeŶt des opĠƌatioŶs uŶitaiƌes de la puƌifiĐatioŶ de l’AH,  

 le dĠǀeloppeŵeŶt des outils d’aide à l’ageŶĐeŵeŶt des Ġtapes du pƌoĐĠdĠ de puƌifiĐatioŶ.  

Dans un premier teŵps, des ŵĠthodes aŶalǇtiƋues oŶt dû ġtƌe dĠǀeloppĠes afiŶ d’Ġǀalueƌ les 

performances des méthodes séparatives. Ces études se sont concentrées sur la mise en place de 

ŵĠthode de ƋuaŶtifiĐatioŶ et de ĐaƌaĐtĠƌisatioŶ de l’AH eŶ ŵilieu Đoŵpleǆe de Đultuƌe ŵiĐrobienne. 

La ŵĠthode de ƌĠfĠƌeŶĐe de ƋuaŶtifiĐatioŶ de l’AH au Đaƌďazole a ĠtĠ suďstituĠe paƌ la ŵĠthode 

turbidimétrique au bromure de cétyltriméthylammonium (CTM) plus spécifique. Afin de garantir la 

fiabilité du dosage, la cinétique de réaction, la gamme de liŶĠaƌitĠ, l’iŵpaĐt de la taille d’AH, du pH et 

de l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt ioŶiƋue oŶt ĠtĠ ĠtudiĠs. Ces Ġtudes oŶt ŵoŶtƌĠ uŶe ďoŶŶe fiaďilitĠ de la 

méthode. Seule une interférence aux ions chlorure a été mise en évidence. Une méthode permettant 

de nous affranchir de cette interférence a alors été proposée. La seconde méthode analytique 

développée est une caractérisation de la taille par la CES/Multi-détection. Cette méthode a remplacé 

la détermination de la taille via la mesure de viscosité intrinsèque non applicable en milieu complexe 

et pour de faibles volumes. La comparaison des deux méthodes de caractérisation a montré que la 

mesure de la taille par diffusion de la lumière était similaire à la méthode de référence (15 % 

d’eƌƌeuƌͿ. Il a ĠtĠ ĠgaleŵeŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue la méthode, de référence, de la détermination de la taille 

est ďiaisĠe paƌ l’utilisatioŶ d’appƌoǆiŵatioŶs des ĐoeffiĐieŶts de MaƌĐ HouǁiŶk.  Ce ďiais ĐoŶduit à 

uŶe suƌestiŵatioŶ des gƌaŶdes tailles d’AH ;> Ϯ MDaͿ. 

Une fois les méthodes de suivi des performances de séparation fonctionnelles, le procédé de 

purification a pu être engagé. 

 Le développement des opérations unitaires du procédé de purification 

Le pƌoĐĠdĠ de puƌifiĐatioŶ de l’AH a ĠtĠ dĠĐoŵposĠ eŶ Ƌuatƌe paƌties : 

o Extraction / séparation de la capsule d’AH des ďaĐtĠƌies,  

o séparation des cellules du milieu de culture,  

o puƌifiĐatioŶ de l’AH paƌ diafiltƌatioŶ et adsoƌptioŶ suƌ ĐhaƌďoŶ aĐtif, 

o staďilisatioŶ de l’AH sous foƌŵe dĠshǇdƌatĠe. 

Chaque étape a été étudiée de manière indépendante.  
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Extraction / séparation de la capsule bactérienne. 

Deuǆ ŵĠthodes d’eǆtƌaĐtioŶ de la Đapsule oŶt ĠtĠ ĠtudiĠes. La pƌeŵiğƌe est uŶe eǆtƌaĐtioŶ au “D“ et 

la seĐoŶde au TCA. Les ƌĠsultats ŵoŶtƌeŶt Ƌue l’AH Đapsulaiƌe ĐoƌƌespoŶd au ŵaǆiŵuŵ à ϳ % de l’AH 

totale (SDS 0,05 %Ϳ. La faiďle ƋuaŶtitĠ ƌĠĐupĠƌĠe Ŷ’est pas suffisaŶte pouƌ eŶǀisageƌ uŶe Ġtape 

d’eǆtƌaĐtioŶ daŶs le pƌoĐĠdĠ. EŶ effet, l’alloŶgeŵeŶt des Ġtapes de puƌifiĐatioŶ afiŶ d’ĠliŵiŶeƌ le “D“ 

conduirait probablement à la perte de ces 7 %.  

Séparation des cellules du milieu de culture  

La séparation des cellules du milieu de culture a été envisagée par microfiltration tangentielle et 

filtƌatioŶ fƌoŶtale. La ƌĠteŶtioŶ des Đellules et de l’AH aiŶsi Ƌue le fluǆ de peƌŵĠat oŶt ĠtĠ dĠteƌŵiŶĠs 

en microfiltration tangentielle. Il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌue l’AH pƌĠseŶtait uŶe ƌĠteŶtioŶ ĠleǀĠe ;Ϭ,ϵϳͿ. AfiŶ 

de ƌĠduiƌe Đette ƌĠteŶtioŶ, du “D“ a ĠtĠ ajoutĠ pouƌ peƌtuƌďeƌ la ĐohĠsioŶ iŶteƌĐhaîŶes d’AH et le 

seuil de Đoupuƌe a ĠtĠ augŵeŶtĠ afiŶ de faĐiliteƌ le passage de l’AH à tƌaǀeƌs la ŵembrane. Une 

ƌĠduĐtioŶ de la ƌĠteŶtioŶ de l’AH a ďieŶ ĠtĠ oďseƌǀĠe ĐepeŶdaŶt iŶsuffisaŵŵeŶt pouƌ eŶǀisageƌ uŶe 

sĠpaƌatioŶ paƌ ŵiĐƌofiltƌatioŶ taŶgeŶtielle. L’Ġtude des fluǆ de peƌŵĠat a peƌŵis de ŵettƌe eŶ 

ĠǀideŶĐe la foƌŵatioŶ d’uŶe ĐouĐhe de polaƌisatioŶ qui est responsable non seulement de la 

ƌĠduĐtioŶ de la pƌoduĐtiǀitĠ ŵais aussi de la ƌĠteŶtioŶ ĠleǀĠe de l’AH. EŶ ĐoŶĐlusioŶ, la 

ŵiĐƌofiltƌatioŶ a ĠtĠ jugĠ ŶoŶ adaptĠe à des solutioŶs d’AH. La filtƌatioŶ fƌoŶtale suƌ adjuǀaŶt de 

filtration (terre de diatomée) a montré une efficacité de séparation nettement supérieure. Aucune 

ƌĠteŶtioŶ de l’AH Ŷ’a ĠtĠ oďseƌǀĠe aǀeĐ uŶe ĠliŵiŶatioŶ effiĐaĐe des Đellules. UŶe filtƌatioŶ suƌ fiďƌe 

de ǀeƌƌe eŶ aǀal est tout de ŵġŵe ŶĠĐessaiƌe afiŶ d’ĠliŵiŶeƌ les paƌtiĐules ƌĠsiduelles. 

PuƌifiĐatioŶ de l’AH paƌ diafiltƌatioŶ et adsoƌptioŶ suƌ ĐhaƌďoŶ aĐtif 

La puƌifiĐatioŶ de l’AH a ĠtĠ eŶǀisagĠe paƌ sĠpaƌatioŶ ŵeŵďƌaŶaiƌe. L’Ġtude a ĠtĠ dĠĐoŵposĠe eŶ 

deux parties :  

 Ġtude de l’iŵpaĐt des ĐoŶditioŶs opĠƌatoiƌes suƌ la sĠleĐtiǀitĠ de taille, la rétention et le flux 

de perméat, 

 étude des performances de séparation (pureté, rendement et productivité) en diafiltration.   

La sĠpaƌatioŶ de deuǆ tailles d’AH ;Ϯ MDa et ϳϬ kDaͿ eŶ ŵĠlaŶge a ĠtĠ ĠtudiĠe eŶ ultƌafiltƌatioŶ suƌ 

deux seuils de Đoupuƌe ;ϭϬϬ kDa et ϭ MDaͿ aiŶsi Ƌu’à diffĠƌeŶtes ǀaleuƌs de foƌĐe ioŶiƋue et de pH. Il 

a été montré une absence de séparation de taille en UF quelles que soient les conditions. Cette 

aďseŶĐe de sĠpaƌatioŶ de taille est attƌiďuĠe à la foƌŵatioŶ d’uŶe ĐouĐhe de polarisation à la surface 

des ŵeŵďƌaŶes Ƌui ĐoŶduit à uŶe ƌĠteŶtioŶ ĠleǀĠe de l’AH ŵais eŵpġĐhe le passage des petites 
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ŵolĠĐules d’AH. La sĠpaƌatioŶ des tailles d’AH Ŷe peut doŶĐ pas aǀoiƌ lieu eŶ UF. CepeŶdaŶt, les tauǆ 

de rétention élevés permettent d’eŶǀisageƌ uŶe puƌifiĐatioŶ de l’AH eŶ diafiltƌatioŶ.  

Les conditions opératoires de la diafiltration ont été optimisées en ultrafiltration. La PTM, le débit 

d’aliŵeŶtatioŶ, le seuil de Đoupuƌe et la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ AH oŶt ĠtĠ Ġtaďlis afiŶ de ŵaǆiŵiseƌ le 

ƌeŶdeŵeŶt et la pƌoduĐtiǀitĠ eŶ ĐoŶsidĠƌaŶt diffĠƌeŶtes tailles d’AH. Les ĐoŶditioŶs dĠteƌŵiŶĠes soŶt 

uŶ dĠďit d’aliŵeŶtatioŶ de ϯϲ ŵl.ŵŶ-1, une PTM de 2,5 bar, un seuil de coupure de 100 kDa, une 

concentration en AH de 1 g.l-1 et une recirculation de 3Ϭ ŵŶ eŶ dĠďut d’ultƌafiltƌatioŶ. Ces ĐoŶditioŶs 

oŶt ĠtĠ appliƋuĠes pouƌ Ġtudieƌ l’ĠǀolutioŶ des peƌfoƌŵaŶĐes de sĠpaƌatioŶ eŶ diafiltƌatioŶ.  

L’Ġtude des peƌfoƌŵaŶĐes de sĠpaƌatioŶ ;ƌeŶdeŵeŶt, puƌetĠ et pƌoduĐtiǀitĠͿ suƌ uŶ ŵilieu seŵi-

synthétique en diafiltƌatioŶ oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌu’il Ġtait possiďle d’atteiŶdƌe la Ŷoƌŵe de la phaƌŵaĐopĠe 

européenne avec un rendement proche de 80 %. Il a également montré que la productivité est 

dépendante de la force ionique du milieu qui évolue au cours de la diafiltration.  

Le suivi de différents milieux complexes de culture microbienne montre une présence de protéines et 

d’aĐides ŶuĐlĠiƋues tƌop iŵpoƌtaŶte eŶ fiŶ de diafiltƌatioŶ. UŶe ĠliŵiŶatioŶ ĐiďlĠe a aloƌs ĠtĠ ŵise eŶ 

place par adsorption sur charbon actif. Les cinétiques et les isotheƌŵes d’adsoƌptioŶ à ϰ et ϮϬ °C oŶt 

ĠtĠ Ġtaďlies suƌ deuǆ ĐhaƌďoŶs aĐtifs. Il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌue l’ĠƋuiliďƌe d’adsoƌptioŶ a ĠtĠ atteiŶt eŶ ϯϬ 

mn, le charbon ENO-PC pƌĠseŶtait de ŵeilleuƌes peƌfoƌŵaŶĐes d’adsoƌptioŶ Ƌue le Lϯ“ et uŶe 

température ďasse Ġtait plus faǀoƌaďle à l’adsoƌptioŶ. L’iŵpaĐt de la foƌĐe ioŶiƋue aiŶsi Ƌue du pH 

suƌ l’adsoƌptioŶ des aĐides ŶuĐlĠiƋues et des pƌotĠiŶes suƌ le ĐhaƌďoŶ aĐtif ENO–PC a alors été 

ĠǀaluĠ. UŶe faiďle foƌĐe ioŶiƋue aiŶsi Ƌu’uŶ pH de ϰ peƌŵetteŶt d’aŵĠlioƌeƌ l’adsoƌptioŶ. Les 

isotheƌŵes eŶ ĐoŶditioŶs faǀoƌaďles d’adsoƌptioŶ soŶt eŶsuite utilisĠes pouƌ ĐalĐuleƌ la ƋuaŶtitĠ de 

ĐhaƌďoŶ aĐtif à ajouteƌ afiŶ d’atteiŶdƌe la Ŷoƌŵe de la phaƌŵaĐopĠe euƌopĠeŶŶe.  

StaďilisatioŶ de l’AH sous foƌŵe dĠshǇdƌatĠ 

Deux méthodes de dĠshǇdƌatatioŶ de l’AH oŶt ĠtĠ ĠǀaluĠes : la lyophilisation et la précipitation de 

l’AH eŶ solǀaŶt oƌgaŶiƋue suiǀi d’uŶ sĠĐhage eŶ Ġtuǀe.  

La pƌĠĐipitatioŶ de l’AH a ĠtĠ ĠtudiĠe afiŶ de ŵaǆiŵiseƌ le ƌeŶdeŵeŶt et la puƌetĠ de l’AH. Tƌois 

facteurs ont été étudiés : la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ AH, la foƌĐe ioŶiƋue et le Ŷoŵďƌe de ďaiŶ d’ĠthaŶol. Les 

conditions opératoires qui ont alors été choisies pour maximiser le rendement et atteindre la norme 

de puƌetĠ de l’AH soŶt uŶ pH de Ϯ,ϱ, uŶ titƌe eŶ ĠthaŶol de ϲϬ %, une force ionique de 0,1 M, 3 g.l-1 

d’AH et Ƌuatƌe ďaiŶs d’ĠthaŶol suĐĐessifs. Il a ĠgaleŵeŶt ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌue la pƌĠĐipitatioŶ de l’AH Ġtait 

ƌĠgie paƌ uŶe loi du tout ou ƌieŶ. De Đe fait, la pƌĠĐipitatioŶ de l’AH Ŷe peut ġtƌe pƌĠdite. L’utilisatioŶ 
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des ĐoŶditioŶs Ġtaďlies gaƌaŶtit la pƌĠĐipitatioŶ de l’AH. Le pƌĠĐipitĠ est eŶsuite sĠĐhĠ eŶ Ġtuǀe Ϯϰ h à 

37 °C. 

Les deuǆ ŵĠthodes peƌŵetteŶt de dĠshǇdƌateƌ l’AH à ŵoiŶs de ϮϬ % d’huŵiditĠ tout eŶ ŵaiŶteŶaŶt 

l’iŶtĠgƌitĠ de la ŵolĠĐule.  

 le développement des outils d’aide à l’ageŶĐeŵeŶt des Ġtapes du pƌoĐĠdĠ de 

purification 

AfiŶ d’atteiŶdƌe les eǆigeŶĐes de la phaƌŵaĐopĠe euƌopĠeŶŶe, l’ageŶĐeŵeŶt des Ġtapes du pƌoĐĠdĠ 

de puƌifiĐatioŶ ŶotaŵŵeŶt de la diafiltƌatioŶ et de l’adsoƌptioŶ suƌ ĐhaƌďoŶ aĐtif, est esseŶtiel. Un 

compromis entre productivité, rendement, pureté et coût doit être trouvé. Pour ce faire, les 

performances de séparation ont été modélisées.  

Modélisation des performances de séparation  en diafiltration 

Le ƌeŶdeŵeŶt de ƌĠĐupĠƌatioŶ de l’AH au Đouƌs de la diafiltƌatioŶ a ĠtĠ dĠteƌŵiŶĠ paƌ l’appliĐatioŶ de 

l’ĠƋuatioŶ ĐlassiƋue de l’ĠǀolutioŶ de la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ diafiltƌatioŶ ;ĠƋuatioŶ Ϯ6). De même, cette 

équation a été utilisée pour prédire la concentration de trois classes de molécules (acides aminés / 

peptides, minéraux et AH) composant le milieu complexe de culture microbienne, ce qui permet de 

déduire la pureté. Afin de prédire la productivité, le flux de perméat doit pouvoir être calculé. Pour 

Đela, la loi du filŵ a ĠtĠ utilisĠe. CepeŶdaŶt, l’AH présente un comportement peu conventionnel en 

séparation. En effet, il a été montré, pour la première fois, une évolution en fonction de la force 

ioŶiƋue des ĐoeffiĐieŶts de tƌaŶsfeƌt et la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ à l’aďoƌd de la ŵeŵďƌaŶe. L’ĠǀolutioŶ de Đes 

coefficients conduit à une augmentation du flux de perméat au cours de la diafiltration en raison de 

la ƌĠduĐtioŶ des sels.  L’adaptatioŶ de la loi du filŵ a peƌŵis de pƌĠdiƌe l’ĠǀolutioŶ du fluǆ à paƌtiƌ 

d’uŶe ŵesuƌe de la ĐoŶduĐtiǀitĠ iŶitiale. La pƌoduĐtiǀitĠ a alors pu être aisément déduite. 

ModĠlisatioŶ des isotheƌŵes d’adsoƌptioŶ des pƌotĠiŶes et aĐides ŶuĐlĠiƋues suƌ ĐhaƌďoŶ aĐtif 

Les isotheƌŵes d’adsoƌptioŶ de FƌeuŶdliĐh et de LaŶgŵuiƌ oŶt ĠtĠ utilisĠes afiŶ de ĐaƌaĐtĠƌiseƌ 

l’adsoƌptioŶ des aĐides nucléiques et des protéines, respectivement. Ces équations permettent de 

déterminer les quantités en charbon actif nécessaires à éliminer les acides nucléiques et les 

protéines. 

A paƌtiƌ de Đes isotheƌŵes d’adsoƌptioŶ et des ŵodğles Ġtaďlis eŶ diafiltƌation, le volume de 

diafiltƌatioŶ Ƌu’il faut atteiŶdƌe aǀaŶt de passeƌ à l’adsoƌptioŶ suƌ le ĐhaƌďoŶ aĐtif peut ġtƌe Đhoisi eŶ 



Conclusion et perspectives 

162 

DOCUMENT CONFIDENTIEL 

maximisant le rendement et la productivité et en limitant la quantité en charbon actif à additionner  

tout en répondant aux exigences de la pharmacopée européenne. 

Les objectifs fixés ont été atteints. UŶ eŶĐhaîŶeŵeŶt d’opĠƌatioŶs et de ĐoŶditioŶs opĠƌatoiƌes 

peƌŵettaŶt uŶe puƌifiĐatioŶ de l’AH à paƌtiƌ d’uŶ ŵilieu de pƌoduĐtioŶ est pƌoposĠ. Ce procédé 

peƌŵet d’atteiŶdƌe les eǆigeŶĐes de la pharmacopée européenne tout en maintenant les propriétés 

biologiques de la molécule (Figure 76). 

 

 

Figure 76. Récapitulatif des étapes du procédé de purification. 
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PERSPECTIVES  

Les Ġtudes oŶt peƌŵis de pƌoposeƌ uŶ pƌoĐĠdĠ de puƌifiĐatioŶ de l’AH de gƌaŶde taille. CepeŶdaŶt, 

des améliorations peuvent y être apportées aussi bien au niveau des performances de séparation 

Ƌue suƌ les ŵodğles d’ageŶĐeŵeŶt des Ġtapes du pƌoĐĠdĠ. 

Amélioration des étapes du procédé de purification  

Les études de la séparation des cellules du milieu de culture ont montré que la méthode la plus 

adaptée est la filtration sur adjuvant (terre de diatoŵĠeͿ. Toutefois, l’optiŵisatioŶ des ĐoŶditioŶs 

opĠƌatoiƌes Ŷ’a pas ĠtĠ ƌĠalisĠe. L’Ġtude deǀƌa dĠteƌŵiŶeƌ l’Ġpaisseuƌ de la pƌĠĐouĐhe, la 

concentration en terre de diatomée à introduire dans le milieu de culture, la concentration en AH, la 

perte de Đhaƌge à appliƋueƌ et le dĠďit d’aliŵeŶtatioŶ peƌŵettaŶt d’oďteŶiƌ le ŵeilleuƌ fluǆ et la 

meilleure rétention des cellules.  

Les endotoxines, du fait des nombreuses sources de contamination externes et des précautions à 

prendre lors de leur quantificatioŶ, Ŷ’oŶt pas ĠtĠ aŶalǇsĠes loƌs des Ġtudes de ŵise eŶ plaĐe et 

d’optiŵisatioŶ du pƌoĐĠdĠ. CepeŶdaŶt, la phaƌŵaĐopĠe euƌopĠeŶŶe iŵpose, loƌsƋue l’AH est pƌoduit 

par des bactéries gram-positives, de démontrer que le procédé utilisé permet de limiter ou 

d’Ġliminer les composants de la paroi cellulaire à caractère pyrogène ou inflammatoire. Par 

conséquent, un suivi des endotoxines au cours du procédé « finalisé » de purification sera nécessaire. 

Des ajustements pourront alors être apportés si nécessaire. 

Les paramètres de la lyophilisation peuvent être optimisés notamment le niveau de vide (5 µbar à 

500 µbar), la température du produit et le temps de dessiccation. Deux paramètres devront être 

suiǀis duƌaŶt Đette Ġtude, tout d’aďoƌd, l’huŵiditĠ et, eŶsuite, la taille de l’AH.  

AŵĠlioƌatioŶ des outils d’ageŶĐeŵeŶt des Ġtapes de puƌifiĐatioŶ 

Les modèles de prédiction en diafiltration pourront être utilisés pour améliorer la composition du 

ŵilieu de Đultuƌe ŵiĐƌoďieŶŶe afiŶ d’optiŵiseƌ l’assoĐiatioŶ pƌoduĐtioŶ paƌ ǀoie microbienne et 

purification. 

AfiŶ d’aŵĠlioƌeƌ l’ageŶĐeŵeŶt des Ġtapes de puƌifiĐatioŶ, deuǆ ŵĠthodologies peuǀeŶt ġtƌe 

développées. La première consisterait à établir des corrélations entre les paramètres des équations 

ƌelatiǀes auǆ isotheƌŵes d’adsoƌption et les propriétés des solutions (pH et force ionique). Il sera 

alors possible de coupler ces équations à celles obtenues en DF. La seconde conduirait à réaliser une 

optiŵisatioŶ dǇŶaŵiƋue de l’Ġtape de diafiltƌatioŶ afiŶ de ŵiŶiŵiseƌ soit la duƌĠe de l’opĠƌatioŶ, soit 
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le ǀoluŵe d’eau utilisĠ eŶ jouaŶt suƌ la ŵise eŶ œuǀƌe du sǇstğŵe ;alteƌŶaŶĐe de phases de 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶ et de diafiltƌatioŶ ou eŶ ŵodifiaŶt le dĠďit d’eauͿ ;Kƌstić et al., ϮϬϬϰ ; FoleǇ, ϮϬϬϲ ; 

Foley, 1999). 

Une fois toutes les amélioratioŶs appoƌtĠes au pƌoĐĠdĠ, les Ġtudes d’eǆtƌapolatioŶ pouƌƌoŶt ġtƌe 

ŵise eŶ plaĐe. La plupaƌt des Ġtapes du pƌoĐĠdĠ de puƌifiĐatioŶ Ŷe ŶĠĐessiteŶt Ƌu’uŶe Ġtude de 

diŵeŶsioŶŶeŵeŶt. “eule l’Ġtape de diafiltƌatioŶ iŵposeƌa uŶe Ġtude eŶ plaĐe de l’iŶflueŶĐe du débit 

d’aliŵeŶtatioŶ suƌ le fluǆ de peƌŵĠat et la ƌĠteŶtioŶ de l’AH eŶ ƌaisoŶ des doŶŶĠes ŶoŶ aĐĐessiďles 

sur la géométrie des membranes de filtration.  
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CONCEPTION ET OPTIMISATION DϰUN PROCEDE EXTRAPOLABLE DE PURIFICATION D’ACIDES 
HYALURONIQUES PRODUITS PAR CULTURE MICROBIENNE  

L’aĐide hǇaluƌoŶiƋue ;AHͿ est uŶ polǇŵğƌe osidiƋue auǆ pƌopƌiĠtĠs ŵĠĐaŶiƋues et ďiologiƋues d’iŶtĠƌġt pouƌ le seĐteuƌ de la santé 

et des ĐosŵĠtiƋues. L’AH est pƌoduit à l’ĠĐhelle iŶdustƌielle paƌ ŵise eŶ œuǀƌe de souĐhes de stƌeptoĐoƋues gƌoupe C et D. A 
l’issue de la pƌoduĐtioŶ, uŶe paƌt de l’AH est liďƌe daŶs le ŵilieu de Đultuƌe Đoŵpleǆe, l’autƌe est assoĐiĠe à la Đapsule des cellules. 

La puƌifiĐatioŶ de l’AH est dĠliĐate eŶ ƌaisoŶ, d’uŶe paƌt, de la ĐoŵpleǆitĠ des ŵilieuǆ de pƌoduĐtioŶ et, d’autƌe paƌt,  des exigences 

de la pharmacopée européenne.  

L’oďjeĐtif de Đette thğse a ĠtĠ de pƌoposeƌ uŶ eŶĐhaîŶeŵeŶt d’opĠƌatioŶs et de ĐoŶditioŶs opĠƌatoiƌes peƌŵettaŶt uŶe puƌifiĐation 

de l’AH à paƌtiƌ d’uŶ ŵilieu de pƌoduĐtioŶ.  
Au départ, deux méthodes analytiques oƌigiŶales de ƋuaŶtifiĐatioŶ et d’ĠǀaluatioŶ de la taille de l’AH eŶ ŵilieuǆ Đoŵpleǆes oŶt ĠtĠ 
mises au point afin de pouvoir évaluer les critères de performance des procédés de séparation. Ensuite, quatre opérations 

peƌŵettaŶt, pƌeŵiğƌeŵeŶt l’eǆtƌaĐtioŶ,  deuǆiğŵeŵeŶt l’ĠliŵiŶatioŶ des Đellules pƌoduĐtƌiĐes d’AH, tƌoisiğŵeŵeŶt la puƌifiĐatioŶ, 
et eŶfiŶ, le sĠĐhage d’AH oŶt ĠtĠ Ġtaďlies.  
L’Ġtude de l’eǆtƌaĐtioŶ de la Đapsule d’AH assistĠe paƌ “D“ ou au TCA a peƌŵis d’Ġtaďliƌ Ƌue l’AH liĠ auǆ Đellules Ŷe représente que 

ϳ % de l’AH pƌoduit. Il eŶ a ĠtĠ dĠduit Ƌue Đette Ġtape Ŷ’est pas ŶĠĐessaiƌe. L’Ġtude de la sĠpaƌatioŶ des Đellules du ŵilieu de 

Đultuƌe a ŵoŶtƌĠ Ƌue la ŵiĐƌofiltƌatioŶ taŶgeŶtielle Ŷ’est pas adaptĠe eŶ ƌaisoŶ, d’uŶe paƌt, d’uŶe ƌĠteŶtioŶ tƌop ĠleǀĠe de l’AH 
(même avec des diamètres de pores supérieurs à 0,22 ŵͿ et d’autƌe paƌt, d’uŶ Đolŵatage tƌop ƌapide des ŵeŵďƌaŶes. Cette 
Ġtape doit ġtƌe ƌĠalisĠe paƌ filtƌatioŶ fƌoŶtale suƌ adjuǀaŶt de filtƌatioŶ ;CĠliteͿ. La puƌifiĐatioŶ de l’AH a ĠtĠ eŶǀisagĠe par 

diafiltƌatioŶ ;DFͿ aǀeĐ des ŵeŵďƌaŶes d’ultƌafiltƌatioŶ. L’Ġtude des ĐoŶditioŶs opĠƌatoiƌes ;PTM, dĠďit d’aliŵeŶtatioŶ, 
ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ AH et seuil de ĐoupuƌeͿ, paƌ plaŶ d’eǆpĠƌieŶĐes, a peƌŵis de sĠleĐtioŶŶeƌ des ĐoŶditioŶs Ƌui ŵaǆiŵiseŶt le flux de 

peƌŵĠat aiŶsi Ƌue la ƌĠteŶtioŶ d’AH. Ces ĐoŶditioŶs oŶt ĠtĠ appliquées en diafiltration au cours de laquelle les performances de 

séparation (rendement, pureté, productivité) ont été étudiées. Une méthodologie, basée sur les équations classiques de bilans de 

matière et de flux de perméat en DF, a alors été proposée. Cette dĠŵaƌĐhe aǀait tout d’aďoƌd pouƌ ďut de pƌĠdiƌe lesdites 
performances en prenant en compte la composition complexe du milieu, de culture bactérienne mais aussi de faciliter 

l’ageŶĐeŵeŶt des Ġtapes du pƌoĐĠdĠ de puƌifiĐatioŶ. La diafiltƌatioŶ peƌŵet de satisfaire les exigences de pureté de la 

phaƌŵaĐopĠe, ŵais pas les Ŷiǀeauǆ de ĐeƌtaiŶes ŵolĠĐules ;pƌotĠiŶes et aĐides ŶuĐlĠiƋuesͿ. L’Ġtude de l’adsoƌptioŶ de Đes 
molécules sur charbon actif, en fonction de la température, de la force ionique, du pH et du type de charbon actif, a permis 

d’Ġtaďliƌ les ĐoŶditioŶs les plus faǀoƌaďles de l’ĠliŵiŶatioŶ de Đes ŵolĠĐules. Les ĠƋuatioŶs ĐlassiƋues de ŵodĠlisatioŶ des 
isothermes correspondant le mieux aux résultats expérimentaux ont été sélectionnées et utilisées avec les équations de 

peƌfoƌŵaŶĐe eŶ DF, afiŶ d’assoĐieƌ au ŵieuǆ Đes deuǆ Ġtapes. EŶfiŶ, ĐoŶĐeƌŶaŶt le sĠĐhage de l’AH, deuǆ ŵĠthodes, l’uŶe paƌ 
lǇophilisatioŶ et l’autƌe paƌ pƌĠĐipitatioŶ eŶ solǀaŶt oƌgaŶiƋue, oŶt ĠtĠ ĐoŵpaƌĠes. Ces deƌŶiğƌes peƌŵetteŶt d’oďteŶiƌ ŵoiŶs de 
ϮϬ % d’huŵiditĠ et de ĐoŶseƌǀeƌ les pƌopƌiĠtĠs des ŵolĠĐules d’AH.  
 

Mots clés : Acide hyaluronique, méthode de quantification, purification, culture microbienne  

 

CONCEPTION AND OPTIMIZATION OF AN EXTRAPOLATED PROCESS TO PURIFY HYALURONIC ACIDS 

BY MICROBIAL CULTURE 
 

Hyaluronic acid (HA) is a biopolymer with mechanical and biological properties interesting the health and cosmetic areas. The 

industrial HA production is realized by implementation of streptococcus strains (group C or D). At the end of the production phase, 

a part of HA is free in a complex culture medium while the other remains associated to the cells in a capsule. The two main 

difficulties of the purification of HA lie, firstly, on the complexity of the production medium and, secondly, on the high 

requirements of the European Pharmacopoeia for such an application. 

The aim of this thesis was to provide an appropriate sequence of separation processes and a set of operating conditions for HA 

purification from a complex production medium which complies with the Pharmacopea.  

Initially, two original analytical methods for quantifying and evaluating the size of HA in complex environments have been 

developed in order to evaluate the performance criteria of the separation processes. Then, the HA extraction from the capsule, the 

elimination of cells, the purification and drying of HA were using classical separation processes and studied. The HA extraction by 

SDS or TCA showed that the HA bound to cells corresponds to 7 % of HA production. As a consequence, it was concluded that this 

step was not necessary. The cell separations from the culture medium by tangential microfiltration was unsuitable because of an 

excessive retention of HA (even at pore diameters higher than 0.22 µm) and a too fast membrane clogging. Good performances 

were observed with dead-end filtration using Celite. Then, the purification of HA by diafiltration (DF) with ultrafiltration 

membranes was considered. The operating conditions (PTM, feed rate, HA concentration and cutoff) allowing to maximize the 

permeate flow rate and the HA retention were selected from design of experiments methodology. The performances of 

purification by diafiltration (DF) in these conditions (yield, purity and productivity) were monitored. A method for predicting the 

performances according to the complex medium composition, based on the conventional mass balance equations and the DF 

permeate flow rate, was then proposed. This was done in order to facilitate the arrangement of the purification steps. In DF, the 

requirement of the pharmacopoeia in term of overall purity was obtained (> 95 %) but the proteins and nucleic acids levels were 

still above the threshold. This is why the adsorption of these molecules on activated carbon was studied as a function of 

temperature, ionic strength, pH and the type of activated carbon. The isotherm equations that better fitted the experimental data 

were selected and used combined to the equations of DF performances in order to find an appropriate chaining. Finally, the AH 

lyophilization and precipitation in organic solvent were compared. Both drying methods present less than 20 % moisture and 

preserve the properties of the molecule. 

 

Key words: Hyaluronic acid, quantification method, purification, microbial culture  
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