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RESUME

L adsorption avec un lit en expansion est une étape chromatographique qui est introduite
comme technique utilisée pour la récupération primaire de protéines a partir de bouillons
de culture. Cette technologie combine les étapes de clarification, de concentration et de
purification initiale en une seule étape. Le lit en expansion agit comme un lit fixe au point
de vue de I'efficacité d’adsorption. mais son hydrodynamique est semblable a un lit
fluidisé. En fait un lit en expansion est un lit fluidisé idéal. Par contre, un lit en
expansion en opération présente moins de turbulence dans le gel que le lit fluidisé
puisqu’il est opéré a des vitesses d’écoulement lgérement supérieures a la vitesse

minimale de fluidisation. De plus, il y a une gradation de particules de gel dans un lit en

expansion qui demeure lorsque le lit est en opération.

Le but premier de cette recherche est de caractériser I'hydrodynamique d’un lit en
expansion ainsi que les facteurs affectant son efficacité de séparation. La relation entre
les paramétres hydrodynamiques et Vefficacité de séparation est étudiée. De plus, les
effets de la mise a I’échelle sont observés et caractérisés en comparant deux types de
colonne : une colonne de 1 cm de diamétre, Synchro™ et une de 5 cm de diameétre,
Pharmacia. L’avantage d’opérer a petite échelle est une minimisation des coits
d’opération et une réduction du temps d’opération. Des tests d’expansion, de tragage
d“acétone (distribution de temps de séjour) ainsi que de saturation de la colonne (point de
rupture) sont réalisés afin de caractériser le comportement du lit. Les LUB (longueur de
lit inutilisé), la capacité du gel et le nombre de Bodenstein sont obtenus et présentés dans

ce travail.

Les parametres hydrodynamiques tels la viscosité et la vitesse d’écoulement, ont une
importance cruciale lors de l'opération du lit puisqu’ils sont ceux affectant le plus

I’écoulement. Pour la colonne de 1 cm, on trouve des nombres de Bodenstein qui varient
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entre 43 et 73 alors que pour la colonne de 5 cm, les nombres de Bodenstein se
retrouvent dans ’intervalle de 83 a 227, ou 227 est la valeur maximale obtenue pour une
vitesse d’écoulement de 0.56 mm/s. [l est également important de rappeler qu’un simple
calcul des facteurs d’expansion n’est pas suffisant afin de caractériser I’écoulement
puisque tous les facteurs calculés se retrouvent dans le méme intervalle, soit de 3.21 a
3.96 pour les colonnes de 1 et 5 cm et il descend a 2.21 lorsqu’une concentration de 15

% de glycérol est présente.

Une étude sur la capacité dynamique a également été réalisée, mais malheureusement.

aucune tendance n’a pu étre déterminée.

Lors de I"opération a petite échelle, la séparation est toujours moins effective que celle 2
grande échelle; par contre, lorsque la colonne est opérée a des vitesses inférieures. la
situation dans la petite colonne se rapproche de celle observée dans la colonne a grande

échelle.

Afin d’acquérir une compréhension accrue des phénoménes gouvernant I’opération du lit
en expansion, un modéle mathématique doit étre développé. Ce modéle liera le transfert
de matiére et I'hydrodynamique liquide-solide de fagon a prédire les performances du
type de colonne de séparation utilisée lors des expériences présentées dans ce travail en
fonction des conditions d’opérations. Un tel modéle sera développé dans le cadre de

futur travaux.

Mots clés : adsorption avec un lit en expansion e hydrodynamique o effet de la
viscosité e dispersion axiale
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ABSTRACT

Expanded bed adsorption bed is one of chromatographic steps which has been introduced
as a technique in the primary recovery of proteins starting from unclarified broths. This
technology combines a clarification, concentration and initial purification step in a single
step. Expanded bed acts like a packed bed regarding adsorption. but its hydrodynamics
are akin to that of a fluidized bed. In fact, it is an ideal fluidised bed. Though, when
operated, an expanded bed presents less axial turbulence and particles mixing since it is
operated at velocities slightly higher than the minimum fluidisation velocity. Moreover, a

classification of gel particle is observed in the expanded bed.

The main purpose of this research is to characterise the hydrodynamics of an expanded
bed column and the factors which affect its separation performance. The relationships
between hydrodynamics parameters and separation efficiency were studied. as well as the
effects of scale-down by comparing two scales of expanded bed columns of 1 cm
(Synchro™) and 5 cm (Pharmacia) in diameter. The advantage of small-scale systems is

that they minimise operational costs and time.

Expansion tests, acetone tracer tests (residence time distribution) as well as breakthrough
point experiments are performed in order to characterised the bed. The LUB (length of
unused bed), the gel capacity and the Bodenstein number are obtained from those
experiences and are presented in this work. For the conditions studied, it is determined
that the hydrodynamics variables such as flow velocity and viscosity affect the flow

pattern inside the bed.

For the one cm column, Bodenstein number between 43 and 73 are obtained while in the
five cm column, they are found between 83 and 227. The highest Bo number found for

the five cm column is obtained when a flow velocity of 0.56 mm/s is used. A simple
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calculation of the Richardson-Zaki exponent is not sufficient to characterise the
hydrodynamic flow inside the column since for all experiments, the calculated exponents
were found in the same interval; the exponents varied from 3.21 to 3.96 for both the one
and five cm column and was found to drop at 2.21 when a glycerol concentration of 15

% v/v is present.

A capacity study is done but unfortunately, no trend in the result was observed.

When working at small scale, the separation is always less effective than at large scale.
nevertheless, when varying the viscosity and operating at lower velocity, the situation in

the small scale approach the one observed in the large scale.

In order to have a better understanding of the phenomenon governing the expanded bed
operation. a mathematical model should be develop. This model will link the mass
transfer and the liquid-solid hydrodynamics in order to predict the efficiency of the
column used in this study with respect to the operating parameter. Such model will be

developed in future work.

Keywords : expanded bed adsorption e hydrodynamic pattern e viscosity effect @

axial dispersion



TABLE DES MATIERES

DEDICACE v
REMERCIEMENTS v
RESUME VI
ABSTRACT VIII
LISTE DES TABLEAUX XII
LISTE DES FIGURES X1V
LISTE DES SIGLES ET ABREVIATIONS XVI
LISTE DES ANNEXES XVIII
CHAPITRE : 1 INTRODUCTION 1
CHAPITRE : 2 REVUE DE LA LITTERATURE 3
2.1 Le principe du lit en expansion 4
2.2 L’adsorption 10
2.3 Les différents types de colonne 12
2.4 Les paramétres importants au fonctionnement du lit 15
2.5 L’opération de la colonne 18
2.6 L’hydrodynamique 22
2.7 Les caractéristiques d’expansion 27
2.7.1 Caractéristiques de I’expansion du lit 28
2.7.2 Temps de procédé et productivité 30
2.7.3 Transport de particules 30

2.8 La dispersion axiale de I’écoulement du liquide 31

2.8.1 Augmentation de I’agitation axiale des solides et des liquides dans le lit 32



2.9 La mise a I’échelle 34
2.9.1 Détermination du degré d’expansion du lit 35
2.9.2 Nettoyage de la colonne 35

2.10 Le monitoring et le contrdle 36

CHAPITRE : 3 MATERIELS ET METHODES 37

3.1 Matériels 37

3.2 Méthodes 41
3.2.1 Mesure des caractéristiques du lit en expansion 41
3.2.2 Mesure des caractéristiques de dispersion du liquide 42
3.2.3 Mesure du taux d’adsorption de protéines 43
3.2.4 Méthode statistique 44

CHAPITRE : 4 CONCEPTS THEORIQUES 47

4.1 Distribution du temps de résidence pour les réacteurs non idéaux 47
4.1.1 Détermination de la distribution de temps de s€jour 47
4.1.2 Caractéristiques de la fonction E(t) 48
4.1.3 Analyse d’un réacteur non-idéal 50

4.2 Transfert de matiére 54

CHAPITRE : 5 ANALYSE DES RESULTATS 63

5.1 Analyse statistique de I’efficacité de séparation : détermination des effets

dominants 63

5.1.1 Parametres hydrodynamiques 66

5.2 Relations entre les paramétres hydrodynamiques et I’efficacité de séparation __ 79

5.3 Effet de la mise a I’échelle 84

CHAPITRE : 6 CONCLUSION 95

l REFERENCES 97




LISTE DES TABLEAUX

Tableau 3-1 Caractéristiques du gel

X1l

4]

Tableau 3-2 Méthode statistique

45

Tableau 3-3 Valeur des variables

45

Tableau 3-4 Protocole expérimental

46

Tableau 5-1 Analyse des résultats obtenus avec la méthode statistique

63

Tableau 5-2 Facteur d’expansion et vitesse terminale empirique

68

Tableau 5-3 Effet du distributeur du bas — nombre de Bodenstein

70

Tableau 5-4 Effet de la hauteur de lit — nombre de Bodenstein

72

Tableau 5-5 Effet de la viscosité — nombre de Bodenstein

74

Tableau 5-6 LUB et capacité

82

Tableau 5-7 LUB et capacité

84

Tableau 5-8Colonne de 5 cm — facteur d’expansion et vitesse terminale

Tableau 5-9 Colonne de 5 cm — nombre de Bodenstein

88

Tableau A-1 Influence du systéme

Tableau A-2 Comparaison entre l'eau et la solution utilisée

Tableau A-3 Calcul du degré d'expansion - Effet de la viscosité

Tableau A-4 Calcul du degré d’expansion — Différents débits

Tableau A-5 Détermination du débit nécessaire pour un ratio de 3

Tableau A-6 Nombre de plateaux pour différentes viscosités

Tableau A-7 Nombre de plateaux théoriques pour 3 concentrations de glycérol

Tableau A-8 Degré d'expansion et N/m pour différents angles de déviation
Tableau A-9 Nombre de plateaux par métre pour les 3 types de distributeurs
Tableau A-10 Vitesse expérimentale pour différents distributeurs

Tableau A-11 Indice n pour différents distributeurs

Tableau A-12 Nombre de plateaux théoriques pour différentes hauteurs de gel

Tableau A-13 Vitesse expérimentale pour différentes hauteurs de gel

101
102
102
102
102
103
103
106
110
111
111
113
113



X111

Tableau A-14 Nombre de plateaux théoriques pour différentes hauteursdegel 114
Tableau A-15 LUB IS
Tableau A-16 Capacité 117
Tableau A-17 Nombre de Bodenstein distributeur de 45 degrés 117
Tableau A-18 Nombre de Bodenstein distributeur de 90 degrés 118
Tableau A-19 Nombre de Bodenstein distributeur de 150 degrés 118
Tableau A-20 Nombre de Bodenstein différentes hauteurs de gel 118
Tableau A-21 Nombre de Bodenstein différentes concentrations de glycérol 119

Tableau A-22 Nombre de Bodenstein colonne de 5 cm 119




X1V

LISTE DES FIGURES

Figure 2-1 Le procédé standard versus le procédé avec lit en expansion (Snow 1994) .... 4

Figure 2-2 Colonne de Streamline SO ...............cccooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee 13
Figure 2-3 Colonne d’expansion modifiée (Bertrand etal. 1998) ........c.ccccooeen. 14
Figure 2-4 Colonne proposée par UpFront (Chromatography 1997).........eerneinine. 15
Figure 2-5 Les patterns qui peuvent étre observés dans une colonne en expansion

(Pharmacia-Biotech 1996)...... ... et eee e et et e e s s e s s ee s e 21
Figure 3-1 a) Colonne SynChro b) Colonne Pharmacia 50.............ocoormnrnnnnnnn. 37
Figure 3-2 Schéma du distributeur...............ccoiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 39
Figure 3-3 Systéme Biopllot........coooii ittt 40
Figure 4-1 Mesure du temps de résidence (Fogler 1992) .........cciiiiiiiiiiiiieneens 48
Figure 4-2 Temps de résidence pour un lit fixe avec zones mortes et chemins préférentiels
(FOgIer 1992) ... e aee s e e se s e enae s e 49
Figure 4-3 Dispersion d'un traceur a I'intérieur d'un tube (Fogler 1992) ........................ 52
Figure 4-4 Systéme fermé (Fogler 1992) ... 54
Figure 4-5 Courbe idéale d'adsorption (Treybal 1980) ..ol 55
Figure 4-6 Courbe de rupture idéale (Treybal 1980)..........c.cccccccciiiiiiiiiinniiiiiaens 58
Figure 4-7 Courbe idéale de rupture(Treybal 1980)........ccccccoiiiiiiiiiiiniieeiiee 59
Figure 5-1 Distribution de la taille des particules .............c.oiiiiiriiiiiiiirieeeees 65
Figure 5-2 Effet de la viscosité sur Fadsorption............ccccooiiiiiiiiiimminnniereeeeceeee 75
Figure 5-3 Effet de la viscosité sur le degré d'expansion ...........c.ccocceemmmrrrvncnecnnnnee. 76
Figure 5-4 Effet de la viscosité sur 1a porosité ...............cccoeuvvmmeniiireciriemmmniiinieeeienieeee, 77
Figure 5-5 Courbe de saturation idéale et réelle...............c.ccoiiiiriiiniiinriniiceneens 81
Figure 5-6 Comparaison entre la petite et grande échelle — facteur d’expansion............ 87
Figure 5-7 Comparaison entre les colonnes de 1 et 5 cm - nombre de Bodenstein......... 91
Figure 5-8 Comparaison entre les colonnes de I et 5 cm - Degré d'expansion............... 94

Figure A-1 Effet du débit volumique sur la pression a I'intérieur de la colonne............. 106



Figure A-2 Déviationde la colonne............ccooooiiiiiiiiiiiireeceee e cnreceee e 107
Figure A-3 Effet de la verticalité de lacolonne ......... ..ot 108
Figure C-1 Courbe de rupture typique................coooiiiiiiin ittt iaeaieeeeaas



LISTE DES SIGLES ET ABREVIATIONS

aire d’échange (section de la colonne) (cm?)
nombre d’Archiméde

nombre de Bodenstein (UL/D,y)
concentration de traceur (mg/ml)

concentration initiale de traceur (a I’entrée de la colonne) (mg/ml)
concentration de traceur a la sortie de la colonne (mg/ml)

diamétre de particule (um)

diameétre de la colonne (cm)

diamétre de la colonne (cm)

coefficient de dispersion axiale
coefficient de dispersion axiale effective
coefficient de diffusion moléculaire
coefficient axial de diffusion eddy
distribution temps de résidence

débit volumique (m’/s)

capacité d’adsorption

hauteur de la section de test (cm)
hauteur du lit (cm)

longueur caractéristique de la colonne (cm)
coefficient de transfert de matiére

masse moléculaire de la solution (g/mol)
factcur d’cxpansion

nombre de plateaux théoriques (t*/c%)
nombre de Peclet effectif (UL/D.s)
nombre de Peclet fluide (udy/D.u€)
nombre de Peclet particule

nombre de Reynolds (d,Up/p)

nombre de Reynolds pour un minimum de fluidisation
nombre de Schmidt (u/pDy)

volume auquel le point de rupture apparait (ml)
volume de gel dans la colonne (ml)
vitesse d’écoulement (mm/s)

vitesse minimale de fluidisation (mm/s)
vitesse terminale ((pp - p1)d,’g/ps) (mnv's)
température (K)

temps (s)

temps de résidence moyen (s)

volume de liquide (ml)
volume de gel (ml)



DTS
LUB
Sp

XVl

quantité totale de solution accumulée durant la rupture (w.- wy,) (ml)
volume au point de rupture (ml)

volume a saturation (ml)

volume ou les deux cotés de la courbe sont identiques (mlf)

masse de particule dans une section du lit (g)

concentration initiale de lysozyme (mg/ml)

concentration de lysozyme (mg/ml)

hauteur de lit fixe (cm)

zone d’adsorption (cm)

viscosité du liquide (cps)

porosité

variance

temps nécessaire a la zone d’adsorption pour se déplacer d’une longueur
égale a sa propre hauteur (s)

temps nécessaire pour que la zone d’adsorption s’établisse puis sorte du lit
(s)

temps nécessaire a la formation de la zone d’adsorption (s)

temps auquel les zones ombragées sont équivalentes (s)

temps auquel le point de rupture apparait (s)

densité des particules (kg/m’)

densité du liquide (kg/m’)

fraction solide

fraction fluide

distribution de temps de séjour
longueur de lit inutilisé (length on unused bed)
matrice d’échange d’ion sulphopropyl (sulphopropyl ion exchange ligand)



LISTE DES ANNEXES

a
b.

B o

e.
f.

g.

XVIII

ANNEXE A - Les expériences 101
Validité des comparaisons - influence de la colonne et des solutions tampons _101
Effet de la pression et de la verticalité 104
Effet du systéme de distribution 107
Effet de la quantité de gel 112
LUB 114
Capacité 116
Nombre de Bodenstein 17
ANNEXE B - Spécifications de la colonne 120
ANNEXE C — Courbe typique de rupture 123
ANNEXE D — Résultats du Mastersizer pour la taille des particules 125




CHAPITRE 1 INTRODUCTION

La séparation par chromatographie avec un lit en expansion est une technique utilisée
dans I'industrie pharmaceutique. Elle se base sur des molécules de soluté chargées et des
entités inversement chargées liées de fagon covalente a une matrice chromatographique.
La séparation par chromatographie est normalement rélisée dans une colonne a lit fixe.
Dans un lit fixe, on retrouve des problémes d’opération tel le colmatage de la colonne et
la nécessité d’ajouter des étapes de clarification; une alternative est donc recherchée. La
séparation avec le lit en expansion est I’alternative proposée il y a quelques années. Cette
technique est en réalité une matrice chromatographique fluidisée ou la solution est
introduite par le bas de la colonne. La séparation avec le lit en expansion fait partie de
I'étape de purification. En fait, dans P'industrie pharmaceutique, plusieurs produits
d’intérét sont des protéines et des fractions d’anti-corps. IIs sont produits par des
bactéries: aprés fermentation, un bouillon de culture est recueilli. La premiére étape de la
purification est de concentrer le produit et de le purifier. La séparation avec un lit en

expansion constitue cette premiére étape de purification.

Le but de la recherche est d’étudier les caractéristiques d’une colonne chromatographique
a lit en expansion. Les facteurs affectant I’efficacité de la séparation ainsi que la

séparation elle-méme sont étudiés. En fait, les objectifs principaux du projet sont :

¢ D’étudier I'effet du scale-down, c’est-a-dire de diminuer le diamétre de la colonne afin
de mieux comprendre les forces et les phénoménes gouvernant le systéme.

¢ De caracténser la colonne utilisée.

® D’étudier les effets de plusieurs variables sur I’hydrodynamique.

¢ De déterminer le nombre d’étages théoriques, le nombre de Bodenstein, les degrés

d’expansion ainsi que [a capacité de la colonne.



Le scale-down de I’adsorption avec un lit en expansion est intéressant puisqu’il permet
d’étudier les facteurs influengant I'opération de la colonne a moindre coiit en peu de
temps. La compréhension des phénoménes gouvernant ce systéme de séparation est
primordial. En fait, le systeme doit étre défini afin de pouvoir le contréler, I’automatiser
et rentabiliser I’opération. De plus, la mise a I'échelle doit étre comprise et maitrisée afin
de réaliser la recherche et le développement a petite échelle pour ensuite opérer a grande

échelle dans les conditions optimales déterminées a petite échelle.

Dans ce travail, un premier pas est fait dans cette direction. La relation entre les
parameétres hydrodynamiques et I'efficacité de séparation est étudiée. De plus, les effets
de la mise a I'échelle sont observés et caractérisés en comparant deux types de colonne :
une colonne de 1 cm de diamétre, Synchro™ et une de 5 cm de diamétre, Pharmacia.
Les LUB (longueur de lit inutilisé), la capacité du gel et le nombre de Bodenstein sont

présentés.



CHAPITRE 2 REVUE DE LA LITTERATURE

Dans I'industrie biotechnologique pharmaceutique, plusieurs produits d’intéréts sont des
protéines. Ces protéines sont synthétisées dans une variété de systémes biologiques ;
pour la plupart des applications thérapeutiques, la pureté du produit doit étre tres élevée.
Lors de la purification primaire d’une substance, trois étapes sont nécessaires : une
centrifugation et une microfiltration afin de clarifier la solution ainsi qu une purification
avec une chromatographie dans un lit fixe pour concentrer et purifier le composé (Chase
et Draeger 1992; Chase 1994).

L’ adsorption requiert un gel adsorbant, un composé a adsorber et une solution d’ou le
composé est adsorbé. De plus, I’adsorption doit €tre réversible afin de pouvoir récupérer

le composé d’intérét lors de I'élution (Hjorth 1997).

La plupart des purifications de protéines impliquent des particules suspendues dans un
liquide qui contient également des cellules et des débris cellulaires générés lors de
I'extraction du produit intracellulaire. Les cellules et les débris cellulaires contenus dans
le bouillon de culture peuvent rester bloqués dans les interstices du gel dans le lit fixe.
Ceci occasionne une augmentation de la perte de charge a I’intérieur de la colonne ainsi
qu’une agglomération de cellules et des débris pouvant se former au niveau du
distributeur inférieur. Jusqu’a maintenant, la fagon de remédier a ce probléme est
d’ajouter deux étapes qui précédent I’extraction dans la colonne a lit fixe: la
centrifugation et la filtration (Fig. 2.1). En plus d’augmenter le prix de I’opération,
I’autre désavantage de cette solution est la perte considérable de produit. Une alternative
développée récemment pour contrer le cotit élevé de production est I’adsorption dans un
lit en expansion. Cette technique est avantageuse puisqu’elle permet I'élimination des

deux étapes précédant I'extraction. L’adsorption dans un lit en expansion est une



technique récente (Chase et Draeger 1990; Gailliot et al. 1990). Les premiers articles sur

le sujet ont paru, il y moins de 10 ans.

Procédé standard ( S unités)

g

Fermentew ou Cen " Résxervos  Porpe Five Aeservor Pompe Membranes "M Mise on boutesle
réacleur riuges mmmmm

U

Procédé avec Streamline. - Adsorption lit en expansion (3 unités)

5.8 G

Fermeniew ou Reserver “ '“‘" Mise en boutate
aceur -ncun it on cxpEAID

Figure 2-1 Le procédé standard versus le procédé avec lit en expansion (Snow 1994)

2.1 Le principe du lit en expansion

Le lit en expansion s’inspire du principe de fluidisation. Lorsque le liquide est introduit
par le bas de la colonne, les particules de gel a I'intérieur du lit se distancient. c’est-a-dire
qu’elles subissent une expansion vers le haut de la colonne. L’adapteur, qui est la partie
supérieure mobile de la colonne, (pour détails voir Fig. 3-2) ne doit pas empécher le
mouvement des particules de gel, donc, il doit étre placé a une hauteur suffisamment
élevée. Idéalement, chaque particule de gel garde une position discréte dans le lit en
expansion, avec un minimum de mouvements. Ceci est di a la distribution des billes de
gel dans le lit. Les particules de gel sont réparties dans la colonne selon une distribution

de tailles. (Fig. 2.2)



La densité¢ de chaque bille est quasi-identique, mais leur diamétre differe. Cette
distribution assure la stabilité au lit et I’absence de mélange turbulent a I'intérieur de la
colonne. Les billes les plus petites sont emportées plus facilement par le courant et se
retrouvent dans la partie supérieure de la colonne. Les billes plus larges ne sont pas
emportées aussi facilement et restent dans la partie inférieure de la colonne. Les billes de

gel prennent une certaine disposition dans la colonne de fagon quasi instantanée.



/

Upper adapter

/

I Flow

Figure 2-2 Comparaison entre (a) lit fixe et (b) lit en expansion (Chang et Chase
1994)
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Figure 2-3 Comparaison entre un lit fluidisé conventionnel et un lit en expansion
(Snow 1994)




Un lit en expansion est en fait un lit fluidisé. Il est par contre important de faire
correctement la différence entre I’opération d’un lit fluidisé et d’un lit en expansion. (Fig.
2.3) Mis a part le fait que les deux suivent les mémes principes, il existe plusieurs
facteurs importants spécifiques a I'opération d’un lit en expansion dans une colonne
d’adsorption. Puisqu’on désire des bonnes performances de séparation, il est important
de minimiser le mouvement des particules. Ainsi, il est possible d’obtenir des nombres de
plateaux théoriques élevés. Dans le lit en expansion, on désire une gradation des
particules de gel dans la colonne, I'écoulement de liquide a I’intérieur est de type piston et
il n’y a pas ou peu de turbulence dans le lit. Le coefficient de dispersion axiale est faible
et le nombre de plateaux théoriques est grand (Anspach 1999). Les particules dans le lit
font un mouvement discret autour de la méme position. Le lit atteint I’expansion
complete lorsque la force de gravité sur chaque particule est égale a la force de
suspension procurée par le courant de liquide ce qui est le principe méme de la
fluidisation (Snow 1994). On pourrait donc définir un lit en expansion comme étant un lit
fluidisé idéal. Un équilibre doit étre établi entre la vitesse d’entrainement de la particule
de gel et la vitesse de sédimentation du gel, c’est-a-dire entre la force de trainée et le

poids apparent de la particule (Fig. 2-4).

Force de trainée

O

l Poids apparent de la particule

Figure 2-4 Bilan d'équilibre sur une particule

Idéalement, un lit en expansion est opéré a une vitesse légérement supérieure a la vitesse

. minimum de fluidisation. La technique du lit en expansion offre 1’avantage par rapport au



lit fixe, de ne pas se colmater et d’étre moins affecté par les cultures contenant un haut
taux de solides ou une viscosité élevée. Par contre, un des désavantages de I’expansion
est le manque de compréhension du procédé de fluidisation avec les résines utilisées
(telles Streamline™ et Bioran™) et les lysats de bactéries (lysozymes, BSA, fraction
d’anti-corps) présent dans le fluide fluidiseur (Thelen et al. 1997).

Le lit fluidisé, tel qu’il est opéré dans le domaine des réacteurs chimiques ou pour la
combustion, se définit de la fagon suivante : passage de fluide a travers le lit de particules
a vitesse relativement élevée, ce qui occasionne un mélange grossier des particules du lit ;
donc une turbulence élevée dans le lit. Pour une colonne d’adsorption opérée dans ces
conditions, la turbulence fait en sorte de diminuer I’efficacité de séparation. Le lit fluidisé
posséde alors un coefficient de dispersion axiale élevé et un nombre de plateaux
théoriques bas (Anspach 1999). Par contre, pour le lit en expansion, il posseéde
pratiquement la méme efficacité qu’un lit fixe avec en plus, la possibilité de faire passer
des bouillons de cultures sans causer de blocage dans le gel ((Chang et Chase 1994);
(Thommes et al. 1997)). La principale différence entre I’adsorption dans un lit fixe et un
lit fluidisé est la mobilité des particules d’adsorbant dans le lit fluidisé. Si cette mobilité
est maintenue a un minimum, le lit en expansion devient pratiquement équivalent au lit

fixe en terme de nombre de plateaux théoriques par hauteur de lit.

La productivité de la colonne en expansion est plus grande a des vitesses élevées que
celle des lits fixes malgré leur efficacité légérement inférieure (Finette et al. 1998). En
d autres termes, le lit fixe posséde une efficacité de séparation supérieur mais lors de
I'opération de la colonne a des vitesses élevées, I'augmentation de la pression et le
nécessité d’opérer a contre-courant font en sorte que la productivité est plus grande dans
la colonne avec le lit en expansion. Le lit en expansion est formé d’une ségrégation de
particules, les plus grosses dans le fond, les plus petites sur le dessus. Pour obtenir un lit

en expansion avec un faible degré de mélange, un profil piston, «plug-flow », est



désirable. Cela est obtenu en générant une perte de charge a I’entrée du liquide dans la
colonne afin de bien uniformiser le profil de vitesse du liquide sur la section d’écoulement

(Hjorth 1997).
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2.2 L’adsorption

[1 existe plusieurs méthodes de purification de protéines. On retrouve la précipitation du
produit a I'aide de solvants tels des bases, des acides, des produits organiques et non-
organiques. Ensuite, on peut utiliser I’'interaction hydrophobique, la chromatographie en
phase inversée, I’affinité immobilisée sur métal, des ligands en affinité biologique, la
chromatographie en mode mixte (hydroxyapatite, ligands teinture et des boronates de

phényl) et la chromatographie par échange d’ions (Gagnon 1998).

Cette derni¢re technique, la chromatographie par échange d’ions, est 'une des plus
utilisées dans I'industrie. Elle se base sur des molécules de soluté chargées et des entités
inversement chargées liés de fagon covalente 3 une matrice chromatographique. La
popularité de cette technique est due a son application variée, son haut pouvoir de
résolution, sa grande capacité ainsi que sa simplicité d’opération. Un bon échangeur
d’ions doit posséder un mécanisme d’interaction trés simple entre I’échangeur d'ions et le

soluté.

Trois facteurs peuvent étre contrélés dans la colonne de chromatographie : la sélectivité,
I"efficacité et la capacité. La sélectivité est définie par les facteurs suivants : la nature des
groupes ioniques de la matrice, le pH ainsi que la force ionique. La capacité, quant a
elle, peut se définir de deux fagons ; soit la capacité ionique totale, soit la capacité
dynamique. Le nombre de particules chargées par gramme d’échangeur d’ions sec ou
par ml de gel en expansion est ce qu’on appelle la capacité ionique totale. La quantité
réelle de protéines qui peuvent étre liées a I'échangeur d’ions, sous des conditions
cxpérimentales définies, dépend de la vitesse d’écoulement a laquelle le gel doit étre
opéré. La quantité liée est alors caractérisée comme la capacité dynamique de
I'échangeur d’ions. Cette capacité dépend des facteurs suivants : les propriétés de la

protéine, les propriétés de I’échangeur d’ions et les conditions opératoires. Les
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conditions opératoires qui affectent la capacité sont le pH, la force ionique du tampon, la

nature de I'ion échangé, la vitesse d’écoulement, les propriétés de la phase liquide et la

temperature.

Le taux d’échange d’ions dépend de cinq étapes individuelles (Treybal 1980) :

1)
2)
3)
4)
5)

La diffusion des ions de la solution a la surface du gel dans le film stagnant.

La diffusion interne des ions a travers la particule solide jusqu’au site d*échange.
L échange d’ions (adsorption. réaction et désorption).

La diffusion vers I’extérieur des ions et ’expulsion de la particule solide.

La diffusion des particules émises dans la phase liquide.

Les prochains points présentent les principaux avantages de [utilisation de la

chromatographie avec échange d’ions :

Haute résolution.

Dans Ia solution contenant le produit purifié, peu d’ADN, de virus et d"endotoxine
sont présents.

Capacité de subir des traitements chimiques agressifs.

Peut accommoder une grande variété de produits.

Par contre. comme toute technique, elle comporte des désavantages (Pharmacia-Biotech

1991) :

Nécessité de diluer la solution afin que celle-ci reste dans la gamme de conductivité
supportée par le gel.
Contamination facile du gel, c’est-a-dire occupation des sites de réactions par des

entit€s autres que le produit d’intérét.
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Le gel cationique posséde des groupes chargés positivement qui sont liés de fagon
covalente. Les groupes chargés captent le produit qui est chargé négativement. Donc, le
conditionnement du gel doit se faire avec une solution qui lui permet de garder ces
charges, pour cette raison, il est parfois nécessaire de diluer la solution. Une fois que le
produit est adsorbé, on veut le désorber, pour ce faire. on utilise une solution possédant
les mémes charges que le produit donc on crée une compétition entre les deux. De cette
fagons, le produit est désorbé du gel, souvent a I’aide d une solution saline, ce qui rend la

conductivité élevée.

2.3 Les différents types de colonne

Plusieurs compagnies commercialisent des colonnes d’adsorption. La compagnie
Pharmacia est une des pionniéres dans les colonnes désignées spécialement pour les lits en
expansion. Pharmacia a commercialisé plusieurs colonnes de séparation. Celles-ci
possédent différents diamétres. Elles possédent un distributeur muni d’un filtre a la base
ainsi qu’un adapteur mobile dans la partie sup€rieure. L’adapteur supé€rieur est également
muni d’un filtre pour empécher le gel de s’échapper. La colonne elle-méme est faite de

VEITEC.
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Figure 2-5 Colonne de Streamline 50

Une des variantes de la colonne de Pharmacia est I’ajout d*un cylindre magnétique dans le
bas de celle-ci (Fig. 2-6). Cette technique permet un mélange en bas de la colonne afin
d’éviter 1'agglomération de particules ou, du moins, en réduire les chances. Afin
d utiliser cette barre magnétique, une deuxiéme entrée de liquide est faite sur la paroi

latérale (Bertrand et al. 1998).
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Figure 2-6 Colonne d’expansion modifiée (Bertrand et al. 1998)

Une colonne similaire est présentée par Lihme et al. (1998). Cette colonne posséde une
seule entrée sur la paroi inférieure. Elle posséde une sortie également sur la paroi
inférieure ot la solution d’élution sort. Pour ce qui est de la partie supérieure, la solution
sort par I’adapteur mobile. La colonne posséde également une barre magnétique qui
assure le mélange de la solution et diminue les risques d’agglomération. Lihme et al.
(1998) et Zafirakos et al. (1998), présentent aussi une version améliorée de cette colonne
qui ne posséde pas de filtre ni de plaque de distribution dans la partie inférieure, mais
toujours la barre magnétique. Il n’y a pas d’adapteur dans la partie supérieure, mais
plutét une sortie flottante qui peut agir comme mesure de niveau. Cette colonne présente
I’avantage d’étre peu cofiteuse a construire en plus d’étre plus facile a automatiser. Par
contre. I’élution doit se faire en mode expansion, ce qui donne un plus grand volume.

Cependant, I’élution en mode expansion est de plus en plus utilisée dans I’industrie pour
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des questions de facilité d’opération, de nettoyage de colonne ainsi que de validation.
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Figure 2-7 Colonne proposée par UpFront (Chromatography 1997)

2.4 Les parametres importants au fonctionnement du lit

La stabilité du lit est primordiale au bon fonctionnement de la séparation ainsi qu’a son
efficacité. Si le lit n’est pas stable, il se comportera comme un lit fluidisé conventionnel,
c’est-a-dire avec un mélange des particules. Le succés de I’adsorption avec un lit en
expansion est directement lié au controle de la fluidisation idéale de I’adsorbant ; et, un lit
stable avec agitation minimum est crucial pour atteindre la performance du lit fixe
(Thommes et al. 1995). Il existe plusieurs paramétres importants pour la stabilité du
lit tels qu énumérés par Thommes (1997).
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Trois paramétres influencent grandement la stabilité du lit et sont responsables de son

efficacité :

—
.

L’alignement de la colonne.
2. Les pertes de charge - elles doivent étre constantes, car des fluctuations entrainent

des chemins préférentiels dans le lit.
3. Le distributeur ou systéme de distribution.

L’alignement de la colonne est crucial au bon fonctionnement. En fait, Bruce et Chase
(1998) ont rapporté une baisse de 7.8% d’adsorption pour une déviation de seulement
0.15 degré sur une colonne de 1 cm. Par contre, aucune baisse est observée sur la
colonne de 5 cm pour une méme déviation. Donc, les effets sont moindres sur les
colonnes de diamétre plus grand. Le systéme de distribution est important a la stabilité
du lit dans la mesure ou il favorise un écoulement piston et minimise le mélange axial a
I'intérieur de la colonne. Par contre, De Luca et al. (1994) ont démontré que le design
du distributeur n’est pas crucial si la hauteur de gel est suffisamment élevée, car, avec
cette hauteur, I'effet des jets de liquide engendrés par le distributeur est dissipé. La
méme conclusion est stipulée par Galaev (1998) a I’effet que la stabilité du lit dépend de
la hauteur de gel dans la colonne. Si la hauteur est au moins le double du diamétre de la
colonne lorsque celle-ci n’est pas en opération, la partie inférieure agit comme

distributeur tandis que la partie supérieure permet un lit stable.



17

Les parametres influencant la performance du lit sont les suivants (Thémmes 1997) :

Les conditions d’équilibre entre la protéine 4 adsorber et le gel
La dispersion dans la phase liquide

Le transport de matiére dans la phase liquide

Le transport de matiére dans la phase solide

La dispersion de la phase solide

® & o 0o o0

Les conditions d’équilibre entre les protéines et le gel adsorbant pour un lit en expansion
sont influencées par la concentration de protéines. La conductivité, le pH et la présence
de débris et de particules (qui réduisent la capacité d’adsorber du gel en s’attachant aux
surfaces) affectent I’adsorption. Chase et Draeger (1992) soulignent le fait qu’il y a une
baisse de la capacité maximum d’adsorption en présence de cellules. Le systéme le plus
touché est celui a échange d’ions o ’on remarque une baisse drastique de 49 % de la
capacité alors que le systéme par affinité subit une baisse de 17 % seulement. Quant a
Lan et al. (1998), ils observent que la présence de cellules stabilise le gel et favorise
I'adsorption de protéines tout en réduisant le mélange et en augmentant le nombre de

plateaux.

Lors de I'adsorption, les parameétres critiques peuvent étre divisés en deux catégories :
physiques et chimiques. Les paramétres chimiques sont liés a la capacité et a la sélectivité
du procédé de séparation : le pH, la force ionique et le type de solution tampon. Quant
aux parametres physiques, ils sont reliés a I’hydrodynamique et a la stabilité d'une
fluidisation homogéne dans le lit. Certains paramétres sont liés a la culture elle-méme : la
concentration de cellule, la quantité de biomasse et la viscosité. Les autres paramétres
sont liés aux conditions d’opération : la température, le débit volumique et la hauteur du

lit.
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2.5 L'opération de la colonne

Mc Cormick (1993) définit les étapes d’opération pour la colonne d’adsorption comme

suit :

¢ La solution tampon est envoyée dans le lit par le dessous de la colonne, ce qui

entraine I"expansion du lit par fluidisation des particules de gel.

On remplace la solution tampon par la solution a traiter lorsque le lit est stable.

¢ [’expansion augmente quelque peu avec la solution, car elle a une densité et une
viscosité plus grande.

¢ Un cycle de lavage suit le passage de la solution ; elle a pour but d’entrainer vers le
haut les débris qui sont restés dans le lit.

¢ Le lit est rabaissé et un €luent est passé dans la colonne par le haut, si en mode fixe ou
par le bas si en mode expansion.

¢ Le composé voulu est concentré pendant I’élution.

L 2

Lors de I"élution, la colonne peut fonctionner en mode expansion ou encore en mode fixe
(sédimenté). S’il y a seulement une petite partie de la capacité du gel qui a été utilisée, il
est préférable de faire I’élution avec le gel sédimenté. Par contre, si une grande partie du
gel est utilisée, il est préférable de faire I’élution avec le gel en expansion. La vitesse de la
solution tampon pendant I’élution affecte la concentration du produit. Une faible vitesse
donne un plus petit volume d’élution (Pharmacia-Biotech 1996). L’élution en mode
expansion est parfois désavantageuse. S’il y a présence de cellules ou débris dans la
colonne aprés le lavage, ils vont sortir en méme temps que la protéine d’intérét et, par le

fait méme, rendre moins pure la solution (Anspach 1999).

L étape de lavage a une double fonction : elle enléve les débris qui sont retenus entre les
particules du gel en plus d’enlever les protéines qui ont formé de faibles liens avec le gel
(Chase et Chang 1994). Peu importe le lzvage et I’élution, dans un échangeur anionique,
il reste toujours des particules. Par contre, Anspach (1999) et Ramberg (1998), ont

déterminé que la solution nettoyante la plus performante pour éliminer les acides aminés
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(c’est-a-dire les protéines), les lipides ainsi que les composés comprenant du phosphore
est une solution de 1.0 M d’hydroxyde de sodium (NaOH). De plus, lorsqu’il y a
présence de NaCl dans la solution, la procédure de nettoyage en place (clean-in-place) est
plus efficace et peut enlever les molécules d’ADN (Anspach 1999). La procédure de
nettoyage en place (CIP) est I’opération de nettoyer le gel utilisé lors de la séparation en

ne changeant rien au montage opératoire, ni en retirant le gel de son environnement.

Les sources les plus critiques de variation durant I'opération d’une colonne d’adsorption
en expansion sont : une variation dans la concentration du produit, une variation dans la
concentration de protéines contaminantes, une variation de la quantité de biomasse, une
variation de la viscosité et de la conductivité et, enfin, des changements de personnel,

d’équipement, de matiéres premiéres et de tampon (Anspach 1999).

Les paramétres d’opération sont définis comme suit :

¢ Les propriétés du produit a adsorber.

¢ Les propriétés de I’'adsorbant.

¢ Les propri€tés de la solution (densité, viscosité, concentration de cellules ou débris.
etc. ).

¢ La vitesse de I'écoulement.

¢ La géométrie de la colonne.

Le lit est affecté par la biomasse et la viscosité de la solution. Lorsque la quantité de

biomasse séche est élevée, il y a une accumulation de particules de gel sur I’adapteur du

haut puisque les particules de gel sont emportées par le courant fluidiseur. Lors des

expériences de Frej et al. (1994), ceci a causé un effondrement du lit au-dela d’une

viscosité de 500 mPa.s. Au dela de la viscosité mentionnée, les pertes de charge a travers

le lit est importante et I’écoulement du fluide est hardu, ce qui fait que I’expansion du lit

est difficile et dans un cas d’effondrement, voir impossible. Ces derniers (Frej et al. 1994)

proposent quelques conseils d’opération afin de faciliter 'opération de la colonne et de

réduire les chances d’un effondrement du lit :
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¢ Le distributeur doit fournir un débit uniforme sur toute la surface de la colonne.

¢ Les particules du gel adsorbant doivent avoir une haute densité et avoir une
distribution gaussienne de densité et de taille.

¢ Les ligands doivent étre en mesure de tolérer des procédures de lavage sévere.

¢ Lors de 'usage de solution avec une forte viscosité, le lit va avoir une grande
expansion et I’adsorbant va commencer a s’accumuler dans le haut de la colonne ;
cela va entrainer un blocage avec les cellules et les débris cellulaires et le lit va
s'effondrer. Si la direction de I’écoulement est inversée quelques instants, on peut

empécher le probléme: par contre, la stabilité du lit est perturbée.

[ peut étre bon de placer, entre la pompe et la colonne, un appareil qui minimise les
pulsations de la pompe; de cette fagon. la colonne est moins affectée par les pulsations
(Thelen et Ramirez 1998). Les cellules ne sont pas endommagées en passant a travers le
lit en expansion ou en passant a travers une pompe piston (Ameskamp et al. 1997). Par
contre, la contrainte de cisaillement (shear stress) doit étre maintenu au minimum afin de

réduire le risque de dégradation moléculaire des protéines d’intérét.

Dans la colonne, il y a une faible agitation et le design du distributeur doit étre fait de
facon tres attentionné pour s’assurer qu’il n'y a pas formation d’un vortex. Le systéme
de distribution doit créer une perte de charge suffisante pour obtenir un écoulement
piston; de plus, il doit diriger I’écoulement dans le sens vertical seulement. Le distributeur

ne doit pas avoir de zone morte ou les débris pourraient s’accumuler.

Un distributeur avec des petits pores (0.8 mm) distribue le jet de liquide a I’entrée de la
colonne. Dues a la petitesse des pores. certaines limitations sont engendrées. Si le
liquide contient des impuretés ou des bulles d'air, la distribution uniforme de I’écoulement
peut étre affectée puisque les pores du distributeur peuvent étre bloqués (Zafirakos et
Lihme 1999).
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Figure 2-8 Les patrons qui peuvent étre observés dans une colonne en expansion
(Pharmacia-Biotech 1996)

La figure 2-8 présente les différents patrons d’écoulement qui peuvent étre observés dans
un lit en expansion. L’image de gauche (A) représente I'écoulement idéal, ou les
particules de gel tournent discrétement sur elles-mémes avec un minimum de dispersion
axiale. L’image centrale (B) représente un écoulement avec des chemins préférentiels
tandis que I'tmage de droite (C) représente 1I’écoulement dans une colonne qui n’est pas
alignée verticalement; on observe, encore une fois, I’apparition de chemins préférentiels

qui résultent en un mixing grossier du lit.

Lors de ’opération du lit, il est important d’avoir une bonne idée du taux selon lequel le
transfert de matiére entre les phases s’effectue, d’autant plus que ce paramétre a une
importance cruciale sur la quantité d’adsorbant qui peut étre utilisée efficacement sous

ces conditions (Chase et Draeger 1992).



2.6 L'hydrodynamique

Les particules lors de I’'expansion ont un parcours particulier qui peut étre relativement
bien décrit par un modéle de diffusion. La source majeure de diffusion provient des effets

hydrodynamiques (Thelen et Ramirez 1998).

L’expansion du lit peut étre décrite par la corrélation de Richardson-Zaki qui régit

I"expansion du lit fluidisé homogéne (Thémmes 1997).

U =U,e¢ 3

Ou Ut est la vitesse terminale des particules qui peut étre calculée par I'équation de

Stokes.
2
Pp—pPryap g
U[=( £ IP pour Re<O0.1 ou Rc-;'=M
18,”1 M )

Lorsque certains parametres d’opération peuvent étre contrdlés et leur influence dominée,
la performance du procédé peut étre améliorée ((Thommes 1997) (Chase et Chang
1994)). Plusieurs instabilités hydrodynamiques et des courants de solides sont retrouvés
dans le lit en opération et causent un mélange axial et une ségrégation des particules. Le
maintien de I"écoulement piston maximise le nombre théorique d’étages dans la colonne.

ce qui assure une performance accrue a la chromatographie.

Les propriétés des particules dans le gel doivent étre différentes de celles utilisées dans le
liquide afin d’assurer le bon fonctionnement de I’extraction. La variation de la taille des

particules et leur distribution dans le lit peuvent étre déterminées a I'aide de
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photographies d’échantillon de gel ((Menzel et al. 1998) (Al-Dibouni et Garside 1979)).
Trois zones différentes ont été observées : une zone de faible porosité ot I’on retrouve
une classification des particules, une zone intermédiaire ot un mélange intensif se produit
et finalement une zone de porosité élevée ou il y a encore une classification et méme une
agitation a la base de la colonne. Lorsque le ratio dr (ratio de la plus grosse particule a la

plus petite) est plus grand que 2.2, la classification domine le comportement du lit.

Al-boudini et Garside (1979), présentent une équation qui donne la variation de la taille

des particules en fonction de la hauteur (dd/dh) du lit.
dd _ m(d) 7 3)

L

La fonction m(d) représente la distribution différentielle de masse, alors que A représente

"aire de la section d’écoulement.

Thommes (1997) présente plusieurs corrélations et nombres adimensionnels qui
caractérisent 1’hydrodynamique de la colonne. Ces nombres et corrélations sont ceux

généralement utilisés dans le domaine de la fluidisation.

Ces nombres sont :
Le nombre d’ Archiméde ou Galilée

_pr8lp,-p)d

2

H @)

Ar
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La relation entre le nombre de Reynolds terminal Re, et Ar.

23 06 1 I
Re, = A—-+ p o3 d
roar 1+235-2

d ou dc est le diamétre de la colonne (5)

<

Re au point de fluidisation minimale Rens est donné par plusieurs corrélations dont celle
de Riba et al. (1978).
Re,, =1.54*107 Ar*“ M’

on My = (P_:LJ
P

(6)

La dispersion dans la phase liquide est décrite par le nombre de Bodenstein, qui
caractérise le degré de mélange axial dans le lit alors que le nombre de plateaux

théorique, N, est une indication de I’efficacité de séparation.

D o (N

N='_ (8)

Le nombre de plateaux est influencé par I’hydrodynamique du lit en général, c’est-a-dire
la dispersion axiale de la phase mobile dans les interstices du gel et la résistance au

transfert de matiére autour des particules du gel (Wnukowski 1998).

D’autres nombres adimensionnels qui caractérisent le mélange des particules sont le

nombre de Péclet pour les particules qui caractérise le mélange a I’intérieur de la phase
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liquide, Pe, et le nombre de Péclet qui caractérise la dispersion, Pe.r est un nombre

adimensionnel qui est similaire au nombre de Bo.

Pe, = Udp
Da.(! (9)
ul
Pe,, =
Deff (10)

Le coefficient de dispersion effective peut étre calculé par la corrélation proposée par De

Ligny (1970).

2.5d
Deff =0.7d_ + ———f%—u
[+ 7.7d,

du (1

La corrélation de Van der Meer et al. (1984) (12), ainsi que celle de Kang et al. (1990)

(13), donnent une estimation de I’agitation des solides dans le lit.

_ 778
D_, =0.04-U 12

D,,=297-10" -(U+U,, J** 13)

La détermination de D,q est nécessaire pour la détermination du role de la dispersion de

solide dans le lit et son influence sur ’adsorption en lit fluidisé.

Cette équation (14) permet de calculer le coefficient de diffusion Ei en mesurant la

variation de la distribution de la taille des particules en fonction de la hauteur.
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dc, —c Uu,-U,
i d h i €
g (14)
ou Ei = coefficient axial de diffusion d’eddy
ci = la concentration de particules
Uo = la vitesse superficielle
€ = la porosité du lit

Cette équation (14) peut étre adaptée pour calculer E; en fonction de la variation de la
distribution de la taille des particules a différentes hauteurs dans un lit fluidis€, ensuite. la
variation de la distribution de la taille des particules peut étre obtenue des valeurs
connues des coeflicients axial de diffusion d’eddy. La valeur maximale du coefficient de
diffusion d’eddy est retrouvé a une porosité d’environ 0.7 lors d’études réalisées par Al-
Dibouni et Garside (1979), confirmant ainsi la présence d’un mélange axial élevé a cette
porosité, pour des particules ayant une diametre variant entre 0.55 et 3.07 mm a des
vitesses correspondant 2 un nombre de Reynolds variant de 52.6 a 1180. La porosité a
une hauteur h peut étre calculée par le gradient de pression a cette hauteur, dp/dh. Afin
d’étudier la variation de la distribution des particules en fonction de la hauteur dans le lit,
une colonne est divisée en différentes parties; de cette fagon, il est possible d’analyser
chaque section. Durant chaque expérience le gradient de pression a travers la colonne
peut étre mesuré afin de déterminer la porosité locale. L’équation (15) représente le
gradient de pression, la porosité est obtenue avec I’équation (16) et pour terminer une

équation simplifiée (17) pour une coefficient d’eddy constant.

P _(1-£ Yo -
dh _(l Ehxps pf)g (15)



27

5,,=l—ﬂAl;

Ps (16)

e oenf

(]

(17)
Les résultats sur la dispersion de la phase liquide indiquent que lorsque les matiéres
poreuses sont utilisées pour I’adsorption dans un lit fluidisé, un faible degré d’agitation

axiale est observé si le lit est stabilisé en réduisant la mobilité locale des particules

fluidisées.

2.7 Les caractéristiques d’expansion

Deux aspects de 'opération du lit en expansion sont observés par De Luca et al. (1994) :
le comportement de ['expansion en régime permanent en fonction du design du
distributeur et la réponse en régime transitoire lors d’un changement de type échelon dans
la vitesse du liquide ou dans ses propriétés. Ces effets sont importants puisque
'expansion du lit influence I'efficacité de séparation. L’expansion est une variable qui
permet de définir le régime d’écoulement a I'intérieur du lit en permettant le calcul des
facteurs d’expansion. Le régime transitoire est observé afin d’améliorer la
compréhension des effets du changement des conditions opératoires sur le comportement
du lit. Ces effets sont importants lors de I’élaboration des protocoles opérationnels
puisque le débit est amené a changer lors de I'utilisation de la colonne en production et il

est crucial de prédire le comportement du lit afin de le contréler.

L’effet du distributeur est complexe a décrire et a définir. Il provoque des jets qui, en
pénétrant dans le lit de particules, peuvent causer des chemins préférentiels qui

engendrent une mauvaise expansion. La présence de jets dans le lit 4 une haute vitesse
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mene a une expansion réduite. Par contre, avec une hauteur de lit suffisamment élevée.
soit deux fois le diamétre interne de la colonne, le design du distributeur ne prend plus

autant d’importance.

La densité de cellules et la quantité de biomasse affectent la viscosité — ce qui a pour effet
de réduire le débit maximum d’opération en créant une surexpansion du gel. En
augmentant la température, la viscosité diminue. La vitesse et le débit sont augmentés et,

par le fait méme, le temps d’opération est réduit et la stabilité du produit est conservée.

Il est important de connaitre les caractéristiques d’expansion du lit. L’expansion du lit est
guidée principalement par le diamétre des billes (particules de gel), la différence de
densité entre les particules, leur distribution et I’alimentation, la vitesse d’écoulement et la

viscosité de I'alimentation (Chang et Chase 1994).
2.7.1 Caractéristiques de ’expansion du lit

Une augmentation de la viscosité du lit diminue la plage de vitesse de liquide qui peut étre
utilisée dans le lit. La vitesse terminale des particules est inversement proportionnelle a la
viscosité du liquide. Thelen et Ramirez (1997), proposent un modéle de fluidisation a
deux phases : le modele de fluidisation solide — liquide. Ce modéle permet de prédire le

profil de fraction solide dans le lit.
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Le temps de résidence dans la colonne est estimé avec I’équation suivante :

V, _Ad-e-L

F F (:8)
{ : temps de résidence moyen L : lahauteur du lit en expansion
Vi : volume de liquide F : débit volumique
A : aire d"échange (section de la colonne) € : lafraction de vide

Si lors des expériences, le temps de résidence est petit, cela indique que |"expansion du
gel est moindre et qu’il y a formation de chemins préférentiels. Pour décrire le temps de
résidence moyen, il y a deux modéles mathématiques : le modele de dispersion ainsi que
le modéle des réservoirs en série. Afin d’éviter que I’adsorption ne soit limitée par le
mélange du liquide, on devrait avoir un nombre de Bo plus grand que 40 ou un nombre
de réacteurs en série plus grand que 20 (Pharmacia-Biotech 1996). Puisqu’un nombre de
Bodenstein supérieur a 40 indique que les effets de parois sont négligeables et que la

dispersion axiale est moyenne.

Afin de déterminer le coeflicient de transfert de matiére, kf. la corrélation suivante est

utilisée :
kf:%m_[2+(1.5-( (1-¢)Re, }'?5c"?] (19)
Re , - pud ,
ou “
n

S¢c = ——
pD

m
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Les corrélations de Young et al. et de Min et Howell caractérisent la diffusion

moléculaire pour la solution (bulk).

T
y(Ma)"IJ

Ot Ma représente la masse moléculaire de la solution a adsorber.

D_ =8.34x107" (20)

2.7.2 Temps de procédé et productivité

Chang et Chase (1996), ont trouvé que le temps de production est une fonction
décroissante de la vitesse du liquide. Méme si la capacité dynamique diminue, le cycle de
purification diminue avec I’augmentation de la vitesse d’écoulement. Ils ont également
trouvé que la productivité, ou capacité du gel, a différentes conditions - pour des
concentration de glycérol variant de 0 a 32 % v/v glycérol et en opérant soit a degré
d’expansion constant (degré d’expansion de 2 a 3) soit a une vitesse contante de 300
cm/h - reste dans un intervalle rapproché, c’est-a-dire de 0.162 a 0.354 mg de lysozymes
par ml d’adsorbant*min.

2.7.3 Transport de particules

En augmentant la vitesse d’écoulement dans le lit, on observe généralement que sa
capacité dynamique diminue ; par contre, le temps de contact solution-gel demeure quasi-

constant a cause de I’expansion du lit.

Thelen et Ramirez (1997), ont développé un modéle mathématique qui décrit le
changement de hauteur du gel dans la colonne en opération aprés un changement
d’échelon de vitesse d’écoulement de la solution. En d’autres termes, ils ont étudié le

comportement transitoire de la colonne en opération.



31

Lors d’un échelon positif (augmentation) sur la vitesse de fluidisation. il est normal de
croire qu’il y a aura une montée rapide de la surface du lit et, éventuellement, un équilibre
sera atteint. En pratique, ce n’est pas tout a fait ce qui est observé. La surface de lit
monte de fagon linéaire pendant un certain de temps. Par la suite, apparait une période

ou le taux d’expansion diminue de fagon asymptotique.

Lors d’un échelon négatif (diminution) sur la vitesse de fluidisation, une région de
contraction a un taux constant est remarquée ; par la suite, la vitesse de sédimentation

commence a diminuer jusqu’au moment ou le lit atteint son niveau d’équilibre.

De Luca et al. (1994), ont observé le méme comportement.

2.8 La dispersion axiale de I'écoulement du liquide

En général, un modeéle de dispersion axiale permet de décrire ou de prendre en compte les

déviations possibles de I’écoulement piston, peu importe si le lit est fixe ou fluidisé.

Trois facteurs sont responsables de la dispersion axiale a I'intérieur de la colonne. Le
mélange a I’échelle microscopique est d’abord causé par des obstructions mécaniques
(recirculation, eddies) ou encore par la diffusion (dispersion convective). Il provient
également de la présence de chemins préférentiels dans le lit d’adsorbant ou de la
présence d’un mauvais systéme de distribution a I’entrée de la colonne. Cela a pour effet
d’augmenter I'intervalle des temps de résidence. Enfin, I'effet vient de la colonne elle-

méme, c’est-a-dire, des longs volumes de tube, des détecteurs, etc.

Thommes et al. (1995), observent une diminution de I"agitation lorsque le ratio hauteur
du lit au diamétre de la colonne augmente, et lorsque la vitesse linéaire du courant

d’alimentation augmente. Par contre, Chang et Chase (1996), remarquent une
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augmentation dans la dispersion axiale lorsque la vitesse, la viscosité du liquide ou la
porosité du lit augmentent. Une augmentation du nombre de Bo implique une diminution

de I"agitation axiale dans le lit (Mullick et al. 1998).

Les deux paramétres majeurs qui influencent le mélange de la phase liquide sont le ratio
H/d et la vitesse d’écoulement. Le ratio H/d représente la quantité de matrice utilisée
pour un diamétre donné, lorsque celui-ci est élevé, I'effet de la turbulence a I’entrée de la

colonne est réduit. Cet effet provient du distributeur et des courants préférentiels.

L’effet des parois qui résulte des gradients de vitesse causent une ségrégation des
particules dues aux vitesses plus faibles aux parois. En effet, I’agitation n’est pas réduite
par les effets de paroi (Thommes et al. 1995). Il est suggéré que I'effet des parois ne soit
pas significatif lorsque le ratio du diameétre de la colonne au diameétre des billes de gel
dans la colonne est supérieur a quinze (Chang et Chase 1995). Donc. pour une colonne
de 1 cm, la valeur du ratio varie entre 10 et 20 pour des particules de gel typiques (d,
entre 100 et 200 um), ce qui veut dire que les effets des parois devraient étre considérés
puisqu’ils ont un impact sur la stabilité du lit (Chang et Chase 1995). L’effet des parois
peut étre négligé lorsque le ratio hauteur/diameétre de la colonne (H/d) est supérieur a 100

selon Thémmes et al. (1995).
2.8.1 Augmentation de Pagitation axiale des solides et des liquides dans le lit

L agitation dans la phase liquide est plus grande dans les lits avec une importante
porosité. Egalement, plus la viscosité du liquide est grande, plus il y a mélange des
phases liquide et solide dans le lit. Lors de I'opération d’un lit en expansion avec une
solution visqueuse, il est observé que I’adsorption est plus affectée par le mélange axial
de la phase liquide et solide que par I’augmentation de la résistance du transfert de
matiére (Chang et Chase 1996). Lorsque la colonne est opérée a une hauteur de lit
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constante, la porosité du lit augmente avec I’augmentation de la vitesse d’écoulement. La
dispersion axiale peut étre négligée si le nombre de Peclet effectif est supérieur a 40
(Thommes et al. 1995). La dispersion dans la phase solide est caractérisée par le
mouvement de chaque particule. Ce mouvement est aléatoire et peut étre représenté
schématiquement comme de la diffusion de particules. Il y a une contribution importante
du mouvement convectif des particules sur le mélange de la phase solide qui est di au
mélange axial, c’est-3-dire que les particules montent au centre de la colonne et
descendent le long des parois. Le coefficient de dispersion de la phase solide est
dépendant de la porosité du lit. La valeur de porosité a laquelle est obtenue la valeur
maximale de dispersion est de 0.7 selon Thémmes (1997).
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2.9 Lamise al'échelle

Dans Pindustrie, il est pratique courante de faire la recherche et le développement a petite
échelle. De cette fagon, il y a une économie de temps et d’argent. Par contre, en usine, il
est primordial de travailler a plus grande échelle afin d’optimiser I’opération et la
production et de la rentabiliser. Pour cette raison, il est important de pouvoir faire la

mise & I'échelle des techniques développées a petite échelle.
Hjorth (1997) décrit quatre étapes a réaliser pour réussir un bon changement d’échelle :

1. Petite échelle dans un lit fixe : étudier les effets des caractéristiques du produit sur la
purification ; a cette étape, les conditions optimales pour I’adsorption et I*élution sont
déterminées.

2. Petite échelle dans un lit en expansion : étudier I’'influence des cellules et des débris
sur le procédé d’adsorption et déterminer la quantité de biomasse que I'on peut
appliquer au lit.

3. Echelle pilote en mode d’expansion : vérification des résultats obtenus ; a cette
étape, il est important de conserver la méme hauteur de lit et la méme vitesse
d’écoulement et d’augmenter la surface transversale de la colonne en proportion avec
le volume a traiter.

4. Echelle Production : I'établissement du procédé.

L’utilisation d’un traceur. distribution des temps de séjour (DTS), est un bon outil de
validation pour caractériser I’hydrodynamique dans les lits en expansion. La clé pour
réussir un scale-up de 'opération d’adsorption dans un lit en expansion est de garder les

parametres hydrodynamiques constants (Lindgren et al. 1993).
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Les parametres suivants sont augmentés avec le scale-up en fonction du diamétre de la

colonne : le débit volumétrique, le volume d’adsorbant et le volume de solution tampon

(Snow 1994).

Aucun changement du diamétre des billes de gel ni de la hauteur du lit en expansion n’est
effectué pendant le scale-up. Par contre, la surface d’échange du lit ainsi que le débit
volumétrique envoyé a la colonne doivent étre changés proportionnellement au volume

d’alimentation a traiter (Chase et Chang 1994).

La méthode utilisée par Frej et al. (1997) pour tester la possibilité de scale-up est la
détermination du degré de I’expansion du lit, la détermination de la capacité des protéines
a passer dans le gel ainsi que la détermination de la dispersion axiale. 1l est également

important de vérifier si la colonne est bien nettoyée, donc une analyse aprés I’extraction

doit étre faite.
2.9.1 Détermination du degré d’expansion du lit

Le degré d’expansion du lit est mesuré par le ratio de la hauteur du lit en expansion sur la

hauteur du lit sédimenté.
2.9.2 Nettoyage de la colonne

Frej et al. (1997), ont trouvé qu’aprés une expérience avec les cellules de E. coli, il y
avait quatre endroits autour de I’adapteur retrouvé en bas de colonne ol on retrouvait
des cellules mortes. Donc, il est important d’inclure des périodes d’écoulement a contre-

courant lors du nettoyage afin d’assurer I’enlévement de tous les débris.
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2.10 Le monitoring et le controle

Thelen et Ramirez (1998), ont présenté des stratégies de modélisation qui peuvent étre
utilisées pour controler le lit en expansion. La commercialisation de la technique du lit en
expansion est difficile puisqu’il n’existe pas de fagon, présentement, de bien contrdler la
stabilité du lit. Une technique basée sur les ultrasons a été développée. Cette technique a
¢té utilisée pour mesurer la hauteur du gel dans la colonne en tout temps ; le capteur
détecte les bulles d’air et est capable de déterminer si le lit colmate. Grice a ce systéme
de mesure, il est possible de caractériser le comportement de la colonne, c’est-a-dire la
hauteur du gel en fonction du changement de vitesse d’écoulement et de viscosité. Un
modéle est alors développé. Par la suite, un simple controleur P1 (proportionnel intégral)
peut étre utilisé afin d’appliquer un controle sur la hauteur de lit [(Thelen et al. 1997;
Thelen et Ramirez 1998)]. Bruce et al.(1998), ont également développé une fagon de
faire du monitoring du comportement du gel dans la colonne lors de I'opération de la
colonne. Cette technique consiste a introduire une seringue a I'intérieur du lit a différents
endroits par différents trous placés dans la colonne et a retirer un échantillon de la
solution. Cela permet de déterminer I’état du procédé et, de cette fagon, d’optimiser le
cycle d’opération du systéme, c’est-a-dire I’injection du bouillon de culture (matiére a
adsorber). la phase de lavage ainsi que I’élution. De plus, cette technique permet d’avoir

une idée de I’hydrodynamique a I’intérieur de la colonne.
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CHAPITRE 3 MATERIELS ET METHODES

3.1  Matériels

Le systéme opératoire utilisé se compose de trois sections: la colonne, le systéme

automatisé d’opération et d’acquisition de données et I’ordinateur qui gére les données.

Deux colonnes sont utilisées : une colonne SynChro™ de 1 cm de diamétre et 49 cm de

hauteur et une colonne de Pharmacia, STREAMLINE 50 de 5 cm de diamétre et 100 cm

de hauteur.

Figure 3-1 a) Colonne SynChro b) Colonne Pharmacia S0
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L adapteur est fait d’acier inoxydable ainsi que les deux distributeurs. Le distributeur
inférieur peut étre assemblé de six fagons différentes puisqu’il y a trois types de
distributeurs avec des angles différents. De plus, il est possible d’ajouter ou non un
distributeur. Les angles d’ouverture pour le distributeur sont 150°, 90° et 45°. Sur la
figure 3-2, la piéce 4 représente le distributeur. L’angle d’ouverture indiqué sur le dessin
représente celul de 45 degrés, si par contre, I’angle d’ouverture de 150 degrés était
présent, la profondeur du cone serait moins importante et 'ouverture plus grande.
Chaque distributeur posséde un filtre en titanium ayant des pores de 80 um de diamétre.
Les bagues d’étanchéité sont faits en polypropyléne. Le filtre supérieur a un diamétre de
0.4 cm tandis que celui inférieur a un diamétre de 1 cm. Le filtre inférieur couvre toute la
section de la colonne, tandis que le filtre supérieur est placé a I'intérieur de I'adapteur
mobile de la colonne. Celui-ci fait moins de 1 cm de diamétre, de plus, la section
d’écoulement de I’adapteur est de 1| mm de diameétre (voir Annexe B pour détails). Pour
un distributeur possédant un diameétre de lcm et 36 trous de diamétre égal a 0.5 mm. le

ratio de I'aire vide versus I'aire totale est de 9 %.
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1 — colonne 2 - filtre avec pores

3 — distributeur 4 — soutien pour le filtre
S — verrou pour le capillaire

6 — capillaire

Figure 3-2 Schéma du distributeur

Le systéme de mesure et d’acquisition de données est le BioPilot (Fig. 3-3). C’est un
systéeme de chromatographie extrémement versatile. [l est fabriqué par la compagnie
Pharmacia Biotech, Suéde. Il se compose de deux unités : une boite de contrdle et une
unité de séparation. Ce systéme automatisé est composé de trois paires de pompes
péristaltiques P-6000 (a moteur fonctionne a I’intérieur d’un espace confiné et actionne
deux pistons. Les pistons bougent en synchronisation dans le cylindre, lorsqu’un piston
pousse le fluide a I’extérieur de la pompe, 'autre aspire le fluide a I'intérieur de la
pompe.), d’un moniteur UV -1 fonctionnant a 280 nm, d’un pHmétre et d’un
conductivimétre . Le systéme compte dix valves d’entrées et dix valves de sorties. La
conductivité, I"absorbance en UV et le pH sont enregistrés en continu, ainsi que plusieurs

autres données utiles telles la pression, les débits.
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Figure 3-3 Systéeme Biopilot

Le logiciel de contréle est connu sous I'appellation UNICORN™. C’est un systéme de
controle complet pour la chromatographie ainsi que pour la manipulation de liquide via
les vannes et les pompes. Il peut controler jusqu’a quatre systémes BioPilot a la fois. Il
fonctionne avec des ordinateurs qui sont IBM compatible et il a besoin du systéeme OS-2

pour opérer.

Un gel d'échange cationique STREAMLINE SP de Pharmacia est utilisé pour les

expériences. Ses caractéristiques sont données au tableau 3-1.
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Tableau 3-1 Caractéristiques du gel

Caractéristiques Streamline SP
Type d*échangeur d’ions Echangeur cationique
Capacité totale ionique (mmol/ml gel) 0.17-0.24

Intervalle de diameétre des particules (um) | 100 - 300

Diameétre moyen des particules (um) 200
Densité moyenne des particules (g/ml) 1.2
Degré d’expansion (H/Ho) a 300 cm/h 2-3
Stabilité pH
A long terme 4-13
A court terme 3-14

Capacité de liaison (mg/ml gel)
Lysozyme (MW 14 500j > 60

Entreposage 0.2 M acétate de sodium dans 20 % éthanol

3.2 Meéthodes

La majorité des essais permettant de caractériser I’opération d’une colonne d’adsorption
a lit en expansion a été réalisée avec une colonne de 1 cm de diamétre. Quelques essais
ont été effectués avec la colonne de S cm afin de validité de certaines tendances observées

avec la colonne de 1 cm.

3.2.1 Mesure des caractéristiques du lit en expansion

Les caractéristiques du lit en expansion sont mesurées a la température de la piéce avec la
colonne Synchro 10 et la colonne Streamline 50. L’expansion du lit est mesurée lors de
I"augmentation du débit volumique tel que décrit par Chang et Chase (1995). Le lit est

considéré stable apres qu’une période de 20 minutes se soit écoulée puisque les particules
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de gel ont atteint leur position dans le lit et la hauteur du lit est expansion ne change plus
et que les billes du gel semblent avoir un mouvement minimal. Les exposants de

Richardson — Zaki sont calculés a partir des résultats obtenus.

3.2.2 Maesure des caractéristiques de dispersion du liquide

Une méthode de tragcage a été utilisée pour mesurer la distribution des temps de séjour
(DTS) du liquide dans la colonne. Une solution diluée d acétone est utilisée comme
traceur a I'entrée du lit et I’absorption en UV est mesurée a la sortie de la colonne. Ce
test doit étre exécuté dans les mémes conditions que lors de I'opération du lit (méme
tampon et méme vitesse d’écoulement). Lors de I'évaluation de la courbe obtenue avec
le traceur, il faut garder en téte que la mesure ne sera pas seulement fonction de la

dispersion dans la colonne mais, également de la permeéabilité de la matrice.

Des mesures de DTS permettant de déterminer la dispersion axiale du liquide dans le lit
en expansion en fonction de la viscosité ont été effectuées. Pour ce faire. un traceur
d’acétone 1.0% (v/v) est injecté dans diverses solutions contenant différentes
concentrations de glycérol (0%, 10% et 15% v/v glycérol, dans une solution tampon de
100 mM acétate de sodium, pH 5.0). Deux pompes péristaltiques P-6000 de Pharmacia
sont utilisées pour contréler le débit de solution envoyé a travers le systéme. Lorsqu’un
lit stable est atteint, I'absorbance en UV du courant de sortie est mesurée grice au
systéme Unicorn. Des I'obtention d’une ligne de base stable, la solution contenant le
traceur est injectée dans le lit. Cette solution continue a étre injectée jusqu'a I’obtention
d’une courbe. Quand le signal UV a atteint sa valeur maximale, [’injection du traceur se
termine et c’est la solution de base qui est envoyée dans la colonne. Le signal UV
redescend a la ligne de base. Pendant ces expériences, I’adaptateur supérieur est placé
juste au-dessus de la surface du gel afin de minimiser le volume mort du systéeme. Ce

type de mesures a été effectuées sur les deux colonnes (1 et S cm).
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Les résultats de cette méthode servent aux calculs du nombre de Bodenstein, Bo. et du

nombre de plateaux théoriques, N.

Bo - UelL
! 2
N = p t = temps de résidence moyen (22)

o = déviation standard

3.2.3 Mesure du taux d’adsorption de protéines

Les lysozymes sont des protéines globulaires (Wright et al. 1998). Le choix de cette
protéine a été motivé par les facteurs suivant : elle est peu coiiteuse. elle se caractérise
bien. c’est-a-dire qu'elle est bien définie et est facilement quantifiable, elle est utilisée de
fagon réguliére pour modéliser I’adsorption de protéines et finalement, elle s’adsorbe et
se désorbe facilement avec I’échange d’ions et ce, dans les mémes conditions de pH.
Son coefficient d’extinction a 280 nm est 2.64 mL/mg.cm (Chang et Chase 1996). Les

lysozymes utilisées dans le cadre de cette recherche proviennent de la compagnie Sigma

(numéro de catalogue L-6876)

Ce test consiste a calculer C/Co (concentration de lysozymes a la sortie de la
colonne/concentration de lysozymes a I'entrée de la colonne) afin d’obtenir la capacité
maximale d’adsorption du gel présent dans la colonne. Ainsi, a mesure que C/Co

s"approche de 1, le lit adsorbe de moins en moins les lysozymes.

Dans ces expériences, des analyses du taux d’adsorption des lysozymes par le gel
STREAMLINE SP sont faites a la température de la piéce en variant différentes

conditions opératoires. L’effet de quatre facteurs est observé : le débit volumique, la



concentration de lysozyme, la concentration de glycérol ainsi que la hauteur du gel dans

la colonne. Les expériences sont réalisées selon un plan statistique (Clément 1998) qui

est défini a la section 3.2.4.

Lors des expériences, la concentration des lysozymes présente dans la solution sortante
du lit est déterminée avec I"utilisation d’une mesure d’absorbance UV a 280 nm. Treybal
(1980) propose une méthode qui permet de quantifier la capacité du gel pour chaque
expénience. Le LUB (length of unused bed — longueur de lit inutilisé) est déterminé avec

ces courbes par une technique également proposée par Treybald (1980).

Une solution tampon de 1.0 M d’hydroxyde de sodium, pH 5.0 est utilisée afin de
nettoyer la colonne aprés Pinjection de lysozymes. L’élution est opérée en mode

d’expansion avec une solution de 1.0 M NaCl dans 100 mM acétate de sodium, pH 5.0.

3.2.4 Méthode statistique

[l est avantageux d’utiliser une méthode statistique de planification d’expériences afin de
comparer les résultats (tableau 3-2); de cette fagon, le nombre d’expériences a réaliser est
réduit. Cette méthode permet d’évaluer I'influence des différents paramétres sur
I'opération et d’évaluer I'effet combiné de deux paramétres a la fois. Tous les effets
combinant plus de deux paramétres sont négligés, car selon 'auteur de la méthode
factorielle. ils sont pratiquement inexistants ou du moins négligeables. La méthode

factorielle suivante est utilisée :



Tableau 3-2 Méthode statistique

Expérience | X1 X2 X3 X4
1 - - - -
2 + - - -
3 - R - -
4 -+ + - -
S - - + -
6 0 4 - + -
7 - + + -
8 % 2 o+ 4 ‘e
9 - ‘e ‘- -+
10 + - - +
1 - + - +
12 + * ‘- +
13 - - -+ +
14 + - + +
15 - + + +
16 + + + +

Les variables étudiées sont définies dans le tableau 3-3.

Tableau 3-3 Valeur des variables

'Hauteur cm

Variable |Définition + -

X1 Vitesse d'écoulement mm/s 0.56 | 0.42
X2 Concentration de lysozyme mg/mi! 6.0 20
X3 :Concentration de glycérol % v/v 15 0
X4 119 | 6.8
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Le protocole (Tableau 3-4) suivant est utilisé lors de I’expérimentation :

Tableau 3-4 Protocole expérimental

Expérience (X1 X2 - [X3 X4
mm/s ml % viv lcm
1 0.42 2 0 6.8
2 0.56 2 0 6.8
3 0.42 6 0 6.8
4 0.56 6 0 6.8
5 0.42 2 15 6.8
6 0.56 2 15 6.8
7 042 6 15 6.8
8 0.56 6 15 6.8
9 0.42 2 0 11.9
10 0.56 2 0 119
11 042 6 0o 119
12 0.56 6 0 11.9
13 042 2 15 119
14 0.56 2 15 119
15 042 6 15 11.9
16 0.56 6 15 11.9
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CHAPITRE 4 CONCEPTS THEORIQUES

4.1 Distribution du temps de résidence pour les réacteurs non
idéaux

Cette section théorique est tirée largement des chapitres 13 & 14 de Fogler (1992).

La mesure du temps de résidence a I'intérieur de la colonne est défini comme le temps
que prend une particule de liquide pour passer a travers la longueur de la colonne. Cette

donnée est une caractéristique du mélange qui survient dans la colonne.

Lorsque la colonne est remplie de gel, la solution ne s’écoule pas nécessairement de fagcon
uniforme. Il y a des sections du lit qui offrent peu de résistance au transfert ce qui a pour
conséquence de créer un chemin préférentiel o la majorité du liquide s’écoule. Les
molécules de solution qui voyagent par ce chemin ne demeurent pas le méme laps de
temps a 'intérieur de la colonne que celles qui empruntent les régions ou la résistance a

I’écoulement est plus élevée.

Le systéme de séparation ou les particules passent exactement le méme temps de
résidence dans la colonne est considéré comme idéal. Dans la réalité, ce type de systeme
n’existe pas; les particules passent des laps de temps différents dans le lit. Donc, la

mesure obtenue du temps de résidence est en réalité celle d’une distribution.
4.1.1 Détermination de la distribution de temps de séjour

Le temps de résidence est déterminé en injectant un agent chimique inerte dans la colonne
au temps «t » égale 0 et la concentration de ce traceur est mesurée a la sortie de la
colonne en fonction du temps. Deux méthodes d’injection sont fréquemment utilisées,

I'injection sous forme d’échelon et celle sous forme d’impulsion. Dans le cas présent,
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Iinjection retenue est celle sous forme d’échelon. Cette technique est préférée car elle
s’opére plus facilement lors des expériences. Par contre, la difficulté 4 maintenir la
concentration de traceur a I’entrée ainsi que Pobligation de dériver les données afin
d’obtenir la courbe de DTS sont deux inconvénients majeurs a cette technique. La
différentiation des données peut également engendrer des erreurs non-négligeables. La

différence entre les deux types d’injection apparait dans la Fig. 4.1

Puise injection Pulse response
il
cY j = c
L o\
-T 0 T 0 i
Step injection Step response
c T — =D C /_—
0 (o] t

Figure 4-1 Mesure du temps de résidence (Fogler 1992)
4.1.2 Caractéristiques de la fonction E(t)

La fonction E(t) qui est en soit la distribution du temps de résidence est défini par

I’équation suivante :

dt| Co

Ou  C(t) représente la concentration de traceur a la sortie de la colonne
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Co est une constante qui représente la concentration de traceur a I'entrée de la

colonne

Cette distribution est utilisée réguliérement puisqu’elle permet I’analyse de la colonne en
quantifiant la durée de temps que passent les molécules de traceur a I'intérieur de la
colonne. La somme de cette fonction avec le temps et ce pour des valeurs de temps plus
petites qu un temps choisi, représente la fraction du courant de sortie qui a résidé une
période de temps plus courte que cette valeur de temps donnée. Cette fonction est

exprimée sous la forme suivante (voir Fig. 4.2) :

Jeey = F() 20

—
-
A
PO

"

0 T !

Figure 4-2 Temps de résidence pour un lit fixe avec zones mortes et chemins
préférentiels (Fogler 1992)

D’autre part, I'intégrale de la fonction E(t) lorsqu’elle est multipliée par le temps donne le
temps de résidence moyen du traceur dans le systéme étudié. Le temps de séjour moyen

est également appelé le premier moment de la fonction.
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tm = 'f tE ()t 25)
0

La comparaison des courbes de DTS est souvent faite en comparant les moments au lieu
de comparer la courbe de distribution en entier. Pour ce faire. trois moments sont
utilisés. Le premier moment est appelé le temps de résidence moyen. Le deuxiéme
moment, soit la variance ou le carré de la déviation standard, est défini par I'équation qui

suit :

o’ = I(t —tm)? E(t)dt (26)

L ordre de grandeur de cette valeur est une indication de I'étalement de la distribution.
Plus la valeur du moment est grande, plus la distribution est étendue. Le troisiéme
moment est le moins utilis€ des trois; il mesure le biais de la distribution par rapport a la

moyenne.
4.1.3 Analyse d’un réacteur non-idéal

Lors de I'analyse d’un systéme non — idéal, certains moyens doivent étre pris afin de
considérer la déviation du systéme. Plusieurs modéles peuvent étre utilisés pour prédire
le comportement de I’écoulement. L’équation doit tenir compte du type d’écoulement.
Elle est basée sur une combinaison ou une modification du modéle idéal. Avec cette
technique, le modéle peut étre classifié comme un modéle de un parameétre (réacteur en
série ou dispersion) ou encore un modéle de deux parameétres (réacteur avec un volume

mort ou avec une dérivation).
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Le choix de ce modéle dépend en grande partie du jugement de I'ingénieur qui effectue
I'analyse. Un compromis entre la simplicité mathématique et le réalisme physique doit

étre fait.

Lors de l'étude d’un réacteur tubulaire, ou dans le cas concemé, une colonne de
séparation. le profil de vitesse est a priori considéré plat et le mélange axial nul. Ces deux
hypothéses sont erronées pour la plupart des réacteurs. Une approche consiste a
modéliser le systéme par une série de réacteurs mélangés tandis que I’autre fagon propose

de modifier le comportement idéal en lui imposant une dispersion axiale.

Le systeme de modélisation par une série de réacteurs mélangés consiste a déterminer le
nombre de réacteurs idéals en série qui donne approximativement la méme distribution de
temps de séjour que le réacteur non-idéal. On considére qu’une quantité de traceur est
injectée sous forme d’impulsion dans le premier réacteur parfaitement mélangé, ensuite,
un bilan de matiére est réalisé sur le réacteur. La méme chose est fait pour tout les

réacteurs, ce qui donne une équation générale pour « n » nombre de réacteurs.

La technique de modélisation qui consiste a modifier le comportement idéal en lui
imposant une dispersion axiale est choisie afin de modéliser le systéme d’adsorption de la
colonne. A prime abord, cette méthode donne I'impression de considérer seulement le
mélange axial lors de son application. Il est démontré que cette approche compense non
seulement pour les problémes de mélanges axiaux, mais également pour ceux causés par
le mélange radial ainsi que les autres profils de vitesses non- plats. Les fluctuations dans
la concentration proviennent des différentes vitesses d’écoulement et chemins

d*écoulement. Elles sont également engendrées par la diffusion moléculaire et turbulente.
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Afin d’illustrer les effets de la dispersion sur la concentration dans un réacteur tubulaire,
I'exemple suivant est présenté : I’injection d’un traceur sous forme d’impulsion parfaite.

La figure 5.2 schématise la dispersion du traceur a I’intérieur du tube.

2 3 u ts
t=0

=

o

.2 l
5 - input Measurement
Location

Figure 4-3 Dispersion d'un traceur a l'intérieur d'un tube (Fogler 1992)

En combinant un bilan molaire obtenu avec le débit d’écoulement du traceur avec un bilan
de matiére du traceur. I’équation qui suit est obtenue, et ce en divisant le tout par Iaire

de la section de la colonne.

p &Ct_auct) _ oct

,
T o o @7

Lorsque cette équation est transformée sous forme adimensionnelle, le nombre de Peclet
peut étre retrouvé dans I'équation. Le nombre de Peclet est défini comme le rapport
entre la vitesse de transport par convection sur la vitesse de transport par diffusion ou
dispersion. Le nombre de Peclet prend le nom de nombre de Bodenstein lorsqu’il est

question de dispersion.
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o Ut
=D (28)
eff
ou 1 = la longueur caractéristique de la colonne
] = la vitesse superficielle dans le tube — pour un lit fixe. la vitesse
utilisée est normalement la vitesse interstiticle moyenne (vitesse
superficielle divisée par la porosité)
Deff = le coefficient de dispersion effective

Ce nombre de Peclet est également nommé le nombre de Peclet pour le réacteur (Pe,)
puisqu’il utilise la longueur de la colonne ou du réacteur. Le nombre de Peclet peut étre

défini comme Pey, soit le nombre de Peclet pour le fluide.

Ud,
Pe, = D 29)

ax!

La différence majeure entre celui-ci et le précédent est la valeur de L (longueur
caractéristique) ; dans un cas. c’est la longueur du réacteur tandis que dans ["autre, il est
question du diamétre des particules. Ce dernier est utilisé lors de I'opération d un lit fixe.
Par contre, il est facile de passer de Per a Pe,, simplement en multipliant le premier par
L/d,. Pour un lit fixe, les valeurs typiques des ces nombres sont environ 1000 pour

Pe, etde 10 pour Per.

Avant de débuter I’analyse, les conditions fronti¢res du systéme doivent étre connues.
Deux choix sont possibles, soit le systéme posséde des conditions frontiéres fermeées, soit
il possede des conditions frontieres ouvertes. Un systéme fermé implique qu’aucune
dispersion ou variation radiale dans la concentration ne se fait en amont ou en aval de la
colonne ou réacteur. Contrairement, un systéme ouvert est un systéme ou la dispersion

ou la variation radiale est observée en amont ainsi qu’en aval de la colonne.
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Figure 4-4 Systéme fermé (Fogler 1992)

Le cas retrouvé dans la présente étude est celui d’un systéme fermé, Fig. 4.4. Donc. en

amont du systéme de séparation, un écoulement parfaitement piston est obtenu et il en est

de méme pour I’aval du systéme.

Avec les conditions frontiéres énoncées par Dackwerts, 1’équation reliant la variance. le

temps de résidence et le nombre de Peclet est définie.

(30)

4.2 Transfert de matiére

Cette section théorique est tirée du chapitre 11 du livre Mass transfer operation (Treybal
1980).

La courbe idéale d’adsorption de la figure suivante est analysée.
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Figure 4-5 Courbe idéale d'adsorption (Treybal 1980)

Elle est obtenue en passant un courant de solution liquide a travers un lit d’adsorbant.
La partie inférieure du lit entre en contact avec la solution riche en protéines. Au début,
I'adsorption est rapide et efficace; tout ce qui n'est pas adsorbé par la premi¢re couche de
gel est adsorbé par les couches subséquentes. L'effluent a la sortie de la colonne est
pratiquement sans protéine. Au fur et a mesure que la solution riche est injectée dans la
colonne. le gel se sature et la zone d'adsorption diminue. La zone d'adsorption se
déplace, comme une vague, a un taux relativement plus lent que la vitesse d'écoulement
de la solution a travers le lit. Lorsque le lit est saturé a plus de la moiti€¢ de sa capacité,
une quantit¢ mesurable de protéines est retrouvée dans l'effluent. Lorsque la

concentration de protéines dans le courant de sortie est appréciable, le lit a atteint son



56

point de rupture. A partir de ce point, la concentration de sortie augmente rapidement.
Lorsque la courbe d'adsorption monte rapidement, cela implique une adsorption rapide.
Normalement, le point de rupture dans le temps diminue avec une diminution de la
hauteur de lit ainsi qu’avec une augmentation de la taille des particules, de la vitesse

d'écoulement de la solution et de la quantité initiale de protéines dans la solution (Treybal

1980).

Le courant d’entrée est injecté avec un débit surfacique Gs (masse/(aire)(temps)) et avec
une concentration initiale de protéines Co (masse de protéine/masse totale de la solution).
La courbe d’adsorption est raide, la concentration de protéines dans le courant de sortie
augmente rapidement de zéro a une concentration égale au courant d’entrée. Une valeur
arbitraire, C, (définie sur la figure 4.5), est choisie comme le point de rupture tandis que
le point ou le lit est considéré saturé est choisi arbitrairement comme le point Cq4, soit une

valeur qui s’approche grandement de Co.

La figure 4.5 présente la courbe idéale d’adsorption. Cette situation représente les
conditions idéales d’opération. La solution entre par le bas de la colonne d adsorption et
le produit d’intérét est adsorbé sur le gel dans la colonne jusqu’a saturation de celle-ci

(Treybal 1980).

Le temps nécessaire a la zone d’adsorption pour se déplacer d’une longueur égale a sa
propre hauteur dans la colonne est défini par la variable 6,. O, représente le temps

nécessaire pour que la zone d’adsorption s’établisse puis sorte du lit.

Wa w
6. X 8, =—= (30)

La hauteur totale du lit correspond a Z, le temps nécessaire pour la formation de la zone

est représenté par Oy, alors la zone d’adsorption est Za.
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€2))

La quantité de protéines enlevées de la solution entre le point de rupture et celui de
saturation représente la zone ombrée sur la figure 4.6. La zone U est trouvée grace a
I’équation suivante qui représente en fait la quantité massique de protéines divisée par

"aire de la section de la colonne.

Uone = I(YO ~Y)aw (32)
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Figure 4-6 Courbe de rupture idéale (Treybal 1980)

Lorsque la zone d’adsorption est saturée. elle contient C,V,., quantité massique de
protéines/aire. En conséquence, au point de rupture, lorsque la zone est toujours dans la

colonne, la capacité d'adsorption de cette zone est définie par la variable f.

‘.'(Y‘7 —Y )dw
U, "
f _ zone _ ¥ (33)

YO W'a YO wa

Si la zone d’adsorption est complétement saturée, le temps de formation de la zone au
haut de la colonne, O, est pratiquement identique au temps O nécessaire a la zone pour
se déplacer d’une longueur égale a sa hauteur ; cette situation est observée lorsque f=0.
Si par contre f=/, la zone d’adsorption contient peu ou pas de protéines; alors, le temps

de formation de la zone est trés court. Ces conditions limites sont représentées par

I’équation 34.

6, =1-/), (34)
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Aprés quelques transformations mathématiques, le degré de saturation de la colonne est

obtenu.

W —W
Degré de saturation =—E——"—f; (35)
Wg
Une autre variable est utilisée afin de caractériser I'efficacité du lit, la longueur de lit
inutilisé ou LUB (Eqn.36). Si le taux de transfert de matiére est infiniment rapide, une
ligne verticale pourrait étre observée sur la figure suivante. Le temps 6s est obtenu

lorsque les deux zones ombragées sont égales (Fig. 4.7). Au point de rupture, la

longueur du lit est la somme des LUB et une longueur saturée de protéines en équilibre

avec le courant d’entrée.

W

Figure 4-7 Courbe idéale de rupture(Treybal 1980)
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LUB=Z-Z,=V(0, —98)=9£(0S -6,) (36)

N

La capacité maximale du gel est définie par I’équation suivante :

Capacité = Torwe 37
Vgel

Les variables sont définies par la Fig. 4-6. La zone ombragée, U, correspond a la

quantité de solut€ retirée de la solution dans la zone d’adsorption a partir du point de

rupture jusqu’a I’épuisement du lit.

Une augmentation du rapport H/D (longueur sur diamétre de la colonne) provoque une
augmentation de [efficacité de [I'adsorption selon Théommes et al. (1995).
L augmentation de la vitesse d’écoulement améliore la performance du procédé, a
conditions que le temps nécessaire a la diffusion de la protéine dans les pores soit

suffisant, c’est-a-dire que I'étape ne doit pas étre limitante.

Lorsque la vitesse est augmentée avec une quantité constante d’adsorbant dans le lit
fluidisé, le ratio H/d est changé dii a ’augmentation de I’expansion. Augmenter la vitesse
résulte en I’augmentation de la porosité du lit (¢ = volume de liquide libre entre les
particules fluidisées ou la porosité¢). D’un point de vue hydrodynamique, un ratio H/d

élevé augmente la performance d’adsorption dans les lits fluidisés.

En présence d’une adsorption & une vitesse de 0.83 mm/s avec une solution trés
visqueuse, 1’expansion du lit peut étre de 4 a 6 fois la hauteur originale du lit. L ’avantage
de fonctionner a cette vitesse est la rapidité de la purification ; par contre, cela améne une

réduction de la performance de I’adsorption.
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Une adsorption faite de fagon a conserver une expansion constante, soit 2 a 3 fois la
hauteur du lit sédimenté, en modifiant la vitesse du liquide, présente [I'avantage
d’augmenter Ia performance du lit. L écoulement dans le lit est de type piston, selon les
nombres de Bodenstein de I’ordre de 40, retrouvés a I'intérieur du gel et on y retrouve
peu de mélange dans la phase liquide du lit favorisant ainsi la performance de
I'adsorption. Le temps de résidence dans le lit est augmenté et sa performance également

(Chang et Chase 1996).

L adsorption a expansion constante est meilleure pour des mélanges visqueux selon les
expériences réalisées par Chang et Chase (1996) car la capacité dynamique des liaisons
est augmentée. Dans la purification en industries. la présence d’un haut taux de solides
engendre une viscosité élevée dans les bouillons de culture, le protocole opératoire

d’opération a une expansion constante proposé par Chang et Chase est donc de mise.

La quantité de produit par volume d’adsorbant (g/) est liée a la capacité dynamique de
liaison et au pourcentage de récupération des protéines voulues. La capacité dynamique
de liaison, qui est la quantité réelle de protéines qui pourra étre liée a 1'échangeur d’ions
sous des conditions expérimentales définies (normalement, un point de rupture de 10%),
est une fonction de la vitesse d’écoulement au travers du lit en expansion et du taux
d’adsorption de la protéine cible. Elle diminue lorsque la vitesse augmente ainsi qu’en

présence d’une augmentation de la viscosité.

Thémmes (1997) a conclu qu’aucun paramétre n’a pu étre identifié afin d’implanter un
controle de I'opération du lit en expansion. [l a toutefois identifié celui qui est le plus
déterminant. Il s’agit du transfert de matiére du coté des particules. Le transfert de
matiere coté particules est décrit selon le modeéle de diffusion. Le transport des protéines
se produit dans le fluide qui entoure la surface de I’adsorbant. Il a déterminé qu’avec le

gel Streamline SP, la capacité dynamique d’adsorption est bonne jusqu’a une certaine
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vitesse d’écoulement. Par la suite, plus on augmente la vitesse d’écoulement, plus on
diminue la capacité dynamique d’adsorption. Du au fait qu’au dela d’un certaine vitesse
d’écoulement, la capacité dynamique est réduite lors de I’augmentation du temps de
résidence du fluide, celui-ci n’est pas un bon paramétre pour définir I'effet de la diffusion

dans les pores pour le lit en expansion.
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CHAPITRE 5 ANALYSE DES RESULTATS

5.1 Analyse statistique de l'efficacité de séparation : détermination
des effets dominants

Afin de déterminer les parametres affectant I'efficacité du lit en expansion, plusieurs
expériences sont réalisées tel que mentionnées dans la section 3. La méthode statistique
choisie fait varier les paramétres entre deux valeurs, tel qu’expliqué aux tableaux 3-2 et
3-3. Un plan factoriel complet de quatre facteurs et deux modalités est utilisé dans le but
d’évaluer I’effet de variables définies sur la variable mesurée, le LUB. Suite a I'analyse
du modé¢le statistique, il est démontré que la concentration de glycérol, c’est-a-dire la
viscosité, est le facteur influengant le plus I’efficacité de séparation de I’adsorption du lit

en expansion.

Tableau 5-1 Analyse des résultats obtenus avec la méthode statistique

Variables Rang

X1 — vitesse d écoulement - mm/s 2
X2 ~ concentration de lysozyme— mg/ml |4
X3 .— concentration de glyoém_l- %v/v A e

X4 — hauteur de lit sédi;nenté 7( HO) —:lc.:'m

En fait, au fur et a mesure que la concentration de glycérol est augmentée, la longueur de
lit inutilisé (LUB) augmente aussi. Le pire cas observé est obtenu avec une concentration
de glycérol de 15 % v/v , une vitesse d’écoulement de 0.42 mm/s, une hauteur de lit de
6.8 cm et une concentration de lysozymes de 2 mg/ml. Lorsque ces conditions sont
présentes, prés de la moitié du lit est inutilisée, 44 %. Les LUB donnent une indication
de la résistance au transfert de matiére, plus la valeur du LUB est élevée, plus la

séparation est difficile, donc, I’efficacité de séparation de la purification est réduite. La
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seconde variable en importance qui ressort de I’étude statistique est la vitesse

d’écoulement.

[I est important de noter que ces expériences ont été réalisées dans une solution pure,
c’est-a-dire sans la présence de cellules et de débris cellulaires. Les effets de la viscosité
en présence d’un mélange hétérogéne sont différents. Dans la littérature, deux lignes de
pensée existent : une stipule que la présence de cellules améliore I'efficacité de la
séparation alors que I’autre dit que la présence de cellules nuit a la séparation ((Chase et
Draeger 1992) (Lan et al. 1998)). Des expériences supplémentaires doivent étre
entreprises afin de vérifier les effets de la présence de cellules mais ne sont pas réalisées

dans le cadre de cette recherche.

Cette analyse met ’emphase sur 'ampleur de I’effet de I’hydrodynamique sur le procédé
d’adsorption. Chang et Chase (1996) ont également conclu que deux paramétres (vitesse
d’écoulement et viscosité de la solution d’entrée) exercent une influence significative sur
la capacité dynamique d’un lit en expansion. Par contre, ils ont trouvé que I'ajout du
glycérol dans la solution tampon n’altére pas la constante d’équilibre de dissociation ni la
capacité maximale d’adsorption donc il s’agit d’'un effet purement hydrodynamique
(Chang et Chase 1996). A la lumiére de ces faits, Ia suite logique des démarches est

d’observer les profils d’écoulement a I’intérieur de la colonne.

Le gel joue un rdle essentiel dans la fluidisation, d’ou I’importance de sa classification.
Aprés étude, le gel est classifi€ selon la charte des poudres de Geldart. La distribution
des diameétres de particules est observée sur la figure 5.1.
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Le gel employé lors de I’expérimentation se retrouve dans le groupe A, mais trés pres de
la frontiére avec le groupe C. La définition de cette frontiére est vague; par conséquence,
le gel peut également étre considéré comme appartenant au groupe C. Le groupe A
présente les conditions idéales pour la fluidisation, soit un comportement homogéne. Ces
particules engendrent une expansion du lit élevée et un mélange des particules solides.
Quant a lui. le groupe C est composé de particules cohésives qui se fluidisient
difficilement. Les particules de gel classifiées dans le groupe C ne peuvent atteindre la
séparation requise pour étre totalement supportées par la force de trainée ainsi que par la

poussée du liquide. Par conséquent, une fluidisation réelle n’est pas obtenue (Rhodes

1998).

5.1.1 Paramétres hydrodynamiques

L’écoulement dans la colonne devrait avoir un profil piston afin de favoriser I’obtention
d’une expansion stable et d’accroitre I’efficacité du procédé d’adsorption en permettant
un nombre élevé de plateaux théoriques. La variation de I’expansion du lit soumis a
diverses vitesses en régime permanent suit de fagon générale la corrélation de
Richardson-Zaki (Richardson et Zaki 1997). Rappelons que la corrélation de Richardson

- Zaki est définie comme suit ;

U=U.,e" (38)

Ou n est appelé le facteur d’expansion et dépend du nombre de Reynolds. Cette
corrélation a comme condition limite, la vitesse terminale U, lorsque € = 1. Ainsi a partir
des résultats expérimentaux de € versus U, il est possible de trouver une vitesse terminale

empirique.
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Richardson et Zaki (1997) ont statué que pour une suspension uniforme de particules, la
résistance rencontrée par une particule pour une vitesse donnée est causée par
"augmentation du gradient de vitesse et non par un changement de viscosité. Cela
dépend également des particules environnantes, car elles affectent le profil d’écoulement;

par le fait méme, elles occasionnent des gradients de vitesses importants.

Da au fait que I’échelle de Ia colonne est petite, plusieurs facteurs, telle la verticalité,
affectent I'écoulement a I’intérieur de la colonne. Les valeurs du facteur d’expansion et

des vitesses expérimentales empiriques obtenues pour la colonne de 1 ¢m sont présentées

dans le tableau 5.2.
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Tableau 5-2 Facteur d’expansion et vitesse terminale empirique

Second distributeur présent | Second distributeur absent
Angle de a Vitesse terminale n Vitesse terminale
distribution
mm/s mm/s
(Degré) ( ) ( )
45 3.84 2.30 3.62 2.10
H:10.22314.6 cm 90 3.37 2.00 3.31 2.30
% glycérol : 0
150 3.52 2.10 6.06 5.30
n Vitesse terminale n Vitesse terminale
Hauteur de gel (mm/s) (mm/s)
(cm) 7.7 3.22 2.04 N/D N/D
Angle : 45 © 11.9 3.87 2.65 N/D N/D
Yoglycérol 10 1446 ] 321 2.00 N/D N/D
n Vitesse terminale n Vitesse terminale
Viscosite en
% de glycérol (mm/s) (mm/s)
0 3.26 2.00 N/D N/D
H:6.8cm
Angle : 45° 10 2.60 1.20 N/D N/D
15 2.14 0.90 N/D N/D

Les expériences pour différentes hauteurs de gel et viscosité sont réalisées avec le
distributeur de 45 degrés et le second distributcur présent. Les expériences ou la
concentration de glycérol est variée sont faites avec une hauteur de gel de 6.8 cm tandis
que celles ou I'angle de distribution est varié sont obtenues avec une hauteur de gel

vaniant entre 10.2 et 14.6 cm.

L’exposant “n” est une fonction du régime d’écoulement. La valeur du facteur
d’expansion (n) utilisé normalement, dans Ia littérature, pour le régime laminaire (Re, <
0.4) est de 4.8 ((Chase et Draeger 1992),(Thémmes et al. 1995)). Le régime

d’écoulement est considéré laminaire lorsque Rep< 0.4 ce qui est le cas pour les
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conditions utilisées dans cette études (Chang et Chase 1996). Les indices « n » trouvés
lors des expériences sont inférieurs a ce qui est observé dans des colonnes de plus grand
diameétre. Chase et Draeger (1992) observe = 4.8 pour une colonne de 5 cm de méme
que Thommes et al. (1995). De plus, les vitesses terminales prédites par I'équation de
Richardson — Zaki a € = 1, sont, elles aussi inférieures aux valeurs théoriques obtenues

avec I'équation de Stokes (Thommes 1997) .

Le facteur d’expansion est une fonction du ratio d/D, diamétre des billes sur le diamétre
de la colonne, ainsi que de la porosité. En présence d’effets visqueux et de forces
d’inertie significatives, le ratio de vitesse est aussi gouverné par le nombre de Reynolds.
Lorsqu’il y a fluidisation, un gradient de vitesse est engendré dans le liquide di aux effets
de parois. Le ratio U/U, est fonction de la porosité et du ratio d/D (Richardson et Zaki
1997).

Chang et Chase (1996) ont déterminé que le facteur d’expansion augmente lorsque la
viscosité du liquide fluidisant le gel est élevée. Les mémes observations ne sont pas faites
ici. Lors de l'opération de la colonne a petite échelle, une augmentation de Ila

concentration de glycérol, c’est-a-dire la viscosité, diminue le coefficient.

Le nombre de Bodenstein est défini comme étant le ratio entre le taux de transport par
convection sur le taux de transport par diffusion ou dispersion. Ce ratio donne une bonne
indication du type d’écoulement a I'intérieur du lit. Un grand nombre de Bodenstein
signifie un écoulement de type piston, contrairement a un petit nombre de Bodenstein qui
lui, indique un écoulement parfaitement mélangé. Un nombre de Bo aux environs de 500
indique une faible quantité de dispersion, un avoisinant 400 indique une dispersion
intermédiaire tandis qu’un nombre de Bodenstein autour de 5 démontre une quantité de

dispersion importante (Fogler 1992). Nous avons vu au chapitre 4 que, pour le type
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d’expériences de tragage réalisées, le calcul du nombre de Bodenstein est fait a partir de

I’équation suivante :

T2 2 o] (39)

Bo =YL (40)

Une particularité intéressante de la petite colonne, Synchro de 1 cm, est I'habileté de
varier I'angle du distributeur inférieur : trois angles de distribution : 45, 90 and 150
degrés. peuvent étre utilisés. Ils ont également la possibilité d’étre joints a une deuxiéme
plaque distributrice, qui est optionnelle. La connaissance des effets de ces paramétres sur
I"écoulement est primordiale, pour cette étude, puisqu’ils offrent la possibilité de changer

la colonne selon les besoins de I’expérience et les possibilités de la mise a I"échelle.

Tableau 5-3 Effet du distributeur du bas — nombre de Bodenstein

Angle de Second distributeur présent Second distributeur absent
distribution
Bo Bo Bo Bo Bo Bo
042 mm/s 0.56mm/s 083 mm/s | 0.2 mm/s 0.56 mm/s 0.83 mm/s
45 47 £ 1 55+6 71+12 | 69+ 11 735 67 +£9
90 S1£5 53+7 62+4 45+5 65%+13 75 £2
150 43 +2 56 + 1 73+3 32+3 37+3 38+4

La présence du deuxiéme distributeur semble avoir un effet sur I'écoulement liquide dans

la colonne. Le distributeur de 45 degrés présente un écoulement uniformément distribué
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sans la seconde plaque distributrice. L’ajout du deuxiéme distributeur semble causer des
courants de reflux qui altérent I’écoulement piston de la solution a travers le lit de gel. Le
second distributeur dirige de nouveau le courant, ce qui engendre des fluctuations dans
Puniformité de ’écoulement. L’équilibre qui est atteint a la sortie du premier distributeur
est perdu, car la section d’écoulement n’est plus uniforme. Cette uniformité est requise
pour obtenir un profil de vitesse plat; les fluctuations affectent ce profil en engendrant
des remous et de la dispersion a I'intérieur de la colonne. Pour le distributeur de 90
degrés, I'analyse des résultats permet de conclure que la présence du second distributeur
n'affecte pas I'écoulement. Pour ce qui est du distributeur possédant I’angle d’injection

de 150 degrés, de meilleurs résultats sont obtenus en présence du second distributeur.

L’impact de la hauteur de gel sur Pefficacité (LUB) est relevé par I'analyse statistique.
Son importance est mineure comparativement a la viscosité et a la vitesse d’écoulement.
Néanmoins, une étude est réalisée afin d’évaluer les effets de cette variable sur le profil
d’écoulement. La quantité de gel présent dans la colonne peut affecter I’écoulement de la
solution. En fait, la quantité de gel doit étre suffisante afin de pouvoir adsorber la
quantité requise de protéines; par contre, une quantité trop élevée de gel diminue
efficacité de celui-ci. Il est aussi essentiel de tenir compte des limitations de la colonne.

la hauteur du lit en expansion ne pouvant étre plus élevée que la hauteur de la colonne

elle-méme.
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Tableau 5-4 Effet de la hauteur de lit — nombre de Bodenstein

Hauteur de lit Bo Bo Bo
(cm) 0.42 mm/s 0.56 mm/s 0.83 mm/s
7.7 36 £ 11 34+ 14 45 %5
11.9 45+ 10 48+ 7 S8+3
14.6 59+7 68 + 11 81 t4

Les nombres de Bodenstein présentés dans le tableau 5.4 révélent la différence entre les
trois hauteurs de gel. Pour une méme hauteur de gel, le nombre de Bodenstein varie avec
une augmentation de la vitesse de la solution. Par ailleurs, les données, pour un méme
débit, démontrent des dissemblances. En effet, augmenter la hauteur de lit provoque une
augmentation du nombre de Bodenstein, d’ol une diminution de la dispersion a I'intérieur
de la colonne. Plus le ratio H/d (hauteur du lit sur diamétre de la colonne) est grand, plus

les fluctuations pouvant résuiter du systéme de distribution sont négligeables.

Selon I’étude statistique effectuée, la concentration de glycérol, ou la viscosité en fait,
est le facteur en importance en ce qui a trait a la productivité du procédé de séparation.
Tel que présenté dans le tableau 5.2, la viscosité affecte I’expansion. Les vitesses
terminales sont quelque peu différentes des valeurs théoriques respectives de 3.20 mnv's
et 1.64 mm/s en absence de glycérol et en présence de 15% de glycérol. La porosité du
gel en expansion pour la solution contenant 10 % de glycérol varie entre 0.67 et 0.82,
alors que pour la solution de 15 %, la porosité passe de 0.69 a 0.85 pour la gamme de

vitesse d’écoulement utilisée.

Chang et Chase (1996) ont démontré qu’un ratio d’expansion de deux (2) résulte en une
efficacité de séparation optimale. lls ont trouvé que la capacité dynamique de liaison est
optimum lorsque le ratio est prés de 2, ce qui représente une porosité de 0.7. Ceci est
contraire a Thommes et al. (1995), qui affirment que la dispersion est maximale a une
porosité de 0.7. Thommes (1997) présente, dans sa revue sur la dispersion dans la phase
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solide, les différences observées entre les conclusions stipulées par différents chercheurs.
Al Dibouni et Garside (1979) ont réalisé des études sur le mélange des particules dans des
lits fluidisés et ils ont découvert qu’a une porosité de 0.7, on retrouve un maximum de
dispersion. par contre, tel que mentionné a la section 2, ces études sont réalisées avec de
particules de grosses tailles (dp entre 0.55 et 3.07 mm). Kang et al. (1990) et Yutani et
al. (1982) ont trouvé des résultats similaires avec des billes ayant un diamétre variant
entre | et 6 millimétre. Les particules de gel utilisées ne sont pas comparables avec les

particules utilisées dans cette étude (dp entre 100 et 300 um).

Van de Meer et al (1984) ont proposé une corrélation (Eqn. 12) qui prédit que le
coefficient de dispersion augmente avec une augmentation de la vitesse et ce pour des
particules ayant un diameétre variant entre 500 et 720 pum. Thémmes a comparé la validité
des corrélations proposées par Van de Meer et al (1984) et Kang et al (1990) et celle de
Van de Meer et al. (1984) décrit mieux le comportement de la dispersion de la phase
solide. Suite a I’analyse de tous ces énoncés, il est possible de conclure que des études
plus poussées, entre autre concernant le coefficient de dispersion axiale, sont nécessaires

afin de définir le role de la dispersion solide dans I’adsorption dans un lit fluidisé.

Avec les concentrations de glycérol utilisées lors de I’expérimentation, la porosité atteinte
dans le lit est plus élevée que celle ou le glycérol est absent; donc. les conditions
optimales ne sont pas respectées. L’efficacité de la séparation diminue puisque le ratio du

lit en expansion sur le lit fixe s’€éloigne de I’'optimum 2 (Chang et Chase 1996).

La présence de mélange causé par les effets de parois est examinée de plus prés avec le

calcul du nombre Bodenstein.
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Les nombres de Bodenstein pour différentes concentrations de glycérol sont répertoriés
dans le tableau 5.5. Suite a I'observation des Bo, on remarque que les valeurs restent

dans le méme intervalle peu importe la concentration de glycérol ajoutée a la solution.

Tableau 5-5 Effet de la viscosité — nombre de Bodenstein

% of Glycérol Bo Bo
0.42 mm/s 0.56 mm/s
0 34+ 14 45£5
5 N/D 41 £2
10 43 +3 35+14
15 35+15 48 + 8

Chang et Chase (1996) ont trouvé que lorsqu’unlit est opéré a un degré constant
d’expansion en présence de solutions visqueuses. I'efficacité d’adsorption est améliorée
car la capacité dynamique de liaison I’est aussi. Ils clament que les effets de la viscosité
sur le lit en expansion sont plus significatifs lorsque le lit est opéré a haute vitesse. La
porosité calculée a travers la longueur entiére du lit varie entre 0.67 et 0.85. Considérant
que la porosité optimale est de 0.7, il est possible de constater que cette porosité n’est
pas obtenue lors des expériences précédentes ou la concentration de glycérol est variée.
En d’autres termes, le lit n’est pas opéré a une expansion qui représente le double du lit
fixe. Le point de rupture apparait plus rapidement dans le temps lorsque la viscosité est
augmentée pour une méme vitesse. Cette observation peut s’expliquer par une
augmentation de la résistance au transfert de matiére entre les lysozymes et les sites

d’adsorption ou encore par un mélange axial substantiel (Chang et Chase 1996).
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Certaines distinctions peuvent étre observées entre les expériences sur la figure 5-2. La
courbe la moins évasée est obtenue en I’absence de glycérol tandis que la plus évasée
provient des expériences ou la solution d’entrée contient 15% de glycérol. Méme si les
nuances entre les expériences ne sont pas explicites lors de I'observation du nombre de
Bodenstein, elles apparaissent dans le graphique. Une diminution de la raideur de la
pente résulte d’une élévation de la concentration de glycérol. En augmentant la viscosité,
le profil d’écoulement devient de moins en moins plat et le gradient de vitesse prés des
parois devient important. Ce type de profil d’écoulement résulte en une dispersion axiale
importante. Au fur et a mesure que la viscosité s’éléeve, le front uniforme de
concentration de protéines est perdu et le point de rupture dans certaines régions arrive
plus rapidement (c’est-a-dire le gel se sature plus rapidement). Par ailleurs, [a figure 5-3
montre les effets de la viscosité sur le degré d’expansion. Lorsqu’aucun glycérol n’est
ajouté au courant d’entrée, le degré d’expansion réagit de fagon quasi-linéaire avec une
vitesse croissante. Le ratio demeure en tout temps sous la valeur 3, tandis que le ratio
augmente jusqu’a une valeur de 5 pour une solution contenant 15% de glycérol.
L équation (41) décrit la relation entre le degré d’expansion, la porosité et le ratio des
vitesses. En augmentant la viscosité, la vitesse terminale U, diminue, ce qui fait tendre le
ratio des vitesses plus rapidement vers la valeur | et par le fait méme, fait diminuer
rapidement le dénominateur de I’équation (1 - (U/U,)"""), le tout a pour effet d’augmenter
le degré d’expansion rapidement. Ce phénoméne est observé sur la courbe 5.3,
soulignant le fait que la viscosité engendre des fluctuations dans le lit et cause une
expansion supérieure au degré idéal de 2, proposé par Chang et Chase (1996). La courbe
5.4 indique la variation de porosité avec ’augmentation de la vitesse d’écoulement. On
peut voir que la porosité pour le lit opéré avec une solution de 15% v/v de glycérol

augmente plus rapidement que celle de 10% v/v.



79

- (41)

En présence d’une forte viscosité, la porosité du lit devient importante et cela crée un
étalement axial du front de protéines qui passe a travers le gel (Chang et Chase 1996).
Donc, lors de P'adsorption, la courbe de rupture est plus évasée, ce qui se traduit par une

efficacité de séparation moindre.

5.2 Relations entre les parametres hydrodynamiques et I'efficacité de
séparation

Afin d’étre en mesure d’approfondir la compréhension des relations entre les parametres
hydrodynamiques et I’efficacité de séparation, le nombre de Bodenstein aussi bien que le

facteur d’expansion doivent étre évalués et comparés au LUB et a la capacité dynamique

du gel.

En se rapportant a la figure 5.5, si le taux de transfert de matiére est extrémement rapide,
la courbe de saturation obtenue serait une ligne verticale au volume ws. Cette ligne
représente le point dans le temps ou les zones ombragées de chaque coté de la ligne sont
équivalentes. Le LUB est égal a la longueur du lit moins la longueur du lit saturé en
protéines (ou ayant atteint sa capacité dynamique) qui est en équilibre avec le courant
d’entrée. Le LUB, tel que mentionné dans la section 4, est calculé a partir de I'équation

suivante (Treybal 1980) :

we = 2 w, - w,) (42)
w
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La longueur de lit inutilisé donne une bonne indication de I’efficacité du transfert de
matiére. Un autre facteur a considérer est la capacité du gel. Les deux facteurs devraient
étre en concordance; une augmentation du LUB devrait étre en accord avec une

diminution de la capacité dynamique.

La capacité est définie comme suit :

L. _ Y, tw,
Capacité = v (43)
gel
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La figure 4-6 définie les variables employées dans I’équation 43. La zone ombragée, sur
la figure, correspond a la quantité de protéines retirée de la solution dans la zone

d’adsorption du point de rupture jusqu’a I’épuisement du lit.

Les longueurs de lit inutilisé ainsi que les capacités dynamiques trouvées pour la colonne

de lcm sont présentées au tableau 5.6.

Tableau 5-6 LUB et capacité

Essai X1 X2 X3 X4 LUB Capacite
mm/s mg/ml % v/iv Cm cm mg/ml
Fixe .0.42 2 68 1.69 66
Fixe 0.56 2 0 6.8 1.96 68
1 042 2 0 6.8 1.42 97
2 0.56 2 0 6.8 2.31 79
3 042 6 0 6.8 2.27 64
4 0.56 6 0 6.8 1.88 49
5 042 2 15 6.8 2.71 134
6 0.56 2 15 6.8 3.02 55
7 042 6 5 6.8 2.63 72
8 0.56 6 15 6.8 1.91 37
9 042 2 0 11.7 1.03 84
10 0.56 2 0 i1.7 1.65 85
11 042 6 0 11.7 1.39 96
12 0.56 6 0 11.7 2.17 46
13 042 2 15 1.7 1.48 100
14 0.56 2 15 11.7 2.66 83
15 042 6 15 11.7 2.14 96
16 0.56 6 15 11.7 3.12 89

La capacit¢ maximale du gel selon le manufacturier Pharmacia est d’environ 75 mg de
lysozymes par ml de gel. Il existe une différence majeure entre les expériences de
Pharmacia et celles réalisées dans le cadre de cette recherche : le diamétre de la colonne
utilisée. Pharmacia a réalisé ces expériences avec une colonne de 5 cm de diamétre, une

vitesse d’écoulement de 0.83 mm/s avec une solution de 2 mg/ml. Les résultats présentés
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dans ce travail ont été obtenus avec la colonne de Synchro, diameétre de 1 cm.
Malheureusement, I’analyse des résultats de la capacité dynamique ne permet pas de
dégager de tendance. Des essaies supplémentaires, en mettant plus d’emphase sur la
mesure de la capacité dynamique d’adsorption du gel, sont nécessaires avant de tirer des

conclusions.

A titre de comparaison, Chang et Chase (1996) ont réalisé des expériences sur une
colonne de 5 cm avec différentes concentrations de glycérol (de 0 a 32%) et ils
obtiennent des capacités dynamiques variant entre 23.6 mg/mi et 59.0 g/ml pour un lit de

10 cm de haut.

Le but de cette étude statistique est de déterminer I'influence de quatre facteurs sur
I’efficacité de séparation d’une colonne d’adsorption a lit fluidisé. Tel que mentionné au
début de cette section, la viscosité est le facteur important, soulignant ainsi ['importance
de ’hydrodynamique. Pour ce qui est de la capacité, il est déterminé d aprés une analyse
statistique, que la vitesse d’écoulement et la concentration de lysozymes affectent
grandement sa valeur. Cette conclusion est incertaine a ce stade-ci a cause du nombre
limité d’expériences. Un fait ressort de I’analyse, lorsque la vitesse d’écoulement est
augmentée, la capacité dynamique de liaison est réduite. Thémmes et al. (1995) ont
¢galement observé une diminution de la capacité lorsque la vitesse d’écoulement est

élevée au dessus de 0.5 a 0.67 mnyv's.

Le tableau 5.7 est divisé en deux sections : la premiére partie représente les expériences
réalisées avec 6.8 cm de gel alors que la deuxiéme partie représente celles faites avec 11.7

cm de gel.
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Tableau 5-7 LUB et capacité

Hauteur de lit ] LUB (cm) Capacité (mg/ml)

1.42 97
1.88 49
1.91 37

6.8 cm 2.27 64
2.31 79
2.63 72
2.71 134
3.02 55
1.03 84
1.39 96
1.48 100

11.9 em 1.65 85
2.14 96
2.17 46
2.66 83
3.12 89

La capacité présentée dans le tableau est obtenue pour une rupture de 10%. Les calculs
ont €té refaits pour une rupture de 20, 30 et S0 % (valeurs introduites en Annexe tableau
8.16) et le méme type de résultats est obtenu. Encore une fois a cause de I’incertitude sur

le calcul de la capacité dynamique aucune corrélation ne peut étre trouvée entre le LUB

et la capacité dynamique.

5.3 Effet de la mise a I'échelle

Une série d’expérience est faites sur la colonne de 5 cm afin de comprendre les
phénomenes associés au scale-up. Contrairement a la colonne de 1 cm, celle de 5 cm est
beaucoup moins affectée par les effets de parois, comme Thommes et al. (1995) avaient
déja suggéré que lorsque le ratio hauteur de colonne sur son diameétre est sup€rieur a 100,
les effets de parois sont négligeables. La colonne de 5 cm est plus proche de ce ratio que
la colonne de 1 cm. En opérant une colonne a grande échelle, la verticalité de celle-ci

devient un facteur de moindre importance. En fait, Bruce et Chase (1998) ont déterminé



85

qu'une déviation de seulement 0.15 degré diminue le nombre de Bodenstein pour la
colonne de 1 cm a 36 % de sa valeur optimale, alors que ce méme nombre ne diminue
qu’a 60 % de sa valeur optimale pour Ia colonne de 5 cm. Cette valeur est tout de méme
importante mais moins critique que celle obtenue par Bruce et Chase (1998). En
laboratoire. lors de la reproduction de ces expériences, des résultats moins dramatiques
ont été obtenus avec la colonne SynChro de 1 cm; pour une déviation de 0.5 degré, le
nombre de Bodenstein a diminué a 50 % de sa valeur optimale. La différence entre les
résultats peut venir de l'utilisation de différentes colonnes. Iis ont utilisé une colonne
Soham Scientific avec un distributeur de verre concassé. La colonne utilisée lors de la
présente étude posséde un systéme de distribution trés différent : il est fait d’acier
inoxydable et posseéde des plaques perforées de PTFE. La colonne congue par SynChro

possede donc I'avantage d’€tre moins perturbée par les déviations.

Tableau 5-8 Colonne de § cm - facteur d’expansion et vitesse terminale

Diametre de colonne Facteur d’expansion Vitesse terminale (mm/s)
1 cm - 45 degré 3.84 2.30
1 cm - 90 degré 3.37 2.00
1 cm - 150 degré 3.52 2.10
Scm 3.96 2.50

Tel que présentés au tableau 5.8, les facteurs d’expansion mesurés pour la colonne de 5
cm démontrent que le régime laminaire est atteint a I’intérieur du gel. Il semble donc que
les effets de parois deviennent négligeables et les turbulences a I'intérieur de la colonne
diminuent. La vitesse théorique de Stokes obtenue est de 3.92 mm/s, ce qui est

comparable a la valeur expérimentale trouvée.

Une comparaison de résultats de la petite et grande échelle démontre des comportement
pratiquement identiques. En fait, la pente des droites tracées sur la figure 6.5 sont

semblables. Par conséquent, il est possible de conclure que des études de tragage sont
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nécessaires afin d“évaluer correctement les différences entre les deux échelles puisqu’une

observation des facteurs d’expansion n’est pas suffisante.
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Afin de qualifier le profil d’écoulement a I'intérieur de la colonne, le nombre de
Bodenstein est calculé a partir d’essais de tragage avec acétone, utilisant la méthode

décrite a la section 3.2.2. Les valeurs sont présentées dans le tableau 5.9.

Tableau 5-9 Colonne de 5 cm — nombre de Bodenstein

Diametre de la colonne Bo Bo Bo
0.42 mm/s 0.56 mm/s 0.83 mm/s
1 cm — 45 degrés 47 + 1 55+6 71+ 12
1 cm — 90 degrés S1£5 53+7 62+4
1 cm — 150 degrés 43 +2 56 1 73+3
Scm 83+19 227 £ 31 158 +30

Il est important de noter que les expériences ont été faites dans une seule manipulation en
réalisant trois injections consécutives dans le cas de la colonne de S cm et cinq injections

pour la colonne de 1 cm.

Les nombres de Bodenstein pour la colonne de 5 cm sont supérieurs a ceux trouvés pour
la colonne de 1 cm. Ce résultat n’est point surprenant puisque la colonne de 5 cm est
moins sujette aux effet de parois. Ce qui résulte en un profil d’écoulement plus plat et
que, par le fait méme, I’efficacité de séparation est améliorée a cause d’une diminution de
la dispersion axiale. Les nombres de Bodenstein déterminés se retrouvent dans
I'intervalle de dispersion intermédiaire a élevée selon la classification proposée par
Fogler. Ils sont tout de méme plus prés de la classe intermédiaire. Afin de pouvoir
classifier I’écoulement dans la zone ou il y a peu ou pas de dispersion, le nombre de
Bodenstein doit avoir une valeur supérieure a 500. Dans le meilleur des cas, le nombre
de Bodenstein obtenu est égale a la moitié de cette valeur. Thémmes et al. (1995) ont
trouvé qu’en augmentant le ratio H/d, le nombre de Bodenstein augmente donc, le

mélange axial diminue.
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Ce phénomeéne s’explique avec la logique suivante: le lit en expansion agit comme une
sériec de plateaux théoriques de séparation. Plus le nombre d’étape d’adsorption
augmente plus le profil d’écoulement approche celui d’'un écoulement piston idéal. En
plus, les turbulences engendrées par le distributeur d’entrée sont réduites a plus grande
échelle. Les mémes observations sont faites ici. Par contre, Thémmes et al. (1995) ont
également trouvé que le nombre Bo augmente avec une augmentation de la vitesse. Cette
caractéristiques est observée dans toutes les expériences de 1 cm. mais non dans celles de
5 cm. Thommes et al. (1995) ont réalisé leurs expériences avec une colonne de 5 cm
similaire a celle utilisée pour I’obtention des résultats de la présente étude, mais non le
méme gel. Ils ont utilisé le gel Bioran SP de Schott Glaswerke, qui est un gel anionique.
Ce gel posséde une densité uniforme de 2200 kg/m’ et une distribution de diamétres de
particules qui varie entre 100 et 250 um. Cette variable peut jouer un role dans I’'écart
entre ces résultats et ceux présentés ici. Par contre, la différence la plus importante entre
les deux séries d’expériences est la vitesse d’écoulement de la solution dans la colonne.
IIs ont réalisé leurs expériences en variant la vitesse de 0.52 mm/s a 1.35 mm/s, alors que
les expériences réalisées dans le cadre de cette recherche sont obtenues en variant la
vitesse d’écoulement entre 0.42 et 0.83 mm/s (Thommes et al. 1995). Une augmentation
de la vitesse se traduit par une augmentation de la porosité. La porosité a I'intéricur du
gel pour la petite et la grosse colonne était pratiquement identique dans cette étude. La
principale différence entre les deux échelles provient de I'effet de parois; ils sont

significatifs dans la petite colonne et moins importants dans la grosse colonne.
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La figure 5.7 met en évidence la variation du nombre de Bodenstein avec la vitesse, pour
la colonne de S ecm. La colonne de 5 cm présente sans aucun doute les plus hauts
nombres de Bodenstein. Des relations linéaires sont obtenues pour la colonne de | cm
tandis que la colonne de 5 cm présente un optimum 2 0.56 mm/s. Cette caractéristique
est particuliére puisqu’elle n’est pas observée dans la littérature. Plus de recherches
doivent étre entreprises concernant de cette caractéristique; entre autres, des points
intermédiaires doivent étre trouvés afin de s assurer que 'optimum a 0.56 mmv/s est bien
valide. De plus, il serait intéressant d’augmenter les vitesses d’écoulement de fagon a
corroborer les résultats de Thommes et al. (1995) Bien qu’intéressantes et importantes,
ces expériences supplémentaires n’ont pu étre réalisées dans le cadre de cette maitrise di
a la non-disponibilité de I’équipement utilisé pour ces expériences. Par contre. il est bon

de souligner cette avenue possible de recherche pour le futur.

La figure 5.8 révele I'écart entre les degrés d’expansion pour les deux types de colonne
pour différentes vitesses d’entrée de la solution. La colonne de 5 cm posséde la plus
petite pente. ce qui signifie qu’elle est la moins affectée par une variation de vitesse en ce

qui a trait a 'expansion puisque le ratio demeure plus facilement prés de la valeur 2.
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Des limitations sont encourues lors de I’opération de la colonne de 1 cm. Il est
impossible d’opérer la colonne a petite échelle a des vitesses plus élevées que 0.56 mm/s
en présence d’une solution contenant 1S % v/v de glycérol. Lors des essais I’incapacité
d’obtenir un lit stable a été confirmée par le test de tragage avec acétone (DTS). Avec
une colonne de 5 cm, Chang et Chase (1996) ont réussi avec succes le test de tragage a
une vitesse de 0.83 mm/s et avec une concentration de glycérol aussi élevée que 32 % v/v
(H/H, prés de 6). En outre, lors de I'opération de la colonne a petite échelle, il est
primordial de considérer les limitations de I’expansion aussi bien que celles engendrées
par la viscosité de la solution puisque ces deux facteurs affectent grandement le profil

d’écoulement.

L’importance de I'hydrodynamique sur le procédé d’adsorption a été démontrée dans
cette section. La concentration de glycérol et la vitesse d’écoulement affectent le plus
I'efficacité de séparation. Deux effets peuvent étre associés a une augmentation de la
viscosité. D’abord I’épaisseur de la couche limite c6té liquide augmente avec une
diminution du nombre de Reynolds (avec p croissant), ce qui augmente la résistance au
transfert de matiére. De plus, les gradients de vitesse augmentent, ce qui diminue
I"uniformité du profil de vitesse et cause une augmentation de la dispersion axiale. Ces

deux effets sont donc associés a une diminution de I’efficacité de séparation.

La hauteur de gel joue un réle qui n’est pas a négliger si I’on veut opérer un systéme de
séparation avec succés. Ces facteurs sont surtout importants lors de I’opération a petite
échelle. La viscosité affecte la séparation en variant le nombre de Bodenstein et en
diminuant le facteur d’expansion ( n = 3.26 lorsqu’aucun glycérol n’est présent et il est
égal a4 2.14 lorsqu’une concentration de 15 % v/v de glycérol est présente). A petite
échelle, les gradients de vitesse autour des particules sont élevés et les effets de parois
deviennent considérables, ce qui cause de la dispersion. Afin de travailler dans des

conditions similaires a celle de la grande échelle, il devient donc essentiel de réduire les
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vitesses d’opération a petite échelle. Dans le but d’acquérir une compréhension accrue
des phénoménes gouvernant [’opération du lit en expansion, un modéle doit étre
développé. Ce modéle devrait lier le transfert de matiére et I’hydrodynamique liquide-
solide de fagon a prédire les performances de ce type de colonne de séparation en
fonction des conditions d’opérations. Un tel modéle sera développé dans le cadre de

futur travaux.
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CHAPITRE 6 CONCLUSION

Cette étude n’est qu’un premier pas dans la compréhension des phénoménes mis en jeu
lors du scale-up d’une colonne d’adsorption avec un lit en expansion. L’effet de plusieurs
facteurs sur I’opération d’un tel systéme a été évalué. Les paramétres hydrodynamiques
tels la viscosité et la vitesse d’écoulement, ont une importance cruciale lors de I'opération

du lit puisqu’ils sont ceux affectant le plus I'écoulement.

Pour la colonne de 1 cm de diamétre, on trouve des nombres de Bodenstein qui varient
entre 43 et 73 alors que pour la colonne de 5 cm, les nombres de Bodenstein se
retrouvent dans I’intervalle de 83 a 227, ou 227 est la valeur maximale obtenue pour une
vitesse d écoulement de 0.56 mm/s. Il est également important de rappeler qu’un simple
calcul des facteurs d’expansion n’est pas suffisant afin de caractériser I'écoulement
puisque tous les facteurs calculés se retrouvent dans le méme intervalle, soit de 3.21 a
3.96 pour les colonnes de 1 et 5 cm et il descend a 2.14 lorsqu’une concentration de 15

% de glycérol est présente.

Les LUB calculés dans cette étude ont permis de conclure I'effet de la viscosité sur
I’opération du systéme de séparation. Une étude sur la capacité dynamique a également

été réalisée, mais malheureusement, aucune tendance n’a pu étre déterminée.

A petite échelle, il est observé que le facteur d’expansion diminue avec une augmentation
de la viscosité. De plus, la quantité de gel dans la colonne ne semble pas affecter
I’écoulement par contre, il est important de considérer les limitations physiques de la
colonne, c’est-a-dire la hauteur, ainsi que la quantité de protéines a adsorber lors du

calcul de la quantité de gel a utiliser pour I’opération de séparation.
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Les résultats présentés dans ce travail sont en accord avec ceux de Chang et Chase
(1996) si on tient compte qu’'une porosité de 0.7 présente les conditions optimales de
séparation. Thommes et al. (1995) affirment le contraire, c¢’est-a-dire que I’'on retrouve
une dispersion maximale a ce point. Des travaux futurs devront étre entrepris afin de

clarifier cette divergence.

Les résultats des expériences de tragage d’acétone réalisées avec la colonne de 5 cm
démontrent un comportement intéressant, en fait on retrouve un optimum pour le nombre
de Bo a 0.56 mm/s. Cette caractéristique est particuliére puisqu’elle n’est pas observée
dans la littérature. Une avenue possible de recherche pour le futur est de reprendre les
expériences en ajoutant des points intermédiaires afin de s’assurer que I'optimum a 0.56
mm/s est bien valide. De plus, il serait intéressant d’augmenter les vitesses d’écoulement

de facon a corroborer les résultats de Thommes et al. (1995).

Ce mémoire est une premiere approche a la compréhension des phénomeénes gouvernant
le scale-up d’un lit en expansion. L’adsorption dans un lit en expansion est une voie de
recherche intéressante et en mouvement. Le développement d*un modéle mathématique
qui prend en considération plusieurs facteurs est une voie de recherche trés prometteuse
puisqu’elle permettra de controler 'opération et de prédire I’effet de parameétres a petite
et grosse échelle. De cette fagon, la recherche et le développement pourront se faire a

petite échelle.
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ANNEXE A - LES EXPERIENCES

a. Validité des comparaisons - influence de la colonne et des
solutions tampons

Afin de s’assurer que les effets comparés sont bien reliés aux facteurs variés, un standard
du systéme doit étre fait. Un test d’acétone est effectué sans la colonne a trois différents
débits. Le nombre de plateaux théoriques est calculé. Avec les incertitudes. le nombre
de plateaux obtenus reste dans la méme intervalle. Donc, peu importe le débit utilisé sans

la colonrie, le systéme réagit de fagon identique.

Lors des expériences de RTD, le solvant utilisé est I’eau alors que celui utilis¢ pour
I"obtention des courbes de capacité est une solution de sodium acétate. Afin de comparer
les résultats de ces deux types d’expériences, il est primordial de démontrer que ces deux
solutions se comportent de fagon similaire durant I’expérimentation. La colonne est
soumise a plusieurs expansions avec les deux solutions. La comparaison des ratios
d’expansion calculés démontre que le gel se comporte de fagon similaire avec les deux
solutions a I’exception d’un facteur. En effet, I’expansion du lit differe selon qu’elle est
obtenue avec de I’'eau ou du sodium acétate, injecté a 300 cm/h. Par contre, pendant
I'injection de la solution de lysozymes a l'intérieur de la colonne, le débit n’est jamais

supérieur a 200 cm/h ; ce faisant, les résultats de toutes les expériences sont comparables.

L influence du systéme est observée avec cette série d’expériences. Elles sont réalisées
Y

sans la colonne.

Tableau A-1 Influence du systéme
| 1.9 m/min 2.6 m/min 3.9 m/min |

Moyenne | 11.24 + 1.88 plateaux 12.13 £ 1.66 plateaux 12.70 + 1.66 plateaux |
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La prochaine série d’expériences permet de s’assurer de la validation des comparaisons

entre les expériences ou I'eau est utilisée et les expériences ou la solution de sodium

d’acétate est utilisée.

Tableau A-2 Comparaison entre I'eau et la solution utilisée

Solution HO H1/HO H2/HO H3/HO
Moyenne Eau 68cm 1.80 £0.01 2.09 2.86 £ 0.01
Moyenne Sodium Acétate |6.8cm 1.80+0.02 2.06+0.04 293

Les prochains tableaux indiquent I'influence et I’importance de la viscosité.

Tableau A-3 Calcul du degré d'expansion - Effet de la viscosité

| Solution ] Ho H1/HO H2/HO H3/HO |
Moyenne Sodium Acétate 15% | 6.8 cm 2.24 £ 0.06 323 +0.11 e
Moyenne Sodium Acétate 10% | 6.8 cm 2.09 £ 0.02 2.75+0.03 —————-

Tableau A-4 Calcul du degré d’expansion — Différents débits

| Solution | H/HO H/HO H/HO H/HO H/HO |
1.9m/min 26m/min 28ml/min 3.0mU/min 3.2 ml/min
15% viv | 2.24 3.23 Pas fait 4.85
10% viv | 2.10 2.76 3.04 3.38 3.88

Pour avoir une expansion de trois fois la hauteur du lit, soit 20.4 cm, le débit nécessaire

est déterminé.

Tableau A-5 Détermination du débit nécessaire pour un ratio de 3

Solution Débit Hauteur

. MOYENNE

15% viv

1 20.7 cm

10% v/v | 2.78 ml/min

1 20.3 cm

t204cm

2.40 mUmin | 20.4 om .

e

| 20.4 cm

i 20.5+0.02cm

!

1 204cm 204 cm+0.01 cm
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Des tests de traceur d’acétone avec les solutions de sodium acétate et du glycérol sont

réalisés. Les tests sont expérimentés avec des concentrations de 15 % et 10 % v/v de

glycérol a deux débits différents : 2.6 ml/min et 3.9 mV/min. Les expériences démontrent

qu’il est impossible d’obtenir un lit stable avec 3.9 ml/min.

Tableau A-6 Nombre de plateaux pour différentes viscosités

Solution Débit 1 2 3 4 5 moyenne

10 % v/iv]2.6m/min 491.6 473.2 478.1 4634 Nil 476.6 £20.3 N/m
glycérol 3.9m/min  608.1 479.7 461.8 4043 Nil impossible

15 % v/v|{26m/min 3570 317.4 3333 3082 3759 338.4+64.0N/m
glycérol 39mV/min  629.1 586.5 5195 2532 Nil impossible

Le lit semble plus stable a 10 % v/v glycérol qua 15 % v/v glycérol. Un plus grand

nombre de plateaux par métre est obtenu a 2.6 mi/min pour la solution de 10%. Le

nombre de plateaux théoriques par métre tend a diminuer en augmentant la concentration

de glycérol dans la solution tampon.

Donc, une augmentation de viscosité diminue

I’efficacité du gel. On effectue les tests avec 5 % de glycérol afin de s’assurer de la

validité de cet argument.

Tableau A-7 Nombre de plateaux théoriques pour 3 concentrations de glycérol

Solution Débit 1 2 3 4 5 Moyenne

5% viv] 2.6 423.0 4120 3845 4136 Nil 408.3 £ 28.7 N/m
glycérol ml/min

10 % viv]26 491.6 4732 478.1 463.4 Nil 476.6 + 20.3 N/m
glycérol ml/min

15 % vivi26 3570 317.4 3333 3082 3759 3384+64.0N/m
glycérol ml/min
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L’efficacité du lit augmente avec la concentration de glycérol jusqu’a une valeur milieu
pour ensuite descendre. Ceci est sirement di a la porosité du lit. La porosité optimale
est de 0.7; en augmentant la viscosité de la solution, I’expansion du lit augmente et, par le
fait méme. la porosité du lit. Si la valeur de la porosité monte plus haut que la valeur

optimale. cela diminue I’efficacité.

b. Effet de la pression et de la verticalité

Conditions d opération

Gel utilisé : STREAMLINE SP
Distributeur avec un angle de 45 degrés
Second distributeur présent

Solution utilisée : eau

Augmentation de la pression en fonction
du débit volumique

0.05
_ 0.04
% 0.03 j—‘—‘—z —@——PressiOn DEC |
: 0.02 ¢
o001 |- — o -
0
0 10 20 30

Dedit volumique (mUmin)

Figure A-1 Effet du débit volumique sur la pression a I'intérieur de la colonne

Lors de I"opération de la colonne avec le gel a I'intérieur et avec I’eau comme solution,
une augmentation de la pression est observée. En effet, la pression passe de 0.02 bar a
0.1 bar en l'espace de quelques minutes (moins de 10 minutes). Ceci est da a
'agglomération de particules fines sur le filtre supérieur. Donc, il est nécessaire d’enlever

ce filtre le temps d’enlever les particules du gel. Pour ce faire, le lit en expansion roule
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pendant plusieurs heures afin d’éliminer toutes particules. Aprés un certain laps de temps.
la majorité des particules fines en suspension, présentes au début de I'expérience. ont

disparu.

Un des parameétres les plus importants a petite échelle est sans contredit la verticalité de la
colonne. Afin de vérifier I'effet de la verticalité. la colonne fut déviée selon cinq angles
différents. Le nombre de plateaux théoriques par métre ainsi que ['expansion furent

mesurés. La colonne est déviée par la base de la colonne selon le dessin suivant.

A

Hauteur 0 - déviation

Base

Figure A-2 Déviation de la colonne



Les effets de la verticalité sur la colonne sont répertoriés dans le graphique qui suit.

400
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Effet de la verticalité de la colonne
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| N

09

I =]
13 17

Degrés par rapport a la verticale

..
EEEEN/mM !

t 2.5 | —@—H3/HO

Figure A-3 Effet de la verticalité de la colonne

Tableau A-8 Degré d'expansion et N/m pour différents angles de déviation

Test | Angle de déviation (degré) Degré d’expansion N/m__ Incertitude (N/m)
1 0 2.99 344 +9
2 0.5 2.70 171 +4
3 0.9 248 85 +6
4 1.3 2.36 41 +1
5 1.7 2.25 34 +3
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Comme le démontrent les chiffres, il est primordial de s’assurer que la colonne soit

parfaitement alignée lors des expériences, car I’effet de la verticalité est non négligeable.

Cette constatation est évidente pour une colonne de | centimeétre de diametre.

Les

mémes manipulations réalisées sur une colonne de diamétre supérieur, soit cing

centimétres, démontrent que I’effet n’est pas aussi marqué. Néanmoins, il est tout de

méme

présent. Bruce et Chase (1998) démontrent qu'une colonne de un centimetre

possédant une déviation de 0.15 degré obtient une efficacité de 36 % de sa valeur

optimum tandis qu’une colonne de cinq centimétres de diamétre n’est affectée qu’a 60 %

de sa valeur optimum.
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c. Effet du systéme de distribution

Le systéme de distribution de la colonne est particulier. Il posséde plusieurs fagons d’étre
assemblé ; de plus, on a la possibilité de changer certaines piéces a l'intérieur. La
répercussion de ces changements sur les résultats doit étre connue afin d’assurer la

validité des conclusions tirées.

Conditions d’opération

e Gel utilisé : STREAMLINE SP
@ Second distributeur présent
e Solution utilisée : eau

Les degrés d’expansion de la colonne avec le distributeur de 45 degrés sont les suivants :

Ho: 10.7 cm Ho:13.2cm
Hi/Ho = 1.90 Hi/Ho = 1.90
Hao/Ho = 2.20 Ha/Ho = 2.21
Hi/Ho, = 2.96 Hs/Ho =2.97

Les degrés d’expansion de la colonne avec le distributeur de 90 degrés sont les suivants :

Ho : 10.7 cm Ho: 13.2cm
H\/Ho = 1.95 Hi/Ho =1.92
H./Ho =2.31 H>/Ho =2.23
Hi:/Ho = 3.12 H3/Ho=3.16

Les degrés d’expansion de la colonne avec le distributeur de 150 degrés sont les suivants

Ho : 10.7 cm Ho: 13.2 cm
H\/Ho = 1.83 Hy/H, = 1.84
Ha/Ho = 2.12 Ho/Ho = 2.17
Hy/Ho =2.78 H3/Ho=2.95
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La prochaine série d’expériences vérifie I’effet du second distributeur sur I’expansion et le

nombre de plateaux théoriques par meétre.

Conditions d’opération

e Gel utihisé : STREAMLINE SP
e Second distributeur absent
e Solution utilisée : eau

Le degré d’expansion de la colonne avec le distributeur de 45 degrés pour chaque débit

volumique est déterminé

Ho : 14.6 cm
H\/Ho = 1.87
Ha:/Ho = 2.23
H;/Ho =2.99

L expérience sans le second distributeur est réalisée de nouveau mais cette fois-ci avec un
angle de 150 degrés afin de vérifier si les mémes conclusions sont obtenues, c¢’est-a-dire

celles obtenues lors de I’expérience faite avec le distributeur de 45 degrés.

Le degré d’expansion de la colonne avec le distributeur de 150 degrés pour chaque débit
volumique est déterminé

Ho : 13.1 cm (14.3 cm pour 1.9 ml/min)

Hl/Ho =1.86
H./Ho = 2.17
H;/Ho =2.65

L’expérience sans le second distributeur est refaite, mais cette fois-ci, avec un angle de 90

degrés afin de départager les résultats différents obtenus avec le distributeur de 45 degrés
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et celui de 150 degrés. Le degré d’expansion de la colonne avec le distributeur de 90

degrés pour chaque débit volumique est déterminé

Ho :13.1cm
Hi/Ho =1.70
H2/Ho = 1.80

Hi/Ho = 2.64



Les trois distributeurs ensemble sont comparés I’un a I’autre
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Tableau A-9 Nombre de plateaux par métre pour les 3 types de distributeurs

Débit volumique

1.9 mi/min

2.6 ml/min

3.9 mI/min

Second distributeur

Présent

Angle 150 degrés
Absent

Angle 150 degrés
Présent

Angle 90 degrés
Absent

Angle 90 degrés
Présent

Angle 45 degrés
Absent

Angle 45 degrés

Valeur (N/m)

224 £ 17 (7.5%)

137+ 19 (14%)

260 + 14 (5%)

254 £ 31 (12%)

254 + 19 (7.5%)

351 £26 (7%)

Valeur (N/m)

302 + 11 (4%)

174 + 14 (8%)

286 + 17 (6%)

332 + 40 (12%)

280 + 15.5 (5.5%)

365 + 13 (3.5%)

Valeur (N/m)

356 + 33 (9%)

207 £ 11.5 (5.5%)

387 £ 23 (6%)

385 +£37 (10%)

393 £ 19 (5%)

451 +9 (2%)

Les régressions linaires faites a partir des données et permettent de calculer la vitesse

expérimentale des particules du gel dans la colonne ainsi que I'indice de Richardson —

Zaki. Ces données sont comparées avec les données théoriques dans le tableau A.10.
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Tableau A-10 Vitesse expérimentale pour différents distributeurs

Angle de Second distributeur  Vitesse expérimentale  Vitesse théorique
distribution
45 Présent 0.0023 m/s 0.00392 m/s
45 Absent 0.0021 m/s 0.00392 mvs
90 Présent 0.0020 m/s 0.00392 m/s
90 Absent 0.0023 m/s 0.00392 m/s
150 Présent 0.0021 mv/s 0.00392 m/s
150 Absent 0.0053 m/s 0.00392 m/s

La vitesse terminale augmente en I’absence du second distributeur pour les angles de
distribution de 90 et 150 degrés ; par contre, elle diminue pour I'angle de 45 degrés. Ce

qui laisse croire que le jet est mieux dirigé sans le second distributeur pour deux des trois

angles.

Tableau A-11 Indice n pour différents distributeurs

Angle de distribution | Second distributeur n

45 Présent 3.84
45 Absent 3.62
90 Présent 3.37
90 Absent 3.31
150 Présent 3.52
150 Absent 6.06

Effectivement, il apparait avantageux de fonctionner sans le second distributeur avec
I'angle de 150 degrés et avec le distributeur pour I’angle de 45 degrés. L’exposant de
Richardson-Zaki est une indication du type d’écoulement. Quand I’indice se rapproche
de 4.8 pour un écoulement laminaire (Rep < 0.4) (Chang 1996), le profil de vitesse est
plat. c’est-a-dire que 'écoulement est qualifié de type piston. Un écoulement piston est
synonyme d’une meilleure séparation. Les exposants présentés dans le tableau A.11 se

retrouvent a un intervalle raisonnable de la valeur typique (4.8). Il est possible de
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conclure que le systeme se trouve dans le régime laminaire et que I’écoulement est du
type piston. Par contre, les résuitats obtenus pour le nombre de plateaux par metre
affichent des conclusions différentes de celles obtenues avec les indices. Le nombre de
plateaux par meétre tend a démontrer que le second distributeur n’est pas nécessaire au
bon fonctionnement du distributeur de 45 degrés alors qu’il I’est a celui du distributeur de
150 degrés. Des conclusions inverses sont obtenues a la suite de I’étude des indices
«n». On peut expliquer cette différence par le fait que le nombre de plateaux est plus

sensible que «n » au type de distributeur ainsi qu’a une fluidisation homogéne.

d. Effet de la quantité de gel
Conditions d’opération
¢ Gel utilisé : STREAMLINE SP

e Second distributeur présent
e Solution utilisée : eau

Les degrés d'expansion de la colonne avec le distributeur de 45 degrés sont les suivants :

Ho : 7.7 cm Ho:11.9cm Hy : 14.6 cm
H2./Ho - 1.84 H2/H, : 1.90 H2/Ho : 1.85
H./H, : 2.22 H,/Ho : 2.18 H2/Ho : 2.25
Hs/Ho : 2.97 Hi/H, : 2.82 Hs/H, : 3.01

Suite a I'analyse des résultats, aucune différence marquée entre le degré d’expansion a
différente hauteur du gel n’est observée. Le tableau suivant expose les différents nombres

de plateaux théoriques pour chaque hauteur initiale dans la colonne.
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Tableau A-12 Nombre de plateaux théoriques pour différentes hauteurs de gel

H, N/m (pour 1.9 mI/min) N/m (pour 2.6 mI/min)  N/m (pour 3.9 mi/min)
7.7 cm 375 £ 61 (£ 16%) 395 £47 (+ 12%) 410 £ 53 (£ 13%)
11.9cm | 283 +39 (£ 14%) 380 £ 67 (+ 18%) 328 + 30 (£ 9%)

14.6 cm | 284 £ 35 (+ 12%) 327 £40 (£ 12%) 352 £36 (+ 10%)

La quantité de gel peut influencer I'écoulement a I'intérieur du gel. La compréhension de
I'effet que provoque cette variable est cruciale. La capacité d’adsorption est directement
liée a cette variable. Si la hauteur du gel n’est pas suffisamment importante. le produit
d"intérét ne peut étre complétement retiré de la solution. De plus, la vérification de I'effet
de sa variation sur I’hydrodynamique doit étre analysée puisque le but premier de cette
étude est de quantifier ’hydrodynamique de I'écoulement et de quantifier I'effet des

facteurs I'influengant.

En se servant des régressions linéaires obtenues a partir des données ci-haut. il est
possible de calculer les vitesses terminales expérimentales ; elles sont comparées avec la

vitesse terminale théorique.

Tableau A-13 Vitesse expérimentale pour différentes hauteurs de gel

Hauteur du gel | Vitesse expérimentale Vitesse théorique
7.7 cm 0.00204 /s 0.00392 m/s
11.9 cm 0.00265 m/s 0.00392 m/s
14.6 cm 0.00200 m/s 0.00392 m/s

La vitesse expérimentale est identique & 7.7 cm et 14.6 cm. Elle atteint un maximum a
11.9 cm. Cela s’explique par le fait que la hauteur du gel passe par un optimal pour

ensuite redescendre. L’indice «n » suit également le méme profil.
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Tableau A-14 Facteur d’expansion pour différentes hauteurs de gel

Hauteur du gel |n

7.7 cm 3.22
11.9cm 3.87
14.6 cm 3.21

[1y a une valeur optimale autour de 11.9 cm de gel. Le gel doit étre présent en quantité
suffisante afin d"avoir une expansion et une séparation efficaces, mais en plagant trop de

gel, I'efficacité diminue et I"expansion n’est plus optimale.

Le facteur d’expansion (tableau 8.14 ) calculé pour chacune des trois hauteurs de gel se
retrouve dans le méme intervalle avec les incertitudes. Au point de vue hydrodynamique.
la similitude est présente. alors qu’un probléme survient au point de vue pratique. pour
I"'adsorbance du produit. Une quantité insuffisante de gel ne permet pas de retirer tout le

produit voulu.

e. LUB

Seize expériences sont faites avec la colonne de 1 cm. L’adaptateur choisi est celui de 45
degrés et le second distributeur est présent. Avec les données d’absorbance, le «LUB »
est calculé, c’est-a-dire le lenght of unused bed ou la longueur de lit inutilisée. Les
quatre variables étudiées sont respectivement la vitesse d’écoulement, la concentration de

lysozymes, la concentration volumique de glycérol et la hauteur du gel dans la colonne.
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Les résultats suivants sont obtenus :

Tableau A-15 LUB

Run X1 X2 X3 X4 LuUuB
Cm/h Mg/ml % viv cm
Packed |150 2 0 6.8 1.69
Packed |150 2 0 6.8 1.96
1 150 2 0 6.8 1.42
2 200 2 0 6.8 2.31
3 150 6 o) 6.8 2.27
4 200 6 0 6.8 1.88
5 150 2 15 6.8 2.71
6 200 2 15 6.8 3.02
7 150 6 15 6.8 2.63
8 200 6 15 6.8 1.91
9 150 2 0 11.7 1.03
10 200 2 0 11.7 1.65
11 150 6 0 11.7 1.39
12 200 6 0 11.7 217
13 150 2 15 11.7 1.48
14 200 2 15 11.7 2.66
15 150 6 15 11.7 2.14
16 200 6 15 11.7 3.12

En séparant I’évaluation des paramétres, on peut conclure que :

=» Avec une hauteur de lit de 6.8 cm,
= Toutes les expériences donnent une valeur de LUB inférieure sans glycérol.

= Avec une concentration de 2 mg/ml. la longueur de lit inutilisée est plus faible

avec une vitesse d’écoulement de 150 cm/h, tandis que le contraire est observé
avec une concentration de 6 mg/ml.

Le pire cas analysé est celui ot le fluide s’écoule a une vitesse de 200 cnvh avec
une concentration de 2 mg/ml de lysozymes et 15 % de glycérol ; dans ces

conditions, pratiquement la moitié€ du lit est inutilisée (44%).
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= La situation qui se rapproche le plus du comportement idéal avec une
concentration de glycérol de 0% est I’expérience #1 (X1=150, X2=2, X3=0, X4=6.8) :
seulement 21% de lit est inutilisé. Par contre avec une concentration de 15%

dans I'expérience #8 (X1=200, X2=6, X3=15, X4=6.8), on retrouve 28 % de lit

tnutilisé.

=» Avec une hauteur de litde 11.7 cm.,

= Toutes les expériences donnent une valeur de LUB inférieure sans glycérol avec

une vitesse d’écoulement de 150 cm/h.

= [l est préférable de travailler avec 2 mg/ml qu’avec 6 mg/ml de lysozymes.

= Le pire cas analysé est celui ou le fluide s’écoule a une vitesse de 200 cmv/h avec
une concentration de 6 mg/ml de lysozymes et 15 % de glycérol ; dans ces
conditions, 27% du lit est inutilisé.

= La situation qui se rapproche le plus du comportement idéal avec une
concentration de glycérol de 0% est I’expérience #9 (X1=150, X2=2, X3=15,
X4=11.7) ; seulement 9% de lit est inutilis€é. Dans I’expérience #13 (X1=150, X2=2,

X3=15, X4=11.7) avec une concentration de 15% on retrouve 13% de it inutilisé.

Les expériences avec une hauteur de lit de 11.7 cm sont nettement plus performantes que
celles avec une hauteur de lit plus faible, soit 6.8 cm. Le pire cas analysé avecl1.7 cm de
gel se rapproche du meilleur résultat obtenu avec 6.8 cm de gel. Donc, lorsqu’il n’y a pas
assez de gel dans la colonne, il y a plus de turbulence, donc de chemins préférentiels, et la
s€paration n’est pas aussi efficace qu’elle se devrait. La méme conclusion a été obtenue

précédemment avec les résultats du calcul du nombre de plateaux théoriques par métre.

f. Capacité

La capacité maximale du lit est calculée avec les données des courbes de ruptures. Le

résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant.
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Tableau A-16 Capacité

Essai | Capacité
- )/mi
10% 20% 30% 50%

1 97.45 101.72 | 105.99 | 116.67
2 78.50 83.37 89.21 102.85
3 63.93 68.20 73.54 83.15
4 48.54 54.38 60.22 71.91
) 13446 | 137.30 | 139.44 | 146.27
|6 55.13 60.97 66.82 83.37
7 72.47 81.01 89.55 101.29
8 36.85 39.78 48.54 54.38
9 84.11 86.95 89.80 95.08
10 84.88 86.82 90.16 93.50
11 96.26 98.70 101.13 | 104.79
12 46.07 49 41 52.75 57.75
13 99.96 103.21 105.65 | 112.15
14 83.21 87.10 89.33 94.33
15 96.26 101.13 | 104.79 | 112.72
16 88.62 92.79 97.80 107.81
Fixe 66.14 72.19 78.60 | 91.76
fixe 68.28 71.84 77.53 91.76

g. Nombre de Bodenstein

Distributeur de 45 degrés
Tableau A-17 Nombre de Bodenstein distributeur de 45 degrés

Débit Second #1 #2 #3 #4 #5 Moyenne
distributeur

1.9 Oui nil 47.6 46.8 46.5 45.8 46.675
1.9 Non 64 69.4 63.7 77.5 68.5 68.62
2.6 Qui 57 53.2 52.9 51.25 58.7 54.61
2.6 Non 76 71 70.7 75.8 72.6 73.22
3.9 Qui 61 75.7 74.2 nil 72 70.725
3.9 Non 68.8 61.8 63.5 66.3 72.7 66.62




Distributeur de 90 degrés
Tableau A-18 Nombre de Bodenstein distributeur de 90 degrés

Débit Second #1 #2 #3 #4 #5 Moyenne
distributeur
1.9 QOui 52.9 53.9 49.8 48.7 49.3 50.92
1.9 Non 42.4 45.8 46.1 47.8 42.6 44.94
2.6 Oui 53.7 54.3 55.7 55.7 46.9 53.26
2.6 Non 64.7 75.7 nil 59.7 58.7 64.7
3.9 Oui 64.3 61.1 62.2 63.1 59.5 62.04
3.9 Non 73.7 76 75.2 nil 73.7 74.65
Distributeur de 150 degrés
Tableau A-19 Nombre de Bodenstein distributeur de 150 degrés
Débit Second #1 #2 #3 #4 #5 Moyenne
distributeur
t.9 Oui 43.6 44.6 42.25 41.6 42.4 42.89
1.9 Non 34.5 30.35 31.8 32.05 31.35 32.01
2.6 Oui 56.85 55.1 55.4 55.5 56.35 55.84
2.6 Non 38.15 35.2 36.7 38.2 38.45 37.34
3.9 Oui 71.44 73.6 72.7 70.2 74.6 72.508
3.9 Non 40.7 40.9 384 31.7 40 38.34
Hauteur de gel
Tableau A-20 Nombre de Bodenstein différentes hauteurs de gel
Hauteur | Débit #1 #2 #3 #4 #5 Moyenne
7.7cm |1.9 36.5 26.6 35.7 36.3 42.4 35.5
7.7cm |2.6 28.6 26.5 41.85 40.2 nil 34.2875
7.7cm |3.9 45.6 44 46.5 48.3 41.1 45.1
11.9cm | 1.9 45.8 48.4 36.5 46.1 49.5 45.26
11.9cm [2.6 50.1 42 473 51 nil 47.6
11.9cm |3.9 56.4 57.4 57.2 56.4 60.6 57.6
146cm | 1.9 63 60.5 55.4 55 60.5 58.88
14.6cm |2.6 58.8 69 68.8 72.7 72.5 68.36
14.6cm |3.9 77.4 83 80.5 80.5 81.3 80.54
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Concentration de glycérol

Tableau A-21 Nombre de Bodenstein différentes concentrations de glycérol

% Débat #1 #2 #3 #4 #5 Moyenne
glycérol

5 2.6 39.2 40.95 41.7 41.9 nil 40.9375
10 2.6 43.2 41.05 44.8 43.9 nil 43.2375
10 3.9 50 47.1 43.2 31.05 nil 42.8375
15 2.6 32.65 46.4 27 31.2 35.5 34.55
15 3.9 35.1 45.5 44 4 47.2 nil 48.05

Colonne de 5 cm
Tableau A-22 Nombre de Bodenstein colonne de S cm

Débit #1 #2 #3 Moyenne
100cm/h | 69.8 97 83 83.27
200cm’/h | 248 228 203.9 226.63
300 cm/h 180 157 137 158
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ANNEXE B - SPECIFICATIONS DE LA COLONNE



600 mm

|
n

Column for EBA chromatodraphy

PIFE tubing 1.O. 1mm
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Filter
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ANNEXE C - COURBE TYPIQUE DE RUPTURE
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Courbe typique de rupture

) —&— Courbe de rupture
0 (5 cm, 0.56 mmy's)

Absorbance (AU)
o
&

L | |
0 20 40 60 80
temps (min)

Figure C-1 Courbe de rupture typique
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ANNEXE D — RESULTATS DU MASTERSIZER POUR LA TAILLE
DES PARTICULES
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L= MASTERSIZER

Result: Analysis Report

Sampis Detavis '
Sampie ID 650 Run Numder & Measyred 3 Dec 1999 1358
Sarpie Fée ROBERT Record Number 1 Anasyse 3 Oec 1999 12 58 ;
Sampie Path D PEOPLEBROCARTROSSY Resut Source Anatysed !
Samote Nows  65% kankn suspe .
L |
Systam Detads
Range Lera: 300RF mm. Beam Longth: 2.40 mm Sarmplar Nore Coscurston 184 %
Presentaaon. JOMD Pawte RI = ( 15295, 01000), Owpsrsam R( = 1.3300]
Anatyss Modet Pody Resstust C657 %
Modficatons: None
Resut Statwtics
D= Typw Ve C = 02327 %Val Deraty = 1000g/cu cm Spmcfc SA = 01127 g m/g
Mean Demeters: D(v.0.1)= 12507 um O(v.05)= 197 80 um O(v.09)= 290 79um
D3]z 20508 OR.21x S322um Sean = T ARE-01 Undarraty = 2 463E-01

Saw Low (um) n % Sam Hgh (um) Undarte Sam Low {um) n% Sam Hgh (um) Undar’s
005 000 0.06 000 6 000 7.72 [ 090 |

006 0.00 007 0.00 7.72 000 9.00 090

007 0.00 aos 0.00 900 000 1048 090

oos 0.00 009 000 10.48 000 1221 oso

009 o o0 011 000 22 000 1422 Q90

a1t Q.00 013 000 142 Q00 16 57 Q90

013 000 015 000 1657 000 1931 090

015 000 017 000 193t 000 2249 0%

017 000 020 000 2.49 000 2620 090

020 000 023 000 2620 000 3053 90

023 001 oz2r 002 052 000 3556 Q90

o7 004 oM 006 3556 000 4143 090

031 oo8 036 o014 4143 00 827 090

036 o9 Q42 [ral 4827 001 623 o9

042 009 049 0231 %23 00a 6551 095

049 cos oss t39 6551 012 7632 107

058 c05 067 [ ] 76232 035 a8 91 142

067 oo 078 047 8N 097 103 S8 239

078 002 091 043 . 10358 269 12067 508

091 002 106 051 12067 690 140 58 1197

106 002 124 054 140 58 1370 18377 2567

124 ool 144 057 18377 1935 190 80 4502

144 cos 168 061 190 80 2049 2228 65 51

1638 005 195 066 228 1574 258 95 8125

195 005 228 [RA} 25895 1100 30168 922%

228 005 265 076 30t 68 625 35146 98 50

265 Coe 309 080 351 465 15 409 45 100 00

309 004 360 [7.7] 409 45 000 477 0% 100 00

360 003 419 o086 4770 000 555 71 100 00

419 002 488 ocszs $55 71 Q00 647 4% 100 00

488 001 563 089 647 41 000 75423 100 00

569 oo 663 090 754 23 000 87867 100 00

Wavem Instruments (s Masmwrizer S Ver 2 8 N
Manvem UK Senal Number 33544-187 Z30me 59 1245

Ted = 0i44] 1011534-BG2455 F 1r +iga] (011684892789
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iy -
LEELMASTER

SIZER

Resuit: Analysis Report
Sampls Detads

Savpie U stream Run Nurger 7 Masscored 3 Dec 1999 14.10

Sarpie Fie. (Reuf Not Savad) Anaysat 3 Dac 1999 14 10

Sarpis Path: O WEOPLEBROCART\ROSS\ Rasult Source: Ansiysed

Sampie Nots:

Syseam Detsin

Rangl Lana: J00RF mm Bean . 2.40 mm Savplar None Obecuration: 155 %

Pressntaton: 30HO Poxte R =(15295 01000 OuwpsrsantRI = 1.3300]

Analysis Mot Poly Rosichoat 0.445%

Maificatons: Nang

Dx Type: [~ Wraton = 0 202t %Val Osraty = 1.000¢g/cubd an SpedficSA = 0.1036sq m/g

Maan Disrators. Div.0.7)= 13411 ym D(v.05)= 13T um D(v.09) = 298.96 um

D4 3= 205 13um 0R,2]= S7TPVum Sewn = § JR2E-O1 Undiarmily = 2.680€ 01

Saw Low (um) ns Sn%;yﬂq Under’s s-u-;m n% %!‘ﬂ Untar’sy

{ .05 O 0.00 0.00 g Y]
008 000 007 0.00 172 0.00 $.00 0.0
0a? 0.00 (X ] 0.00 9.00 0.00 1048 080
008 o000 0.08 0.00 1048 0.00 120 080
000 Q.00 an 0.00 1221 0.00 "2 0.80
an 0.00 0.13 0.00 1422 0.00 1657 0.80
Q13 0.00 Q.15 000 1657 ©.00 19.31 0.80
015 000 017 000 193 000 2249 0.80
017 000 o0 000 249 ooe 220 080
020 000 03 Q00 220 0.00 X5 0.80
0 001 027 001 053 0.00 3556 080
07 003 0 004 3556 000 4143 080
on co7 0¥ o1 4143 0.00 4827 080
Q% Qo8 042 0.19 4827 001 623 081
042 009 -] 027 623 003 65.51 08s
aes 008 ase 03s 6551 0.11 T8.32 095
058 0.05 067 040 %32 [ k1] 88 91 1.26
067 o o078 o0& 8 9N o 103 58 219
o7e o002 091 045 ., to3ss 282 12067 501
091 002 106 066 12067 7.76 140 58 wn
106 oo 124 048 140 58 1540 16377 28.16
124 oo 144 a5 163.77 2007 190 80 4823
144 Coa 168 056 190 8O 1938 2228 67 61
168 a0« 195 060 28 14.10 258 95 8172
195 00s 228 065 258 95 913 301 68 90 90
228 00s 265 o770 301 68 530 351 46 96 20
265 004 309 074 151 46 LN 409 45 98 90
303 [+1a) 360 076 4039 45 1.10 477 01 100.00
kY oo2 419 078 47701 Qo0 855 71 100 00
419 001 488 a79 55571 000 647 41 100 00
488 001 s€3 080 647 41 000 75423 100 00
563 000 663 080 754 23 000 878 67 100 00
Matvern Instrumens L Massersow S Ver 2 18 o 3
Senat Numper 31544187 03 Dec 99 14 11

Mahvem. UK
Tet =+{44] {0) 1684-892456 F ax +{44} (011684892789
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