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I. Generalites.

Méthode de séparation des constituants d’un mélange.
Applications: ldentification, dosage (quantification), purification.

Quelques noms et dates :
- 1903 : mise en evidence par Mikhail TSWETT, botaniste russe
- 1931 (KUHN et LEDERER) : chromatographie sur colonne (chromatographie liquide-
solide CLS)
- 1938 (IZMAILOV et SCRAIBER) : chromatographie sur couche mince (CCM ou TLC),
TAYLOR et UREY : chromatographie par echange d’ions
- 1941 (MARTIN et SYNGE, Nobel en 1952) : concept de chromatographie gaz-liquide,
chromatographie de partage liquide-liquide
- 1952 : developpement pratique de la chromatographie gaz-liquide
- 1955 : 1" chromatographe gaz-liquide sur le marche (chromatographie en phase
gazeuse : CPG ou GC)
- 1965 (HALASZ, HORVATH) : Chromatographie Liquide Haute Performance (CLHP ou
HPLC)



L

Domaine d’'application de la chromatographie—':-=
Domaine d’'application tres vaste:
& [ndustries chimiques ;
& Agro-alimentaires ;
% Environnement ;
& Pharmacie

& Biochimie.

Avantage: Separation, identification et quantification

de tres faibles quantitées de produits (>~ nQ)



I. 1. Principe :

Le principe repose sur I'équilibre de concentrations des composés présents entre deux
phases en contact : la phase stationnaire et la phase mobile (gaz ou liquide) qui se
déplace. La séparation est basée sur I'entrainement différentiel des constituants du
mélange. Ces derniers parcourent la phase stationnaire avec des temps proportionnels
a leurs propriétés intrinséques (taille, structure, ...) ou a leur affinité avec la phase
stationnaire (polarité, ...).

A A
phase mobile +— phase stationnaire

K : Coefficient de distribution

C. : Concentration de I'analyte A dans la phase
stationnaire

C, : Concentration de I'analyte A dans la phase mobile

K = C4/C,,

Chromatographie : partition phase stationnaire - phase mobile
Extraction : partition entre deux phases liquides non miscibles
Cristallisation : partition entre phase liquide - phase cristalline
Distillation : partition entre phase liquide - phase gazeuse
Sublimation : partition entre phase solide - phase gazeuse



I. 2. Classification des methodes chromatographiques :

On distingue les différentes méthodes chromatographiques selon la nature des phases.

Phase stationnaire : - dans une colonne au travers de laquelle progresse la phase mobile par

gravité ou sous I'action d’une difference de pression - chromatographie

sur colonne

- sur une surface plane = chromatographie sur couche mince (CCM)

Phase mobile : phase qui se déplace sur ou a travers la phase stationnaire, entrainant
avec elle I'analyte. Le processus d’entrainement de cet analyte est

appelé elution. La phase mobile peut étre un liquide ou un gaz.



Chois d’un systeme chromatographique

La chromatographie sous toutes ses formes, est une méthode de
séparation des constituants d'un mélange gazeux, liquide ou solide. Les
différentes techniques sont complémentaires plutét que concurrentes.

Le choix de I'une ou I'autre dépend :

1. de la nature du soluté : gaz, liquide volatil, liquide peu volatil, solide,
macromolécule, espece organique, polaire, ionique,...

2. du but de lI'analyse : identification, contrdle de pureté, purification
de produits (colonnes préparatives), suivi de réaction en continu pour
optimiser des parametres,

dosages, quantification...



I.2.1. Chromatographies en phase liquide (CPL)

La phase mobile est un liquide. On distingue:

- Les chromatographies de partage :
- La chromatographie liquide-liquide (CLL) ou chromatographie de partage :
la phase stationnaire est un liquide immobilisé sur un support solide inerte : soit imprégnée
dans un solide poreux (risques de lessivage), soit greffée sur le solide (phase greffee).
La séparation repose sur le coefficient de partage du soluté dans les deux phases liquides.
- La chromatographie d’exclusion, ou permeéation de gel, ou tamisage moléculaire :
la phase stationnaire est un solide poreux : les grosses particules sont exclues de la phase
fixe, les petites particules incluses diffusent dans les pores du gel et sont donc retardeés.
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-Les chromatographies d’adsorption :

- La chromatographie liquide-solide (CLS) ou chromatographie d’adsorption (la

plus ancienne et la plus générale) :
la phase stationnaire est un adsorbant solide polaire (silice ou alumine) : chromatographie

sur colonne ou CCM. L’analyte adhére a la phase stationnaire par physisorption et

chimisorption - coefficient d’adsorption. La phase stationnaire peut étre modifiée pour étre

apolaire : chromatographie d’adsorption en phase inverse.




-Les chromatographies d’adsorption :

- La chromatographie par echange d’ions ou chromatographie ionique :
la phase stationnaire est une résine éechangeuse d’ions (polymeére porteur de groupements
ionisés, negativement pour séparer des cations, positivement pour séparer des anions) :
interactions électrostatiques.

- La chromatographie d’affinité :
la phase stationnaire est ici un substrat inerte sur lequel est greffé un “effecteur” qui
présente une affinité pour un soluté de I’échantillon a analyser (affinité enzyme-substrat,

ligand-récepteur, antigene-anticorps).
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I.2.2. Chromatographies en phase gazeuse (CPG)
La phase mobile est un gaz vecteur. On distingue :
- chromatographie de partage :
- La chromatographie gaz-liquide : la phase stationnaire est un liquide immobilisé sur un
support solide par imprégnation ou par greffage.
- chromatographie d’adsorption :
- La chromatographie gaz-solide : la phase stationnaire est un solide poreux, réserve a
I'analyse de mélanges de gaz ou de liquides a bas points d’ebullition.

Eventuellement, la phase mobile peut étre un fluide a I'état supercritique (ex CO, a 50°C et

150 bars)

Clnnﬁcmon génénlr.-
Chmuogwlnc on phue

liquide (CPL) (phase mobi-

qumdc llqmdc (CLL) ou
partage

Type d éthbre

Partage eatre liqnldu non
miscibles

le liquide) Liquide-phase greffée Espece organique liée chimi- Partage entre liquide et surfa-
quement b une surface solide e greffée
Liquide-solide (CLS) ou Solide Adsorption
adsorption
Fchange d'ions Résine échangeuse d'ions Fchange d'ions
Liquide-gel (CLG) ou per- Laquide dans les mterstices Partage/tamisage
méation d'un solide polymérique
Chromatographie en phase Gaz-hquide (CGL) Liquide mmmobslisé sur un solide  Partage entre gaz et liquide
gazeuse (CPG) (phase Gaz-phase greffée Espéce organique lide chimi-  Partage entre gaz et surface
mobile ; gaz) quement i une surface solide  greffée
Gaz-solide (CGS) Solide Adsorption
Chromatographie en fuide Esptce organique lide chimi- Partage entre fluide supercri-
supercritique (CFS)(phase quesmnent h une surface solide tique ot surface greffée

mobile : fluide supercritiue)




I.3. Choix de la technique :

Les différentes techniques sont complémentaires plutdt que concurrentes.

Le choix de I'une ou l'autre dépend :

- de la nature du soluté : gaz, liquide volatil, liquide peu volatil, solide,
macromolécule, espece organique, polaire, ionique,...

- du but de I'analyse : identification de composants d’'un mélange, necessité ou non
de “coupler” la chromatographie avec une méthode spectroscopique ou avec la
spectrométrie de masse (CPG/SM ou GC/MS), contrdle de pureté, purification de
produits (colonnes préparatives), suivi de réaction en continu pour optimiser des

parametres, dosages (quantification)...



II. Chromatogramme.

Diagramme montrant I’évolution du signal du détecteur (= a la concentration en soluté) en
fonction du temps d’elution (plus rarement du volume d’élution)
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Elution : entrainement d’un soluté a travers la phase | i F
stationnaire par le mouvement de la phase mobile. i
En CLS (colonne ou CCM), la phase mobile peut étre ¢ I
appelée éluant o B J

L’analyse du chromatogramme permet une analyse : At
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IV. Chromatographie en phase gazeuse

L'échantillon est vaporise et injecté au sommet de la colonne. L’élution est assurée par un
flux de gaz inerte appelé gaz vecteur (phase mobile). Il n’y a pas d’interaction entre 'analyte
et la phase mobile en CPG.

IV.1. Schéma de principe
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IV.2. Alimentation en gaz vecteur

Gaz inerte vis-a-vis de I'’échantillon et du garnissage de la colonne (phase stationnaire) : He,
N, H,. Ar ... (le choix du gaz depend du détecteur utilisé).

Le gaz doit étre exempt de traces d'H,0 et O, : gaz purs et desséchés (tamis moléculaire).

Contrainte : réegulation du deébit () : Adébit = 1% = At; = 1%

En general : 25 a 100 ml/mn pour les colonnes remplies
0.5 a 5 ml/mn pour les colonnes capillaires
IV.3. Injection de I'éechantillon

Microseringue (1ul a 10ul). Injection a travers un septum (élastomere) dans une chambre a
vaporisation instantanée (injecteur) située a une extremité de la colonne.

Temp. de I'injecteur : doit permettre la vaporisation mais éviter la décomposition (= 50°C au
dessus du point d’ébullition du constituant le moins volatil

Les caracteéristiques de I'injecteur dépendent du type de colonne utilisé :

-Colonnes remplies : injection de 0,1 a 0,5 ul de solution de I’échantillon, injecteur
“classique”, a vaporisation directe.

-Colonnes capillaires (faibles débits) : quantites tres faibles, difficiles a mesurer : injecteur
avec ou sans division (split/splitless)




Injecteur split/splitless :

__SEnngue

seplum

fuite septum

gaz vecteur

tube “insert"----4

ﬂdivisam

colonne

Mode split : le gaz vecteur pénétre dans la chambre de vaporisation avec un débit élevé

(ex: 50 mi/mn), une vanne de fuite, réglable, permet d’évacuer la plus grande partie du

gaz et de ne laisser entrer dans la colonne qu’une faible partie (1/20 a 1/500), ex: 1% de
50 ml/mn, soit un débit dans la colonne de 0.5 mi/mn : seulement 1% de I'échantillon

injecte passe réellement sur la colonne.

Mode splitless : réserve aux solutions tres diluées (analyse de traces)



Injecteur “on column” :

Injection directe, a froid (40°C), de I'’échantillon a I'intérieur de la colonne (micro-
seringue spéciale). La vaporisation n'a lieu qu'apres le depét.

Adapte aux composes fragiles (thermodegradables), en biochimie par ex.

Injecteur a température programmable (PTV) :

Programmation de la tempeérature de la chambre d’injection de 20 a 300°C en
quelques dizaines de secondes : conjugue les avantages de I'injecteur split/splitless et de
I'injecteur “on column” : possibilité d’injecter a froid, en mode split, avec une seringue

“classique”.



IV.3. Colonne et four

Colonne (une ou deux) dans enceinte thermostatée (40 a 400 °C) avec possibilité de
programmation de température. Doit étre trés stable : AT de1 °C = At de 2 & 3%.

TEC) 4
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IV.3.1. Colonnes remplies (a garnissage) (les plus anciennes)
Tube en acier inox, verre, ou teflon de 1/8 ou 1/4 de pouce de 0 (3,18 ou 6,35 mm)et1 a3 m
de long, rempli d’'un support poreux, inerte et stable, finement et uniformement divise,
préalablement recouvert d’'une couche mince de la phase stationnaire liquide. La phase

stationnaire est donc imprégnée (taux de 3 a 25%) dans les pores (pb de lessivage). Grand
choix de phases stationnaires.



IV.3.2. Colonnes capillaires
Golay (1957), developpées dans les annéees 70.

Colonnes tubulaires ouvertes : la phase stationnaire tapisse les parois internes, sous forme
d’un film (épaisseur 0,05 a 5 um) : WCOT (Wall Coated Open Tubular).

1=== colonnes en acier, puis en silice fondue (trés pure) (FSOT : Fused Silica Open Tubular)
recouvert d’'une gaine extérieure en polyimide (thermiquement résistant)

o interieur =0,1a 0,35 mm, L =10 a 100 m (25 m) enroulée en spirales de o = 15 cm

l_.-"'_‘-\-\.
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“H____PJ-'
colonne
capillaire

colonne
remplie




IV.4. La phase stationnaire

- faible tension de vapeur (Eb. aumoins 100 °C>ala T, dutilisation
de a colonne;
- stabilite thermique;

- inertie chimique;



Phase stationnaire solide (chromatographie gaz/solide) .

Materiau adsorbant (silice ou alumine) déposé sous forme de fines
particules tres fines sur la paroi interne des colonnes capillaires : PLOT (Porous
Large Open Tubular),

Pour séparation de gaz (N,, CO, CO,) et hydrocarbures tres legets.



IV.5. Principaux détecteurs

Détecteur a ionisation de flamme (FID) (le plus utilise).

La phase mobile pénétre dans un brileur alimenté par un mélange H, + air =
combustion, production d’ions et d’électrons = faible courant électrique amplifié par un

electrometre.
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Autres detecteurs

- Détecteur thermoionique :

Semblable au FID + céramique en silicate de Rb ou Cs a I'extrémité de la flamme :
formation d’un plasma dans lequel se forme un nombre élevé d’ions en présence de
molécules phosphorées ou azotées.

=Sélectif aux composés contenant P et N (applications : pesticides,...)

- Détecteur a photometrie de flamme : excitation des éléments par de la lumiére a des
A caractéristiques (526 nm pour P, 394 pour S)

- Détecteur a capture d’électrons (composés halogénés)



V. Chromatographie Liquide Haute Performance

V.1. Appareillage.

Source d Wllom b
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Vanne proportionnanse de solvant
Vers le

d'imjecoon

Eléments reliés entre eux par des tubes (O = 0,1 mm) en inox ou PEEK®

V.1.1. Réservoirs de phase mobile (solvants trés purs)
Verre ou inox (V=0,5a2L)
Filtre (poussiéres), dégazage (barbotage de gaz inerte)

- Mode isocratique (éluant unique)

- Mode gradient d’élution (mélange de solvants)



V.1.2. Systeme de pompage
- P = 420 bars

- pas de pulsation : pompes a piston alternatif
- 0,1 < débit < 10 mI/min (A = 0,5 %)

- résistance a la corrosion

V.1.3. Injecteurs
Vanne d’injection a boucle (5uL <V < 500uL)

-

7
r).'.,:?;'/
REMPLISSAGE | " [ INJECTION ]
DE LA pompe pompe
BOUCLE \

boucle d'injection boucie dinjection



V.1.4. Colonnes

“standard” : Inox (5 cm <L <30 cm, 4 mm < Q,,, < 10 mm), efficacité = 50 000 plateaux /m
Micro-colonnes (L =5 cm, Q;,;= 1 mm, = 100 000 plateaux / m) : rapidité, faibles volumes

de solvants

Matériau de remplissage : gel de silice préparé par procédé sol-gel

H.O . urée + formol Ao
Si(OED, "2 Si0,| & o '_ PH=2 & 2 %
H* o © ' «—>

Sol-gel 3-6um

silice # celle utilisée en CPL préparative (sable = Na,SiO, = Si(OH), = SiO,)

Propriétés et caractéristiques de la silice :
- polaire (silanols Si-OH), = 5 silanols / um?2
- poreux : O moyen des pores, distribution poreuse, surface spécifique (= 350 m%/g)
- adsorbant : CPL préparative = CLS (chromato d’adsorption),
CLHP = CLL, plus exactement Liquide -Phase greffée (chromato de partage)
-» |a silice est donc modifiee.



V.1.5. Detecteurs

- sensibilité : limite de détection (LD) : signal / bruit = 2
- réponse linéaire sur un large domaine de [ 1

a. Detecteur spectrophotométrique (absorbance)
- monochromatique :

source (D ou vapeur de Hg), monochromateur (ex. raie 254 nm du Hg), cellule, PM
Sélectif : la détection dépend de £ de chaque espéce ala A choisie. LD = 0,3 ng/ ml,
linéarité =~ 104

- polychromatique :




b. Detecteur spectrofluorimetrique (fluorescence)

Peu de composés fluorescent naturellement = dérivatisation : ex. FMOC pour les amines
COCl

© Trés sensible : LD = 8 pg / mL, linéarité = 10* ‘.

¢. Réfractometre (indice de réfraction)
Variation de I'indice de réfraction / présence de soluté dans le solvant

© Universel
@ Peu sensible (= 1 ug / mL), Utilisable seulement en mode isocratique.

d. Autres detecteurs

- électrochimiques (mesures potentiométriques, conductimétriques, voltampérométriques)
- couplage / spectrométre de masse (electrospray) voire RMN.



V.2. Phase stationnaire

Phases greffées : silanisation de silices

me
OH  CISiMe,R 0—Si—R
OH — . OHMe Me
OH 0—Si—R
silice Me

V.2.1. Phases polaires ou "normales”
- fonctions amine : R =-(CH,) -NH,
R = -(CH,),-NMe,
R = -(CH,);-NH-(CH,),-NH,
- fonctions diol : R = -(CH,);-0-CH,-CH(OH)-CH,-OH
- fonctions nitrile : R =-(CH,) -CN

V.2.2. Phases apolaires ou “a polarité inversée” (phases inverses)
- groupes alkyle ou aryle : R =-(CH,);-CH; RP-8 (diméthyloctylsilane)
R =-(CH,),;-CH,; RP-18 (diméthyloctadécylsilane)
R =-(CHy,-Ph ...



V.3. Phase mobile

pouvoir d'élution

sur phase
a polarité inversée

sur phase
polaire normale

solvant

FAIBLE hexane FORT
toluéne
trichlorométhane
dichlorométhane
éther
acétate d'éthyle
acétonitrile
méthanol
FORT eau FAIBLE

Chromatographie “normale” :
Les composés les plus polaires
sont davantage retenus

Chromatographie “inverse” :
Les composés les plus polaires
sont élués en premier



VI. Chromatographie sur couche mince CCM

La chromatographie d’adsorption est basée sur le partage des
solutés entre 'adsorbant solide fixe et la phase mobile.

Chacun des solutés est soumis a une force de rétention par
adsorption et une force d’'entrainement par la phase mobile.
L’équilibre qui en résulte aboutit a une migration différentielle
des solutés de I'échantillon a analyser, ce qui permet leur
separation.

Le partage peut se faire également entre la phase mobile
liquide et la phase stationnaire liquide.



Choix des conditions opératoires

~ Choix de la plaque :

‘\

—////

Plaques en aluminium Plaques en verre Plaque en plastique




~ Choix du support ou la phase stationnaire :

I Perles de gel de silice I I Poudre d’alumine I I cellulose I ‘




N

+ Eau (plus polaire)
+ Méthanol

» Acetonitrile

» Acide acétique

+ Propanol

» Tetrahydrofurane

» Acetate d'éthyle
+ Ether diéthylique
+ Chloroforme

+ Dichloromethane
+ Toluene

+ Cyclohexane

» n-Hexane (moins polaire)




_Les etapes du protocole d’'une CCM

1-'Dép6t. ] »-Immersion du
d’échantillons support

4-Séchage iR 3-L’élution

N\

5-réveélation




2. L'atmosphére de la cuve doit étre saturée en vapeur d'éluant.

b. Le niveau de I'éluant au fond de la cuve doit étre de 5 a 8 mm.



2. La couche d'adsorbant est fragile.

B- tracer un léger trait de crayon paralléle au bord inférieur de la
plaque a une distance de 2 cm.



3- Dépot du mélange

—

N

Les solutions avec lesquelles on va réaliser les dépots doivent
étre des solutions diluees.

phase fixe—p—

ligne
de dépors i

.
ta »
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dépots d’echannllons
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2. Disposer la plaque dans la cuve (le dépdt doit étre au-dessus —

du niveau de ['¢luant). \

b. Eviter de déplacerla cuve ou de la faire vibrer pendant [élution. e

N |
¢. Quand le front de I'eluant arrive a 1 cm du bord supérieur, retirer g
doucement la plaque. |
tluant —=0 12 3
immersion dans la cuve
d. Sécher la plaque a ['air ou éventuellement au séche-cheveux ¢t éution

pour évaporer entierement ['‘eluant.



5- Révélation de la CCM
< ) o
1- A l'oeil nu \ ,
Aliode |
2- A la lampe UV
.. . {Au permanganate de potassium
3- Avec un révélateur chimique —= T T TR T
 Parla vaniline |
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sechage et révelation



6- Calculs et interprétation

La position finale da la tache (ou spot) est caracténstique de la molécule. On lui atmbue une valeur, le Rf de
Rétention factor en anglais qui a été fort habilement traduit comme Rapport frontal. Ce Rf estle rapport de la

distance parcourue par le composé divisé par la distance parcourue par [ éluant.

Front de solvant

(Spot) #

b
a
! !
Ligne de départ

LeRfvaut:Rf=a/b

Le Rf est caracténistique d 'une molécule pour un éluant et un support donnés. Cette valeur servira d’authentique
lors de CCM d'1dentifications.



La Chromatographie d’exclusion moléculaire

*La chromatographie d'exclusion permet la séparation des molécules a
travers un gel poreux en fonction du poids moléculaire de la protéine.

*En fonction de :

W la taille

% la forme

8l poids moléculaire



Chromatographie d’exclusion
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Ou chromatographie gel
filtration: la séparation
est basee sur la taille
des protéines.

L

Densité optique

Elution de la colonne

E
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cluces

Le gel est composé de billes trouées avec des trous de
différents diametres; les petites molécules pénétrent dans
les trous et sortent tardivement et les grandes sortent les
premiéres.



Equipement utilisé pour effectuer la
chromatographie d'exclusion moléculaire



Chromatographie d‘echange d’ions

1/ Résine échangeuse de cations : la CM-cellulose (carboxymethyle
cellulose) est une résine chargée négativement (R-), les différentes

protéines doivent étre chargées positivement(+) pour étre accrochées a
la résine.

Le pH du travail doit étre <inferieur a I’ensemble des pHi des protéines
(pHi c’est le pH isoélectrique)

2/ Résine échangeuse d’anions : DEAE cellulose (diéthyl amino éthyle
cellulose), c’est une résine chargée positivement (R+), les différentes

protéines doivent étre chargées négativement pour étre accrochées a
la résine.

Le pH doit étre >supérieur a I’ensemble des pHi des protéines.



= | o chromatographie d’'échange d'ions
est une technique de séparation des
molécules basée sur leur difféerence de
charge.

»S'applique aux protides



En chromatographie ionique le mécanisme de séparation se produit par
echange d'ions entre une phase stationnaire, qui porte des groupements
fonctionnels chargés et une phase mobile. Des gels de silice chimiquement

modifiés a l'état solide remplissent une colonne d'acier et servent de phase

stationnaire.

La séparation des molécule donc elle dépond ainsi de leur charge c’est-a-

dire en fait du pH du solvant par rapport a leur point isoélectrique



ST esquelles des /ons mobiles (ion échangeur)

TIE charges opposées sont liées par des
forces d’attractions électriques :

On parle de chromatographie échangeuse de
cations ou d’anions.




®» ne resine echange d'ions consiste en une
matrice insoluble comportant des groupes
chargés (chimiquement liés au support) qui vont
permetire de retenir des contre-ions mobiles.

® | o charge du contre-ion echangeé (+ ou -
déetermine le type d'echangeur d'ions :
échangeur d'anion ou de cation.



Phase stationnaire = résine (polymére organique, ex styréne-DVB) échangeuse d'ions

Resine anionique (échangeuse de cations) :

‘ Résine-G /H* + cation* <=> Résine-G /cation* + H* |

forts : acide sulfonique (G = SO,)

faibles : acide carboxylique (G" = COO)

Résine cationique (échangeuse d'anions) :

| Résine-G'/OH + anion <=> Résine-G'/anion + OH |

forts : ammonium (G* = N(CH,),")

faibles : amines Il ou Il



Résine échangeuse de cations

= |arésine porte des composés de type G, capable d'échanger un cation C*.

groupement NEGATIF
lé par covalence au support

l
G x*
|

contre-on échangeable

® Réaction d'échange :

Résine.G'/ X* + cation® <=> Résine-G'/cation® + X'




Résine échangeuse d’anions

= | arésine porte des composés de type G*, capable d'échanger un anion A

groupement POSITIF
M par covalonce au support

|
G'X

T

contre-on échangeablo

® Réactiond'échange .

Resine-G' /Y + anion <=> Reésine.G'/anion” + Y




Capacite d'une résine

®» [acapacité d'une résine est la quantité d'ions qu'elle est capable
de retenir. On I'exprime en equivalents par gramme de resine
seche ou par mL de résine humide.



OH O

Pompe

] [njecteur

Eluant (échantillon)
(phase mobile)

Colonne

Suppresseur

Détecteur | (5

]




8
-
:
i
3

|3
i
:

Pré-colonne

Injecteur



Les étapes de la chromatographie
d’échange d’ions

1. Fixation

Seuls les anions contenus dans I'échantillon se fixent sur la résine
echangeuse d'anions & la nlace do contre-ion onl et alhné agvec les

cations non reter @O Nac
@0
@0 ®0
DO
DO * '@@Qe
DO = @0 = PO
e® e®
DO DO '@966
v\
\ \ o0

Echange d'anions sur DEAE-cellulose



Les étapes de la chromatographie
d’échange d’ions

2. Elution

= décrochage de |'anion préecédemment fixé par utilisation d'un pH
qui modifie sa charge

®0 ka7
| ®
DO ‘1P e
@®
-DC @
\ , Y.



Séparation d’'acides aminés

Mix of amino acids

8 o pH >> pl | IVDH <<pl
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Séparation des protéines

T‘u. a.‘[w. |
I

Fractions recevillies

-
Fractions recevillies Vv




Exemple de séparation : Mélange d’AA

1. 2.
Separation de 'acide aminé Elution : récupération de
d'intérét des autres acides l'acide aminé d'intérét
2 e @
Mélange d'acides ® @ Liquide
aminés @ ‘. - d'élution-

| I

colonne —J ol 5 4
o @ @

-+ + - .,. =3 .— ot -

Résine portant [ % . @ SO

- . :. o i = - +

des charges + i M e + s i i

® adwy. ﬂ ﬂ

. un non chargé . . "

. ua fortement chargé -



GMIIERAES Chroma echangelSesia

BliEtlre selon lesigne de l'ion mobile

‘Groupement fonctionnel Ion mobile
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Résine —wee =

2au 3D de polystyrene (ou autre "haut
ymere") sur lequel ont été greffés
g8s "groupements fonctionnels",
=" jonisés ou ionisables,
= — susceptibles de capter ou céder un ion
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,‘A-:-‘ES jonisables (organiques ou minérales)

L

JECES I0NISEES( organique ou minérales(
‘Molecules solubles dans I'eau

Peu volatiles




R3

)

. roupements acides —COOH A

._ Groupements basiques (-NR, ; NRH :-NH,)




BSroupement cationigte

-

monium quaternaires NR,+, ex:Dowex1
mmonium tertiaires  NR,*,

~% sulfonium S+,

& -

® => reésine (d'échange) anionique




SO;, => ex: Dowex50
CcO,,

Eaminodiacétate N(CH,CO,),
» Phosphonate  (PO;),,
=> résine (d'échange) cationique




Sale diametre 5 -20 um

T __,/L/\\_

s Pelliculaires
e/ grpt fonctionnel greffagesupport inerte
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Firias puches (Tem)
DE ps) des microbilles de verre (30-50um de ¢)
DENTICrobilles de silices
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SORBITEESHrenesdivinylbenzeneBSDVB) Resines.
pplEreTeal: gonfle'donc —SO;H devient -S5O

o Graings -

=2 J:-‘ I’lnterleur . reticulation et efficacite du gel

-

-

S =B06est Un bon pourcentage pour pporeux
~ Compromis entre la résistance et I'efficacité

Maismacroporeux, on peut aller plus haut
g/mEQgS
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esistan SEEXCElEnTe,
M‘ei lelre efficacite
CE plus faible (
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ICGS IMNAaCroporeux
meilleure résistance
granulomeétrie de 3 — 5um
un CE 0.05 — 1 mEqg/g
Bon débit avec une bonne efficacité
Inconvénient zone de pH 2-7




Regénération d’'une résine

» || est possible de réutiliser une résine plusieurs fois. Pour cela, il faut la
régenérer c'est-a-dire la remettre sous sa forme ionique initiale.

®» Larégénération d'une résine échangeuse de cations s'obtient par
passage d'une solution acide tandis que la régénération d'une
résine échangeuse d'anions s'obtient par passage d'une solution
de soude.



Applications de la chromatographie
d’échange d'ions

= [raitement de I'eau > N
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Applications de la chromatographie
d’'échange d'ions

®» |ndustrie du sucre : Le procédé consiste a éliminer les "non-sucres”
d'un jus sucrés dans le but d'augmenter le rendement de
cristallisation du sucre.

» Produits de laiterie : Le lactosérum, ou petit-lait, obtenu lors de la
fabrication du fromage, est iche en protéines et trouve des emplois
dans l'industrie alimentaire. On le déminéralise pour en augmenter
la pureté. Le principe est le méme que celui de la déminéralisation
d'eau ou de jus sucrés.
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:‘/%;;:;I"/ Applications :
7//,j - deionisation d’eau (adoucisseurs)




La chromatographie d’affinite :

Principe :

Dans ce type de chromatographie, |a phase stationnaire est un support macromoléculaire chimiquement inerte sur
lequel est greffe un effecteur qui présente une affinité biologique pour un =olute de ['échantillon & analyser.

Trois types d'affinités sont utilisees -

« affinie enzyme-substrat
« affinite igand-récepteur
+ affinite antigene-anticorps

Tres souvent, la molécule fixée sera le substrat, le ligand, ou bien I'anticorps. Ceci permetira de purifier l'enzyme, le
recepteur ou I'antigéne, respectivement.
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Figure 1 : Les trois étapes d'une chromatographie d'affinite.
1 - Etape de FIXATION : Le mélange de molécules contenant le composé a punfié est chargé sur Ia colonne d'affinité
Seule la molécule présentant une affinité pour la colonne sera retenue par |'effecteur greffe sur la phase stationnaire.

2 - Etape de PURIFICATION : En continuant a faire passer du tampon dans la colonne, toutes les molécules
contaminantes sont éliminées et éluées.

3 - Etape d'ELUTION : La molécule purifiee est déccrochée de la colonne et est recueillie dans I'éluat.



Souvent, fun des deux partenaires de linteraction au moins est une protéine (F), [autre sera qualifie de ligand (L) de
cette protéine :

P+L<=>PL

L'association de P et de L forme le complexe PL. La constante définissant cet quiliore est :

Ka=(PML) I (PL)

NB : C'est une constante d'association a [equilibre, qui s'ecnit donc avec un "K" majuscule.



La phase stationnaire (le gel d'affinité) : elle est constiuée d'un effecteur fixe par covalence a un support
(carboxyméthylcellulose, Séphadex, gel de polyacrylamide) par lintermediaire d'un bras de fixation ("spacer” en
anglais).

Exemples de dérivés de la carboxyméthylcellulose ou CM-cellulose :

» La CM-aminchexylique : permet |a fixation d'un effecteur a fonction carboxyle.
-0 -CH5 - CO - NH - (CH,)5 - NH, (spacer long)

» La CM-hydrazide : permet la foxation d'un effecteur a fonction carboxyle.
- 0 - CH, - CO - NH - NH,, (spacer court)

» La CM- aminochexylique (ou aminododécylique) succinylée : permet la fixation d'un effecteur a fonction -NH,
reactive.

- 0 -CH, - CO - NH - {CH,),, -NH - CO - CH, - CH, - COOH (n =6 ou 12, spacer long)

La longueur du bras est choisie de maniare a limiter les contraintes sténques.



Effecteurs :

o Affinite enzyme-substrat - substrats, analogues, inhibiteurs réversibles, effecteurs allostenques, coenzymes.
v Affinite igand-récepteur : hapténes, antigenes, anticorps.
+ Affinité antigéne-anticorps - hormones, pepfides, analogues peptidigues.

Elution : elle peut étre réalisée de différentes fagons :

+ Tampon de pH différent de celui ayant permis la charge - changement de [état dionisation d I protéine
desorption

+ Tampon de force lonique differente de celle ayant permis [a charge : changement de conformation de Ia protéine

+ Competition avec un ligand libre.



Application :

La chromatographie d'affinite a éte utilisee |

» &N enzymologie, pour I'exiraction d'enzymes et la purification d'extraits enzymatiques ;
» enimmunologie, pour I3 purification d'anticorps :
» &N Diochimie, pour lsolement des protéines et des acides nucliques.



L’ Electrophorése :

Principe :

Latechnique de I'électrophorese est fondée sur le déplacement d'ions (especes
chargées positivement ou négativement) sous |'effet d'un champ électrique. Du fait de
leurs caractéristiques propres et en fonction des conditions de I'électrophorése ces ions
auront des vitesses de migration différentes, ils vont donc se séparer les uns des autres.
Les cations (+) migrent vers la cathode (-) et les anions (-) se déplacent vers I'anode (+).
Sur les acides nucléigues, les charges sont portées par les groupements phosphate du
squelette.
Sur les protéines, la situation est plus complexe et il existe différents types de
groupements ionisables:
Ceux pouvant acquérir une charge négative :

Les fonctions acide carboxyligue (-COOH) de I'acide glutamique, de l'acide

aspartigue et de I'extrémité C-terminale de la chaine polypeptidique ;

La fonction thiol (-SH) de la cystéine ;

Les fonctions alcool (-OH) de la sérine, de lathréonine et de la tyrosine.
Ceux pouvant acquérir une charge positive :

La fonction guanido de l'arginine ;

La fonction imidazole de I'histidine ;

La fonction amine (-NH,) de la lysine et de I'extrémité N-terminale de la chaine

polypeptidique.
La charge nette d'une protéine dépend donc en général de sa composition en acides
aminés et du pH.



https://fr.wikipedia.org/wiki/Technique
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Différents types d’électrophorése
1-Electrophorése de zone, Electrophorése sur papier

La migration se fait au sein d’un liquide d’une phase liquide imprégnant un solide poreux ou
un gel. Elle aboutit & la séparation plus ou moins parfaite des fractions protéiques sous forme
de zones distinctes. Le support doit étre homogene, poreux, physiquement et chimiquement

inactif. Les plus utilisés sont : le papier, 'acétate de cellulose. les gels de polyacrylamide. de

silice...etc.



Principe

Sous I'influence d’un champ ¢lectrique, les différentes fractions migrent a des vitesses

différents, la migration (appelée apparente) est la résultante des forces qui dépendent de :
— De la mobilité de la protéine.

— De I’¢lectro-endosmose.

— Du courant d’évaporation.

— D autres facteurs qui dépendent du support.

La mobilité

d=p.E.t : (d : migration apparente)

La charge

u = 1/6mn.9/r, la charge d’une protéine est liée au pH (généralement pH=8,6 pour les protéines

sériques).



Facteurs de frictions

Ils sont liés a la géométrie de la molécule protéique : taille, forme, hydratation...etc. et a la
viscosité du tampon. Le passage du courant électrique s’accompagne toujours d’un
dégagement de chaleur. Pour des tensions d’alimentation plus élevées, 1’accroissement de

température devient sensible, il est alors nécessaire de refroidir la cuve.
Le champ é€lectrique

Le déplacement d’une protéine dépend du champ électrique, E est maintenu constant durant la

migration.
Les courants liquidiens

[Is sont particuliers a I’¢lectrophorése sur support, ils vont différencier ce type de migration
par rapport a I’¢électrophorése en veine liquide. On les considere comme des facteurs

principaux puisque ¢’est a cause d’eux que la relation d=p.E.t n’est pas vérifiée.



a) Le courant électro-endosmose :

Dans les conditions de la technique, le support se charge négativement. La couche

mobile de charge positive migre dans la direction du champ entrainant globalement la

phase liquide vers la cathode.

LE AL E R E R X R E R X

+ > -

Tttt bbbttt

«—Mig.pro T seeent 77770

couche fixe de

_ Charges négatives

couche mobile de

chargespositives

courant d’élect-endos

Les protéines migrent dans la direction inverse du champ, donc le courant électro-endosmose

s’oppose au déplacement des protéines.



b) Le courant d’évaporation (ou rhéophorése)

Le passage du courant s'accompagne d'un échauffement du support (par effet Joule),
ce qui entraine I'évaporation de 'eau au niveau de la surface de la bande. Comme
celle-ci plonge dans le tampon, il s”établit depuis chaque extrémité un courant liquide
qui tend a compenser cette évaporation. De ce fait; I'évaporation est maximale au
milieu de la bande: il s'établit ainsi un courant liquidien depuis chaque extrémité vers
le centre de la bande. Pour limiter ce phénomene, la cuve est fermée par un couvercle:

on utilise aussi des cuves réfrigérées.

cowant c'évaporation
SRR '
i | - -

anocle ' | | ‘ cathocle

J
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;/ /17 ¢) Le courant d’électrolyse

V ' Ce courant de liquide s"établit lorsque, a la suite de la décharge des ions sur les
électrodes, il y a modification du tampon dans les compartiments d’électrodes.




Les facteurs liés a la nature du support

Les propriétés absorbantes du support se manifestent a I’égard des protéines et vont en freiner
la migration. Le support présente des canaux sinueux dans les quels migrent les protéines. La
distance de migration mesurée est nettement inférieure au déplacement réel, ce qui explique

qu’en ¢€lectrophorése de zone, on mesure mobilité apparente.



Introduction électrophorése capillaire - \

Principe

Générateur de tension




T pony

Installation d’électrophoreése capillaire

En €lectrophorese capillaire, le support plan de la technique est remplacé par un tube
capillaire ouvert a ses extrémités, en verre de silice de trés faible diameétre (15 a 150 um). Ce
capillaire d'une longueur (L=20 et 80 ¢m) est remplit d’un électrolyte tampon.

(la d.d.p = 600V/cm), mais |'intensité ne doit pas dépasser une centaine de microamperes afin
que la puissance dissipée reste inférieure a 3 W. Pour limiter I'échauffement du capillaire, 1l
est préférable de le placer dans une enceinte thermo statée. Un détecteur est placé pres du

compartiment cathodique ne sont détectées que les especes qui se dirigent vers la cathode.



Application de I’électrophorése

1-Analyse des protéines sériques

Elle est tres utilisée dans le domaine biologique et médical. Son but est de séparer les
protéines du sérum, d’identifier les fractions et de déterminer le pourcentage relatif de

chacune d’elles.



Description de la technique

A-Préparation et mise en place des bandes

couvercle
2 < p)
T bende [ chevalet
B e
& [l M ql =
anode ' \l | 7 . cathode

dews compartime nts conte nant

la aoluton tampon

générateur de courant continu

Cuve d’électrophorése

Les bandes sont imprégnées de tampon par flottation, puis immersion (pH=8.6). La cuve est
remplie en ajustant le tampon au méme niveau dans les deux compartiments en vérifiant

I"absence de solution sur la cloison séparant les deux compartiments.
B-Dépot

Le dépot est fait du coté cathodique. On dépose a I'aide d’une micropipette 2 pl. de sérum sur

une bande de 25 mm de large, en laissant quelques mm de part et d’autre du dépot.
C-Migration

On travaille sous tension de 150 a 250 V pendant 20 min a 1h.



D-Analyse des résultats

—Traitement de la bande

Les protéines sont fixées par chauffage ou par un acide fort, puis elles sont colorées a I'aide
colorant (Rouge de Ponceau S, vert de lissamine, amidoschwatz). Le fond de la bande est

décoloré a I'aide d une solution d’acide acétique a 5%.

—» Analyse des fractions

Il est difficile de d’identifier des fractions a I'eeil nu.

100 |

Densité (%)

+ Migration -

+— Sens de migration



Pour I'analyse quantitative, on utilise les techniques suivantes :

a-s1 I"¢électrophorése était faite sur papier, les fractions protéiques colorées étaient découpées,

¢luées par un solvant convenable, et I’on mesurait 1’absorbance des éluats.

b-sur acétate de cellulose, on découpe les fractions et I'on dissout la bande dans un solvant

convenable. Les solutions sont ensuite passées au photometre.
On peut remplacer ces techniques par la lecture densitométrique avec intégration.

La bande est passée dans un densitomeétre : ¢’est un photometre qui mesure I’absorbance des
fractions colorées de la bande en fonction de leur position sur celle-ci. La courbe D.O= f(x)
enregistrée présente autant de pics qu’il y a des fractions séparées. L aire d un pic est

proportionnelle & la concentration de la fraction protéique correspondante.
L’intégrateur trace la courbe S=/ (D.O) dx
La hauteur h d’un gradin est proportionnelle a la concentration de la fraction protéique.

Emplacement du dépaot



Piste d'électrophorése et analyse densitométrique

(sérum humain normal)

La teneur d’une fraction (x) est donc égale en % : Teneur= h.100/H
Révélation spécifique

En analyse biologique. on utilise une révélation spécifique pour les glycoprotéines ou
q

lipoprotéines et pour les isoenzymes de la lactatedéshydrogénase (LDH).

Les glycoprotéines sont colorées par le réactif de Schiff, apres oxydation de la partie

glucidique par I'acide périodique.

Les lipoprotéiques sont colorées par le noir de Soudan ou le rouge de Ciba.



Immunoélectrophoreése

C’est une méthode qui associe I'électrophorese de protéines (antigénes) a une
immunodiffusion contre des anticorps spécifiques. Elle aboutit & une réaction antigéne-
anticorps en donnant un arc de précipitation par couple AG-Ac. L immunoélectrophorése se

réalise en deux temps.
1-Premier temps : Le temps d’électrophorése

Les antigénes sont sépares en ¢lectrophorése de zone sur une lame de gel d’agar tamponnée a

pH variable de 8.2 a4 8.6.

Il est a noter que les phénomeénes d’électro-endosmose sont accentués, d’ou la nécessité de

faire le dépot dans un trou percé dans le gel d’agar au centre de la lame.
« Sens 2 sens 1 —

Cathode (=) (+) Anode

O

Emplacement du dépot



Les fractions protéiques particulierement mobiles du sérum migrent vers I’anode sens (1). Les
fractions les moins mobiles sont entrainées vers la cathode par le courant d’électro-
endosmose, elles migrent donc en apparence vers la cathode (-), bien que chargées

négativement (sens 2).
Rq

Ce fort courant d’¢lectro-endosmose peut quelques fois se visualiser par un affaissement du

gel coté anode et un gonflement c6té cathode.
2-Deuxiéme temps L'immunodiffusion

La plaque est placée en chambre humide pendant 24h 4 48 h. les arcs de précipitation

apparaissent sous forme d’arcs de cercles blanchatres sont analysés.



Exploitation et interprétation d’une immunoélectrophorese
L’exploitation de la plaque est faite visuellement :

— Par observation directe sur fond noir ou a la loupe éclairante.
— Par photographie et agrandissement.

— Par coloration apres lavage et séchage.

L’interprétation se fait toujours par comparaison entre I*échantillon a analyser et un sérum

normal.



Electrophorése sur gel de polyacrylamide
A-Gel de polyacrylamide, support d’électrophorése

Le gel de polyacrylamide est une macromolécule poreuse qui est utilisable comme support

d’électrophorése : ¢’est un copolymere d’acrylamide et de N, N-méthylene bis-acrylamide.

(1) CH2=CH-CONH2 Acrylamide
(2) CH2=CH-CONH-CH2-NH-CO-CH=CH2 N, N-méthyléne bis-acrylamide

(1) +(2) —



B-Electrophorese en gel de polyacrylamide en présence de SDS (Sodium Dodécylsulfate)

Cette méthode dérive de la précédente, est une méthode d’analyse séparant les protéines en

fonction de leur géométrie, masse molaire et forme.

Le SDS (CHs-(CH)11-SO3Na™) en exces dans le milieu se fixe sur les protéines, les

transforme en macropolyanions de méme mobilité électrophorétique.

Chaque molécule de SDS qui se fixe apporte une charge négative q, et quelle que soit la
protéine (g/r) est constant, donc la mobilité (p =k.q/r) est la méme pour chaque particule, les
molécules migrent vers I'anode, mais la séparation est faite uniquement par effet de tamis
moléculaire. Il existe une relation de linéarité entre le logarithme de la masse molaire et le

déplacement électrophorétique au sein du gel.

Cette technique est utilisée pour déterminer la masse molaire d'une protéine. A 1'aide de
marqueurs protéiques (protéines pures de masse molaire connue), on trace la courbe
d’¢étalonnage : IgM= f(d). Puis dans les mémes conditions, on soumet la protéine a analyser a
une électrophorese. la connaissance de son déplacement permet la détermination de sa masse

molaire.



