Techniques d’Analyses

Les techniques Chromatographiques

1.1. Introduction

1.2. Définition

La chromatographie, méthode d’analyse physico-chimique, sépare les constituants d’un
mélange (les solutés) par entrainement au moyen d’une phase mobile (liquide ou gaz) le
long d’une phase stationnaire (solide ou liquide fix¢), grace a la répartition sélective des
solutés entre ces deux phases. Chaque solut¢ est donc soumis & une force de rétention
(exercée par la phase stationnaire) et une force de mobilité (due a la phase mobile).

1.3. Historique

La chromatographie est une science trés ancienne. Ainsi on trouve la premiere référence d'un
processus chromatographique dans I'Ancien testament qui fait mention de propriétés
adsorptives de certaine variété¢ de bois pour adoucir de l'eau amere

Le terme de chromatographie fut employé pour la premicre fois par le botaniste russe
Michael Tswett en 1903 pour décrire un procédé de séparation des pigments végétaux
colorés (chlorophylle brute) par passage a travers une colonne remplie d’un adsorbant, le

carbonate de calcium, et ¢luée avec I'éther de pétrole.

* Découverte : début du 20éme siécle.
* 1906: par Mikhail TSWETT . '
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I1 a donné a cette technique le nom chromatographie puisque chroma (Kpwpo) en grec,
signific couleur et graphein signific écrire. De nos jours, ce terme recouvre plus
généralement toutes les techniques de séparation de substances en solution par passage
au travers d’un matériau sélectif. Cette technique fut quasi-abandonnée jusqu’en 1930, ou
Edgar Lederer a purifi¢ par la méthode de Tswett la lutéine (Pigment présent dans le jaune

d'ceuf et dans certains végétaux) du jaune d’ceuf.
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En 1931, la publication de Kuhn et Lederer sur la séparation des isomeres du carotene et de
la xanthopylle apparue. En effet, c’est Kuhn qui, en 1938 recut le Prix Nobel sur la
chromatographie en couche mince

Vers 1940, Martin et Synge développent la pratique et la théorie de la chromatographie, ils
obtiennent le prix Nobel en 1952.

1952: Naissance officielle de la chromatographie phase gaz.

1955-1960 : Age d’or de la chromatographie en phase gazeuse.

Fin des années 60 : Naissance de la chromatographie en phase liquide a haute performance
HPLC.

La chromatographie est en plein évolution actuellement surtout avec I'arrivée des colonnes
capillaires en C.P.G et le couplage avec d’autres méthodes tel que la spectrométrie de masse.
La multiplicit¢ des procédés utilisés confere a la chromatographie une trés grande souplesse.
Les chromatographes actuelles sont pilotés par des logiciels informatiques.

Elle est employée a des fins préparatives pour séparer des quantités notables de substances,
mais aussi et surtout dans un but analytique (petite quantité) qualitatif ou quantitatif grace a

la trés grande sensibilit¢é des moyens de détection et aux substances étalons.

2. Classification des méthodes chromatographiques

Il existe plusieurs variantes de techniques chromatographiques, classées de plusieurs manieres
difrentes :

1- selon la nature des phases (mobile et stationnaire).

2- selon Le procédé opératoire.

3- selon le principe des phénomeénes mis-en dans la séparation (type d’équilibre).
2.1. Classification selon la nature physique des phases
Selon la nature de la phase mobile on distingue:

= la chromatographie en phase liquide (CPL)

= la chromatographie en phase gazeuse (CPG)

= la chromatographie en phase supercritique (CPS)
Selon la nature de la phase stationnaire on distingue:

= la chromatographie liquide/solide (CLS)

= la chromatographie liquide/liquide (CLL)

= Ja chromatographie gaz/solide (CGS)

= la chromatographie gaz/liquide (CGL).
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2.2. Classification d’apres le procédé opératoire

Selon le support de la chromatographie on distingue:

2.2. 1. La chromatographie sur colonne (CC): la phase stationnaire est contenue dans une
colonne en verre ou en métal

2.2. 1. La chromatographie planaire :on distingue deux types

e la chromatographie sur papier (CP): une surface plane de cellulose considérée
comme support maintient par imbibition une phase stationnaire liquide.

e 2-la chromatographie sur couche mince (C.C.M) la phase stationnaire est étalée sur
une surface plane (chromatographie planaire) qui peut étre en verre en feuile
d’aluminium en une couche mince d’épaisseur uniforme de I'ordre de (0,2 & 2,5mm)
de gel de silice, de cellulose, d’alumine, ou parfois de grains de résines échangeuses
d’ions.

2.3. Classification selon le principe des phénoménes chromatographiques
La classification des chromatographies peut se faire en fonction des phénoménes ou bien
des mécanismes de séparation. Les facteurs qui nterviennent dans le partage des molécules
a séparer entre les phases fixe et mobile sont : la solubilit¢ dans un solvant liquide, la taille (la
forme), la polarité, la charge ¢lectrique, la présence de groupements d’atomes formant des
sites particuliers. Les diffrents types de chromatographie résultent du fait que lon a
privilégié l'effet de I'un de ces facteurs, mais I’exclusivité d’un mécanisme n’est jamais
totale au cours d’une séparation chromatographique.

Chromatographies en phase liquide CPL
Dans ce cas, la phase mobile est un liquide. Selon la nature de la phase stationnaire, on
distingue :

Les chromatographies de partage

% La chromatographie de partage : C’est une chromatographie liquide-liquide. La
phase stationnaire est un liquide fixé sur un support inerte (ex. : de I'eau sur la
cellulose d’un papier). Cette chromatographie est ainsi dénommée car elle est basée

sur le partage du soluté dans les deux phases liquides.

®—@
———

Partage
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4 La chromatographie d’exclusion : On [lappelle également chromatographie
d’exclusion-diffusion, tamisage moléculaire, gel-filtration ou perméation de gel La
phase stationnaire est un solide poreux : les grosses particules sont exclues de la

phase fixe, en revanche, les petites particules incluses diffusent dans les pores du gel

o
ol

=8

Exclusion

Les chromatographies d’adsorption

e La chromatographie d’adsorption en phase normale : C’est une chromatographie

liquide-solide. La phase stationnaire est un adsorbant solide polaire.

®—

Adsorption

e La chromatographie d’adsorption en phase inverse : C’est une chromatographie
liquide solide dans laquelle la phase stationnaire est apolaire.

e La chromatographie sur échangeurs d’ions : La phase stationnaire est un échangeur
d’ions constitu¢ par une résine porteuse de groupements ionisés négativement ou
positivement, exercant des interactions de type électrostatique avec les solutés

ioniques du milieu.

Echange d’ions

e La chromatographie d’affinit¢ : La phase stationnaire est un support
macromoléculaire chimiquement ierte, sur lequel est grefié un effecteur qui présente
une affinit¢ biologie (bioaffinit¢é) pour un soluté de I'échantillon a analyser (affinité

enzyme-substrat, ligand-récepteur, antigéne-anticorps).
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Chromatographies en phase gazeuse (CPG)

La phase mobile est un gaz appelé gaz vecteur ou encore gaz porteur. On distingue dans ce
cas:
> La chromatographie gaz-liquide : C’est une chromatographie de partage. La phase
stationnaire est un liquide fixé par imbibition d’un support nerte.
> La chromatographie gaz-solide : C’est une chromatographie d’adsorption. La phase
stationnaire est un solide adsorbant.
En résumé
Les differents principes de chromatographie résultent du fait que lon a priviégié un des

facteurs suivants, afin de séparer des composés constituant un mélange :

Facteur Technique chromatographique
Solubilit¢ dans un solvant liquide Chromatographie de partage
Taille et forme Chromatographie d’exclusion
Polarité Chromatographie d’adsorption et
d’adsorption en phase inversée
Charge électrique Chromatographie par échange d’ions
Groupement d’atomes formant des sites particuliers Chromatographie d’affinité

La chromatographie de partage
1. Principe
Cette chromatographie liquide-liquide est fondée sur la répartition différenticlle de chacun des
solutés entre deux liquides non miscibles, I'un constituant la phase stationnaire, lautre la
phase mobile. C’est une technique essentiellement qualitative. Cette technique est un peu
comparable a une extraction liquide-liquide.
2. Théorie de la partition

La distribution d’un solut¢ A entre deux solvants non-miscibles, I'un aqueux (Saq), lautre

ASorg ASaq

organique (Sorg), releve de I'équilibre. . La constante d’équilibre, qui est
appelée « coefficient de partage » ou « coefficient de distribution », est égale a

K = [Asorg)/ [Asag]. C’est ’équation de Nernst pour le partage d’une substance entre deux
phases liquides non miscibles, avec [Asorg]: la concentration en solut¢ 4 dans la phase

organique et [Asaqq]: la concentration en solut¢ 4 dans la phase aqueuse. En général, le soluté
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est plus miscible dans le solvant organique que dans le solvant aqueux et K est donc supérieur
al.

La transposition de cette partition d’un compos¢ entre deux phases liquides dans un systéme
chromatographique est rendue possible par la fixation de I'un des solvants sur un support
inerte, l'autre solvant constituant la phase mobile. Un solut¢ trés soluble dans la phase fixée
migrera lentement, la force de rétention prédominant sur la force d’entrainement. A I'inverse,
un soluté¢ soluble dans la phase mobile migrera rapidement.

3. Rapport frontal

On appelle rapport frontal, RF (ou « référence front », « coefficient de migration »), le
rapport Distance parcourue par le soluté / Distance parcourue par le solvant. Le schéma
de la figure montre comment calculer le Rr dans le cas d’une chromatographie liquide

ascendante.

front du solvant

}
= P :
’> ligne de dépot ﬂ

cuve + solvant de migration

»0

migration

Figure: Sché ma montrant comment déterminer le rapport frontal d’une substance.

Un soluté trés soluble dans la phase fixe aura un Rr faible, alors qu’un soluté treés soluble dans
la phase mobile aura un Rr élevé et proche de 1.

4. Chromatographie bidimensionnelle
Dans le cas ou le mélange contient des solutés de mobilités voisines, on peut augmenter le
pouvoir séparateur en réalisant une chromatographie bidimensionnelle : sur le méme
support, on réalise une premiere chromatographie a l'aide d’un systéme de solvants, puis une
deuxieme a 'aide d’un second systéme de solvants, dans une direction perpendiculaire a la

premiére (figure).
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le chromatogramme
est tourne de 90°

- e @ 9@ -
depot dépot
.‘7

direction de la premiére
chromatographie
Figure: Chromatographie liquide-liquide bidimensionnelle
5. Solvants
Les deux solvants sont caractérisés par leur différence de polarité et leur non miscibilité.

Généralement, le solvant fixe est polaire et tres souvent, ce sera I'eau. Le solvant mobile sera

quant a lui non polaire et constitu¢ d’un mélange choisi selon les nécessités de la séparation.

La chromatographie d’exclusion
1. Terminologie et grandeurs de rétention
e Chromatogramme

Un chromatogramme est un diagramme montrant I'évolution du signal du détecteur (par
rapport a la concentration en soluté) en fonction du temps d’élution (plus rarement du volume
d’¢lution). Ce graphique est utilis¢ a la fois en analyse qualitative et quantitative.

Analyse qualitative : permet I'identification des composés par la position du pic

Analyse quantitative : évaluer la concentration ou la masse d’un composé¢ en utilisant I'aire

des pics
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Figure: Diagramme montrant les caractéristiques d’un chromatogramme
e Elution
L’¢lution est I'entrainement d’un soluté a travers la phase stationnaire par le mouvement de la

phase mobile. En chromatographie liquide solide, la phase mobile peut étre appelée ¢éluant.

e Le temps mort (tm)
Le temps mot tm est le temps mis par un composé non retenu par la phase stationnaire de la
colonne, pour parcourir le trajet entre 'entrée et la sortie de la colonne (ou temps mis par la
phase mobile pour traverser la colonne).

e Le temps de rétention (tr)
Clest le temps que met le solut¢ a sortir de la colonne c'est a dire le temps écoulé entre
I'mjection et le maximum du pic du composé €lué (est le temps mis par les molécules d’un
compos¢ a analyser (soluté) pour parcourir le trajet entre entrée et la sortie de la colonne). Il
est noté tr (en minutes).
Le temps de rétention est caractéristique d’une espéce pour des conditions d’analyse données
et peuvent servir a I'analyse qualitative.

e Le temps de rétention réduit (tr’)
Le temps de rétention réduit (tr’) représente le temps pass€¢ par le solut¢ dans la phase

stationnaire. tr’ = tr — tm.
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e Le volume de rétention Vr ou volume d’élution Ve.
Le volume d’¢lution (de rétention) Vr de chaque soluté représente le volume de phase mobile
nécessaire pour le faire migrer d’une extrémité a l'autre de la colonne. Il correspond sur le
chromatogramme au volume de la phase mobile qui s’est écoulé entre I'mstant de I'njection

et celui correspondant au maximum du pic. Sile débit D est constant, Vr = tr.D.

2. Le Principe de la chromatographie d’exclusion
Cette technique permet la séparation des molécules en fonction de leur taille et de leur
forme. On utilise pour cela des granules de gel poreux. Les grosses molécules (dont le
diamétre est supérieur a celui des pores) sont exclues et sont donc éluées les premieres, au
niveau du volume mort (Vm). Les petites et moyennes molécules sont ¢éluées plus
tardivement, car incluses dans le gel, leur migration est frenée. Les solutés sont donc élués
dans l'ordre inverse des masses moléculaires. Il existe une relation linéaire entre le volume

d’¢lution et le logarithme de la masse moléculaire. L’ensemble de ces considérations est

illustré schématiquement dans la figure.

chromatographie d’exclusion:

dans de nombreux pores, se répartissant entre

¢éluées en premier.
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Figure. : Schéma illustrant le principe de la

Les plus petites molécules peuvent pénétrer

le gel et la phase mobile, ce qui rend leur trajet
plus lent & parcourir et les fait éluer en dernier.
Les molécules de taille moyenne peuvent
pénétrer seulement dans quelques pores, la
répartition entre le gel et la phase mobile est
plus rapide que pour les petites molécules, le
trajet parcouru est moins long et elles sont
¢luées plus rapidement. Finalement, les grosses
molécules ne peuvent pénétrer dans les pores du
gel (elles sont exclues), il n’y a donc pas de
répartition entre la phase mobile et le gel, leur

trajet est donc réduit au minimum et elles sont
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3. Types de gels (les phases stationnaires)
- Gels hydratés (les plus utilisés) : le SéphadexTM (G10 a G200) qui sont des polyosides
bactériens de type dextran et le Sépharose TM (agarose). Le gain d’eau correspond au nombre
de grammes d’eau fixés par gramme de substance seche.
- Gels permanents : Ce sont des copolymeres organiques ou bien des minéraux (silice). Ici,
des effets d’adsorption s’ajoutent au tamisage moléculaire.

4. Représentation des résultats
- Soit on porte le logarithme de la masse moléculaire en fonction du volume d’¢lution, comme
indiqué dans la figure ci-dessous : log MM = f{Ve).
-Soit on porte le logarithme de la masse moléculaire en fonction du KAV, le coeflicient de
partage entre la phase liquide etla phase gel : log MM = fKAV), avec
KAV = (Ve — Vm) / (Vt — Vm) ou Vt est le volume total (mesuré¢ en remplissant la colonne
d’eau) et Vm est le volume mort (déterminé en mesurant le Ve d’une substance que I'on sait
totalement exclue).

log MM

F 3

h 4
1 1
1 1

Vit e volume
d'élution

»

Figure: Graphique du log de la masse moléculaire en fonction du volume élué

Les grosses molécules (dont le diametre est supérieur a celui des pores) sont exclues et sont
donc toutes éluées les premicres, au niveau du volume mort (Vm ou Vo). Les petites et
moyennes molécules sont ¢luées plus tardivement, car incluses dans le gel, leur migration est

génée. Une molécule totalement incluse sera éluée incluse sera éluée avec un volume V* =
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Vm + Vi, ou Vi est le volume d’eau mterne aux granules de gel. Les solutés sont donc €lués
dans l'ordre mverse des masses moléculaires.

5. Théorie de la chromatographie d’exclusion
On consideére une colonne de volume totale Vt remplie d’un gel solvaté¢ : Vi = Vo + Vi + Vg,
ou Vo est le volume mort, c'est-a-dire le volume d’eau externe aux granules, Vi est le volume
d’eau interne aux granules et Vg est le volume du gel
Un soluté est distribué entre I'eau interne et I'eau externe selon un coeflicient de distribution
(de partage) : K.
- SiK =0, le soluté est totalement exclus.
-Si0 <K <1, le solut¢ est partielement inclus. Le taux d’inclusion augmente avec K.
-SiK =1, le soluté est totalement inclus dans le gel

-SiK >1, le soluté¢ est non seulement inclus, mais aussi adsorbé par le gel

Les chromatographies d’adsorptions

1. La chromatographie d’adsorption en phase normale

1.1.Principe
Cette chromatographie liquide-solide est basée sur la répartition des solutés entre I’adsorbant
fixe et la phase liquide mobile. Chacun des solutés est soumis a une force de rétention (par
adsorption) et a une force d’entrainement par la phase mobile. L’équilibre qui en résulte
aboutit & une migration diffrentielle des solutés de I'échantillon a analyser, ce qui permet
leur séparation.
L’adsorption est un phénoméne de surface par lequel des molécules se fixent sur la surface
d’un adsorbant, selon divers processus plus ou moins intenses. Le phénomene inverse, par

lequel les molécules adsorbées sur une surface s’en détachent se nomme la désorption.

Absorption Adsorption

Phase solide
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1.2.Les adsorbants (les phases stationnaires)
Ce sont des solides tres divisés (adsorption est un phénomene de surface), ainsi, On peut
distinguer :
- Les adsorbants a faible capacit¢ d’adsorption, comme le talc ou le carbonate de sodium.
- Les adsorbants forts, comme le gel de silice, I'alumine ou le charbon actif Certains
adsorbants présentent une forte polarité électrique, comme le gel de silice ou I'alumine, alors
que d’autres, comme le charbon actif ou les phases inverses (dont nous parlerons plus en
détail ultérieurement) ont une faible polarité.
1.3. Les solvants
Pour un systeme chromatographique donné (caractéris€é par une phase stationnaire, une
température, une pression et un soluté), le pouvoir éluant dépend de la polarité du solvant.
Prenons, par exemple, une phase stationnaire constituée d’un adsorbant polaire (le gel de
silice), d’un soluté polaire adsorbé et d’un solvant polaire (la propanone). Le solvant polaire
posséde un pouvoir éluant élevé, fortement adsorbé, il déplace le soluté. En revanche, un
solvant apolaire comme I'éther de pétrole possédera un mauvais pouvor ¢luant, mais
entrainera un soluté apolaire. Le tableau suivant reprend quelques solvants classés dans

I’ordre croissant de polarité.

Ether de pétrole Dichlorométhane Propan-1-ol
Cyclohexane Ether diéthylique Ethanol
Tetrachlorométhane Trichlorométhane Méthanol
Trichloroéthéne Ethanoate d’éthyle Eau

Toluéne Pyridine Acide éthanoique
Benzene Propanone

1.3. Technologie

La chromatographie d’adsorption est appliquée selon différentes techniques :

- Sur colonne : ouverte a pression ambiante, en flash chromatographie, a moyenne pression,
en CLHP (chromatographie liquide haute performance ou haute pression).

- Sur papier : en chromatographie ascendante ou radiale ; dans cette technique, le papier joue
le r6le de phase fixe.

- Sur couche mince : le gel adsorbant (cellulose, silice) est coulé sur une plaque (verre,
aluminium, plastique), mélangé a un liant (platre).

Exemple de la chromatographie d’adsorption :
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1.3.La chromatographie sur couche mince (CCM)

1.3.1. Définition et appareillage:

couvercle
chromatoplaque
support de la phase cuve en verre
stationnaire T saturée en vapeurs
de salvant
& & % O

r” phase mobile

Figure: Schéma d'une chromatographie sur couche mince (CCM).

La chromatographie sur couche mince (CCM) repose principalement sur des phénomenes
d'adsorption : la phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants, qui progresse le long
d'une phase stationnaire fixée sur une plaque de verre ou sur une feuille semi-rigide de
matiere plastique ou d'aluminum. Aprés que ['‘échantillon ait été déposé sur la phase
stationnaire, les substances migrent a une vitesse qui dépend de leur nature et de celle du
solvant.

Les principaux éléments d'une séparation chromatographique sur couche mince sont:

e la cuve chromatographique : un récipient habituellement en verre, de forme variable,
fermé par un couvercle étanche.

e la phase stationnaire : une couche d'environ 0,25 mm de gel de silice ou d'un autre
adsobant est fixée sur une plaque de verre a laide d'un lant comme le sulfate de
calcium hydraté (platre de Paris) lamidon ou un polymere organique.

e Jéchantillon : environ un microlitre (ul) de solution diuée (2 a 5 %) du mélange a
analyser, déposé en un point repére situé¢ au-dessus de la surface de I'¢éluant.

e [¢luant : un solvant pur ou un mélange : il migre lentement le long de la plaque en
entrainant les composants de I'échantillon.

1.3.2. Principe de la technique.

Lorsque la plaque sur laquelle on a déposé I'échantillon est placée dans la cuve, I'éluant
monte a travers la phase stationnaire, essenticllement par capillarité. En outre, chaque

composant de I'échantillon se déplace a sa propre vitesse derricre le front du solvant. Cette
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vitesse dépend d'une part, des forces électrostatiques retenant le composant sur la plaque
stationnaire et, d'autre part, de sa solubilit¢ dans la phase mobile. Les composés se déplacent
donc alternativement de la phase stationnaire a la phase mobile, laction de rétention de la
phase stationnaire étant principalement controlée par des phénomeénes d'adsorption.
Généralement, en chromatographie sur couche mince, les substances de faible polarité

migrent plus rapidement que les composants polaires.

1.3.3. Applications de la CCM.

Lorsque les conditions opératoires sont connues, elle permet un contrdle ais¢ et rapide de la
puret¢ d'un composé organique. Si lanalyse, réalisée avec divers solvants et différents
adsorbants, révele la présence d'une seule substance, on peut alors considérer que cet
¢chantillon est probablement pur.

De plus, étant donné que la chromatographie sur couche mince indique le nombre de
composants d'un mélange, on peut lemployer pour suivre la progression d'une réaction.

La chromatographie sur couche mince est également la technique habituellement employée
pour rechercher le meilleur solvant, avant d'entreprendre une séparation par chromatographie

sur colonne.

1.3.4. Adsorbants et plaques chromatographiques.
Par ordre d'importance décroissante, les adsorbants employés en CCM sont : le gel de silice,

lalumine, le kieselguhr et la cellulose.

Les plaques vous seront fournies prétes a l'emploi

1.3.5. Choix de I'éluant.

L'éluant est formé d'un solvant unique ou d'un mélange de solvants.

Un ¢luant qui entraine tous les composants de I'échantillon est trop polaire; celui qui empéche
leur migration ne l'est pas suffisamment.

Une méthode simple pour trouver I'éluant appropri€ consiste a préparer des solutions de
I'échantillon dans différents solvants, en concentration d'environ 2 a 5% en volume. A laide
d'une micropipette, on dépose une goutte de chaque solution sur une plaque, chacune séparée
d'environ 1 cm. Le meilleur éluant est celui qui, lorsqu'il a terminé sa migration, a entrainé le

solut¢ a une distance d'environ la moiti€ de celle qu'il a parcourue.

1.3.6. Dépot de I'échantillon.
L'échantillon est mis en solution (2 a 5 %) dans un solvant volatil, qui n'est pas forcément le

méme que [€luant : on emploie fiéquemment le méthanol, le trichlorométhane (chloroforme),
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la propanone ou le dichlorométhane. La solution est déposée en un point de la plaque situé a
environ 1 cm de la partie nférieure.

Il est important que le diamétre de la tache produite au moment du dépdt soit faible;
idéalement, il ne devrait pas dépasser 3 mm. Ce sont généralement les dépots les moins étalés
qui permettent les meilleures séparations. Pour augmenter la quantit¢ déposée, il est toujours
préferable  d'effectuer plusieurs dépdts au méme pomt, en séchant rapidement entre chaque
application plutot que de déposer en une seule fois un grand volume d'échantillon qui
produirait une tache plus large.

L'échantillon est déposé¢ a laide d'une micropipette ou d'un tube capillaire en appuyant
légérement et bricvement l'extrémit¢ de la pipette sur la couche d'adsorbant en prenant soin de

ne pas le détériorer.

1.3.7. Développement de la plaque.

Le développement consiste a faire migrer le solvant sur la plaque. Dans les analyses usuelles
de laboratoire, le principal type de développement est la chromatographie ascendante : la
plaque est placée en position verticale dans une cuve et le solvant qui en recouvre le fond
monte par capillarité.

Le niveau de liquide est ajusté a environ 0,5 cm du fond de la cuve; on place souvent du
papier filtre contre les parois de la cuve pour saturer plus rapidement la cuve en vapeurs
d'¢luant et éviter les effets de bords. Pendant le développement du chromatogramme, la cuve
doit demeurer fermée et ne pas étre déplacée.

Lorsque la position du front du solvant arrive a environ 1 cm de lextrémité¢ supérieure, la
plaque est retirée de la cuve, le niveau atteint par le solvant est marqué par un trait fin, puis la

plaque est séchée a lair libre ou a laide d'un séchorr.

p L
asiche 9 front = :
fermée de |"&uont
front 1 !
de I'eluant &
d
B '
Ilgn: : bl
A 8 b Vo— de dépd A B
Suont Sty o
Le mékange est depasé L'étope d'd@ution permet de séporer 51 des espéoes chimiques ne sont
sur Ja phose fixe. les différentes espéces chieniques : pas molorées, a L est ersulte
la phose fixe retient les espaoes révélée pour Joire cpparoitre
alars gue I'&@vant mabile les entroine. fes taches
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1.3.8. Révélation.
L'identification des substances isolées se fait selon différentes méthodes (valable également
pour la chromatographie sur papier):
e ]-directement si les substances sont colorées
e 2-3 laide de révélateurs si elles sont incolores afin de les transformer en taches
colorées; les produits sont souvent décelés par leurs réactions fonctionnelles
classiques: les acides aminés par la ninhydrine qui donne avec la plupart une couleur
bleu-violet, les acides organiques par des mdicateurs colorés, les sucres par le
réactifde Molisch qui utilise le pouvorr réducteur des sucres. Quelques réactifS comme
liode ou le permanganate donnent des colorations non spécifiques avec la plupart des
compos€s organiques.
e toutes les substances ayant une absorption dans la région au-dessus de 230 nm sont
¢tudiées sur des supports additionnnés de corps fluorescents par irradiation de lumiere
UV a ondes courtes (Inax< 254 nm). L'emploi de couches non additionnées de produits
fluorescents permet aussi la mise en évidence de beaucoup de substances dans 'UV a
ondes courtes (lmax <254 nm) ou a ondes lon,gues (lmax > 366 nm) par suite de la
fluorescence propre des composés.
Dans tous les cas, i faut noter les positions des taches colorées juste a la fin de la
chromatographie en les cerclant car certains produits disparaissent avec le temps.
La chromatographie d’adsorption en phase inversée
1. Principe
C’est une chromatographiec d’adsorption liquide-liquide dans laquelle la phase stationnaire
se distingue par son apolarité. Elle est constituée, la plupart du temps, par des silices
apolaires greffées (figure ci- dessous). Il existe des greffons apolaires de tailles différentes, de
2 a 18 atomes de carbone (C2 a C18), donc de polarit¢ différentes.

7 /”
o) CH, 0

i O==Sim=(CH,)17 —CH, o SIm—=0=—(CHzlr—cH,

.-—-O\éss

_-Si==—OH

N

0 o CH; 0

¥ ¥ ¥
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Figure. : Phase normale et phase inverse : De gauche a droite sont représentées : Une silice non
greffée (phase normale), une silice greffée organosilanée de type C18 (phase inverse) et finalement,

une silice greffée par une chaine aliphatique de type C18 également (phase inverse).

Chromatographie par échange d’ions
1.1. Introduction

La chromatographie a échange d’ions (ou chromatographie a ions ou chromatographie
¢changeuse d'ions) est un type de chromatographie en phase liquide permettant d'isoler une
substance chargée électriquement d'un mélange de molécules chargées (liquide). Pour cela, on
fait passer le mélange sur une phase stationnaire (solide) chargée, déja associée a des ions

connus et on remplace ces ions par les ions/molécules chargées du mélange a séparer.
1.2. Principe

Un échangeur d’ions est une substance, généralement poreuse, sur laquelle est grefé (fixé),
par liaison covalente, un groupement chimique ionisable. Cette partie chargée peut interagir
fortement avec des ions présents dans le mélange chromatographi¢. Ainsi des molécules
chargées peuvent s’adsorber réversiblement sur I'échangeur d’ions, et étre ensuite désorbées

de la résine, en modifiant la composition ionique du solvant.

H A + Na'Res-

NatA + H'Res”

On peut résumer le processus comme suit : dépot des substances sur la colonne choisie en
fonction des charges des molécules et de la résine (A), ¢lution des molécules généralement en
augmentant de facon graduelle la force ionique et enfin régénération de I’échangeur d’ions
(par lavage avec une solution de pH permettant de remettre les charges dans leur valeur
mitiale).

Exemple :

Une résine échangeuse de cations est un polymére sur lequel sont greffées des chaines

latérales avec des groupements anioniques. Initialement, les contre-ions sont des protons H.
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i

Quand on dépose la solution d'un sel Na*A-sur la colonne, les cations se distribuent entre la
phase stationnaire (résine) et la phase mobile (solution) selon leur affinit¢ aux anions sur la

résine et dans la solution. Les anions de la solution ne sont pas retenus par la colonne.

e

En descendant dans la colonne, la solution s'appauvrit en Na* et s'enrichit en H". A la fin, tous

les Na* ont été échangés et on récupére une solution de H"A".

®
.@..@»

Précautions d'emploi

o Larésine gonfle dans I'eau. Il faut la stocker sous l'eau.

e La colonne ne doit jamais devenir seche. Quand la solution déposée est entierement
absorbée, il faut remettre de I'eau (de I'¢luant) pour couvrir la résine.

e Régénération de la colonne

e Pour régénérer la colonne pour une utilisation ultérieure, il faut la laver avec une

solution trés acide, puis avec de I'eau pour enlever l'exces d'acide.
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1.3. La phase stationnaire

La phase stationnaire dans la chromatographie ionique est une résine (polymere insoluble
préparé sous formes de billes) échangeuse d’ions contenant des groupements chargés
positivement ou négativement permettant la rétention des especes dont on désire obtenir la
séparation. Le solut¢ ionique ou ionisable interagit avec les groupes de charges opposées de la

phase stationnaire.

L’¢échangeur d’ions comporte deux parties : Les groupements fonctionnels qui lui conférent

ses propriétés et la matrice (support fixe) sur laquelle ces derniers sont greffés.

liaison covalente

G~ H—ion gchangeable

support

macromoleculaire groupement fonctionnel ionisé
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Les groupements fonctionnels sont fixés par des liaisons covalentes sur la matrice; ils sont de
deux types :
1. les échangeurs de cations portent des groupements chargés négativement (-)
Résine anionique (échangeur de cations) : I’échange se fait suivant I'équation
Résine-G/ H + cation® _—— Résine-G “/cation” + H"
Echangeur cationique

Résine chargée négativement

e Proteine char:_rtge positivement

Contre 1on chargé positivement

2. les échangeurs d'anions portent des groupements chargés positivement (+)
Résine cationique (échangeur d’anions): I’échange se fait suivant I'équation

Résine-G * /OH- +anion =~ ——=Résine-G" /anion” + OH.

Echangeurs anionique

Reésine chargeée positivement

° Protéine chalée negativement

Contre ion charge négativement
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1.3.1. Les supports

Les supports peuvent étre de deux types: minéraux comme la silice et organiques comme la
résine polystyrénique, cellulose, dextrane.

1.4. La phase mobile

Les ¢luants servant de phase mobile sont des solutions aqueuses chargées d’ions salns ou
organiques et si nécessaire, d’un peu de méthanol ou d’acétone pour faciliter la dissolution de
certains échantillons. Le pH est ajusté¢ en fonction de la séparation a réaliser.

1.4. Applications

La chromatographie d'échange d'ions est utillisée pour séparer des molécules ionisables,
quelle que soit leur taille: ions minéraux (tous les cations alcalins, alcalino-terreux ou
métalliques), acides aminés, peptides, protémes, nucléotides, acides nucléiques, glucides
ionisés et lipides ionisés. C’est une méthode analytique de référence en analyse des eaux, et

est adaptée aux milieux biologiques.

La chromatographie d'affinité
1.1. Introduction

Ce mode de chromatographie connait depuis 1970 un développement sans précédent et est
appelé a prendre une place encore plus grande avec l'essor des biotechnologies. Dans ce type
de chromatographie, la phase stationnaire est un support macromoléculaire chimiquement
merte sur lequel est greff¢ un effecteur qui présente une affinité biologique pour un solut¢ de
I’échantillon a analyser.

1.2. Principe

Dans la chromatographie d’affinité, la séparation des molécules va se faire selon leur capacité
a se lier a un ligand spécifique fixé sur une résine. Toute la subtilit¢ de la technique consiste a
choisir judicieusement le ligand qui est utilisé. Un exemple classique est I'utilisation d’un
anticorps qui reconnait spécifiquement la molécule a purifier. Lors du dépdt du mélange
contenant la molécule a purifier, seules les molécules possédant de Iaffinit¢é pour le ligand
attaché¢ a la résine vont se lier (dans I'idéal, une seule espece moléculaire). Il faut, bien sir,
que la résine porteuse soit la plus neutre possible, pour éviter la fixation non spécifique
d’autres espeéces moléculaires. Apres avoir ¢liminé le « non-fixé » en lavant la résine avec le
tampon de fixation, la molécule d’intérét peut €tre €luée, par exemple en utilisant un tampon

d’¢lution de haute force ionique, de pH différent, ou comportant une forte concentration d’une
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molécule possédant également de laffinit¢ pour le ligand (libération de la molécule d’intérét

par compétition pour les sites de fixation). Vorr la figure 1.

Résine Ligand Ligand immobilisé l

(sépharose)

-A@

L=y ‘Q’

Figure 1 : Schéma du principe de séparation de la chromatographie d'affinité

Etapes d’une chromatographie d’affinité

Quand une solution contenant un mélange de protéines traverse la colonne, la protéine
d’intérét se liera au ligand immobilisé, alors que les autres protéines ne s’y lieront pas et
sortront de la colonne on peut récupérer la protéine désirée sous une forme trés pure en

modifiant les conditions d’élution pour faire en sorte que la protéine se détache du ligand.
e Etape de fixation :

Un ligand biospécifique est fixé par laison covalente a une matrice (dextrane, agarose) sans
perdre son affinit¢ pour le produit & analyser. Le mélange de molécules contenant le composé
a purifier est chargé sur la colonne d’affinit¢. Seule la molécule présentant une affinit¢ pour

la colonne sera retenue par I'effecteur greffé sur la phase stationnaire.
e FEtape de purification (lavage) :

En continuant a faire passer du tampon dans la colonne, toutes les molécules contaminant

sont ¢éliminées et éluées.
e Etape d’élution :

La molécule est finalement décrochée de la colonne et recueillie. Cette étape peut étre

réalisée de différentes fagons:
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1/ Tampons de pH différent de celui ayant permis la charge donc changement de [I'état

d’ionisation de la molécule donc on a désorption

2/Tampon de pH ionique différent de celle ayant permis la charge donc changement de

conformation de la molécule.

3/Compétition avec un ligand libre (libération de la molécule d'ntérét par compétition pour
les sites de fixation).

1.4. Avantage et inconvénient de la méthode

L’avantage de cette technique est sa trés grande sélectivité¢ potentielle, a tel pont que son
utilisation peut parfois permettre une purification suffisante en une seule étape, ce qui est
rarement le cas avec les autres types de chromatographie.

L’inconvénient de cette technique provient de la nécessit¢ de posséder un ligand adapté, lui-
méme suffisamment purifie. Il faut donc, dans une premiere étape, trouver un ligand
suffisamment spécifique (ce qui détermine la sélectivit¢ de la purification) et qui possede pour
la molécule d’mtérét une affinit¢ ni trop faible (il faut une mteraction suffisante pour que cette
molécule soit retenue), ni trop forte (car il faut pouvoir la décrocher).

Une fois la « perle rare » trouvée, il faut, dans une seconde étape, purifier ce ligand avant de
le coupler & une résine porteuse. La purification du ligand est nécessaire car ['utilisation d’un
mélange entrainerait une forte probabilit¢ de fixer des molécules autres que celle d’intérét.

La chromatographie d’affinit¢ est donc trés puissante par sa sélectivité importante, mais
souvent plus lourde et pluis onéreuse a mettre en ceuvre que d’autres types de
chromatographie. Par ailleurs, elle n’est pas adaptée a la purification de grandes quantités de

molécules. En effet, la capacité est fonction du nombre de sites disponibles sur la résine :

lorsque ceux-ci sont saturés, les molécules en surnombre ne seront pas purifiées.

Dr BOUTAGHANE.N



Techniques d’Analyses

Chromatographie liquide a haute performance CLHP
1.1. Introduction

La chromatographie liquide haute performance, souvent désignée par son abréviation CLHP —
HPLC en anglais —, constitue une technique analytique trés générale d’emploi. Elle dérive de
la forme la plus ancienne de la chromatographie liquide sur colonne dont les performances, en
termes de sélectivitt¢ et de résolution, se sont trouvées grandement améliorées par la

miniaturisation et I'utilisation de phases stationnaires trés élaborées.

A Torigine la chromatographie en phase liquide se faisait sur des colonnes en verre. Le
liquide traversait la phase stationnaire par gravit¢ ou sous faible pression .Puis pour
augmenter le débit, des manipulations ont ét¢ réalisées plus forte. C’est ce que I'on a appelé la
chromatographie liquide sous haute pression (HPLC). Trés rapidement le P de pression est
devenu le P de performance lorsque I'on a optimis¢ la technique (diminution de la taille de

particules de la phase stationnaire, régularit¢ de cette phase........ )

Elle met en ceuvre, selon la nature de la phase stationnaire, des phénoménes de partage,
d’adsorption, d’échange d’ions ou d’exclusion. Son développement trés rapide, a partir de
1970, réside dans le fait qu’elle n’a pas les inconvénients de la chromatographie liquide
classique ; cette derniere a toujours été peu utilisée, en raison de la lenteur de la séparation ;
de labsence de détecteur qui aurait permis de suivre facillement le développement de

chromatogramme et la quantit¢ considérable d’échantillon nécessaire.

1.2. Appareillage

Dans tout appareil de chromatographie liquide haute performance on retrouvera toujours les
¢léments de base suivants (Fig.1) : un réservoir contenant la phase mobile, un systéme de
pompage, un injecteur, une colonne, un détecteur a travers lesquels un liquide entraine les
substances d’un mélange a séparer et un systtme d’acquisition de données. Il nécessite
¢galement un dispositif de dégazage. Les diffrents ¢éléments s sont reliés par des

canalisations courtes et de trés faible diametre nterne (0,1 mm).
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Figure.1: Les composants d’un chromatographe liquide a haute performance.

1.2.1 Réservoir de solvant (éluant) :
Il contient la phase mobile en quantité suffisante. Plusieurs flacons d'éluants (solvants de
polarités différentes) sont disponibles pour pouvoir réaliser des gradients d'¢hution (mélange

de plusieurs solvants a des concentrations variables) a laide de la pompe.

1.2.2. Dispositif de dégazage :
Durant le pompage, dans la chambre de mélange ou dans la colonne elle-méme, si les

solvants ne sont pas dégazés, 'air dissout dans le liquide soumis & de forte pression, forme
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des bulles a 'mtérieur du systeéme, c’est |a un inconvénient majeur pour le fonctionnement de
la plupart des détecteurs en particulier ceux qui utilisent des propriétés optiques. En regle
générale, plus le liquide est polaire, plus la tendance de l'air a se dissoudre est forte. Il
convient donc d’élimmer au maximum Pazote et l'oxygéne qui peuvent étre présents. Le

dégazage de la phase mobile se fait par barbotage d’hélium, par ultrasons ou par un dégazeur.

1.2.3. Pompe :
Elle est munie d'un systtme de gradient permettant d'effectuer une programmation de la

nature du solvant. Elle permet de travailler :

e en mode isocratique, c'est-a-dire avec 100% d'un méme ¢Eluant tout au long de
l'analyse.

e en mode gradient, c'est-a-dire avec une variation de la concentration des constituants
du mélange d'¢luants. Les pompes actuelles ont des pressions maximales de

refoulement voisines de 400 bar et un débit variable de quelques pl a plusieurs

ml/min.

1.2.4. Vanne d'injection :

C'est un injecteur a boucles d'échantillonnage. Il existe des boucles de différents volumes. Le
choix du volume de la boucle se fait en fonction de la taille de la colonne et de la
concentration supposée des produits a analyser. Le systtme de la boucle d'injection permet

d'avoir un volume injecté constant, ce qui est important pour lanalyse quantitative.
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vers |a colonne boucle
5 orifice

de remplissage
(seringue en 4)

boucle Remplissage
de la boucle

boucle Injection
dans la colonne

Figure 2. Injection avec une boucle. a) Remplissage de la boucle. Dans cette étape, la
seringue est introduite a la position n ° 4; b) njection dans la colonne (noter la nouvelle
position de la manette). Vanne modéle 7125. Les vannes sont motorisables.

1.2.5. Colonne :

Les colonnes CLHP sont généralement courtes et droites en acier inoxydable se caractérise
par leur géométrie (diametre intérieur de 4 mm et une longueur de 5 a 30 cm) et par la nature
des phases qu’elles contiennent (Figure 3). Elles doivent capables de résister aux fortes
pressions. Le débit de la phase mobile ne peut dépasser quelques mL/min. Ces colonnes ont
I'avantage de la rapidit¢ de Panalyse, consomment moins de solvant et conduisent a une
meilleure résolution de Panalyse. La colonne est souvent précédée d’une précolonne, dite
colonne de garde, courte (0,4 a 1 cm), remplie de la méme phase stationnaire, ce qui sert a

retenir certaines impuretés
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1 - colonne 2 - précolonne 3 - disque fritté 4 - raccord

Figure 3. Colonne standard et précolonne de CLHP.

1.2.6. Les thermostats des colonnes : La plupart des appareils commerciaux récents sont
équipés de dispositifs de régulations de la température ; qui la controle de la température
ambiante jusqu’a 150°C. On obtient souvent de meilleurs chromatogrammes en maintenant la
température constante a quelques dixiemes de degrés Celsius.
1.2.7. Détecteurs
a /Photometre UV-Visible :
Le détecteur UV-Visible mesure I'absorption de la lumiere par le produit a la sortie de la
colonne et opére a longueur d’onde constante, celle-ci ayant ét¢ fixée par I'operateur. Pour
que ce type de détecteur soit utilisable, il faut que:

e Le produit a détecter absorbe la lumiére a une longueur d’onde accessible a I'appareil

e La phase mobile n’absorbe pas la lumiére a la longueur d’onde choisie par I'opérateur.
Ce détecteur détecte seulement les changements dans le solut¢ donc on peut I'utiliser dans
Ianalyse par gradient d’¢lution. Le détecteur est facille a opérer et ne détériore pas
I’échantillon.
. Ce type de détecteur permet de sélectionner la longueur d’onde optimale de détecteur pour
chaque soluté. Il y’a plusieurs types de détecteurs :

e Détecteur a Afixe : vapeur de Hg (254 nm)

e Détecteur a A variable Détecteur a

e Détecteur a barrettes de diodes (DAD) : la cellule de mesure est éclairée par une

source polychromatique ; gamme de 190 a 800 nm permettant Ienregistrement
tridimensionnel absorbance-temps-longueurs d’onde. Ce type de détecteur permet de

sélectionner la longueur d’onde optimale de détecteur pour chaque soluté.
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b/Réfractometre différentiel :

Il mesure la variation de I'indice de réfraction entre la phase mobile contenant le soluté et la
phase mobile pure correspondant a la référence. La sensibilit¢ optimale correspond a un
maximum d’écart entre les indices de réfraction des composants de I’échantillon et de la
phase mobile. Un composant dont I'indice est voisin de celui de la phase mobile est alors
pratiquement indétectable. Son utilisation est momns répondue que celle du détecteur a UV a
cause de sa plus fable sensibilité.

c¢/Détecteur fluorimétrique:

Il mesure Iénergic de fluorescence d’un solut¢ excité par une radiation ultraviolette.
L’émission de lumiere est mesurée a angle droit du faisceau d’excitation. Ce procédé sert pour
les composés fluorescents ou les dérivés fluorescents de certains composés. Ce mode de
détection est plus sélectif et plus sensible de tous les détecteurs optiques a condition que les
composés présentent une fluorescence, qu’elle soit naturelle ou obtenue par formation de
dérivés

d/ Détecteur électrochimique :

Cette méthode de détection ne s’adresse qu’a la détection de molécule douée de propriétés
oxydoréduction.

e/ Détecteur par spectroscopie de masse :

La chromatographie liquide couplée a la spectroscopie de masse (LC-MS) est une technique
d’analyse qui permet d’identifier clairement un composé grice a son rapport masse
molaire/charge (m/z).

1.3. Phase stationnaire

1.3.1. Phase normale :

La phase normale est constituée de gel de silice. Ce matériau est trés polaire. Il faut donc
utiiser un éluant apolaire. Ainsi lors de I'injection d'une solution, les produits polaires sont
retenus dans la colonne, contrairement aux produits apolaire qui sortent en téte.
L'inconvénient d'une telle phase, c'est une détérioration rapide au cours du temps du gel de

silice, ce qui entraine un manque de reproductibilit¢ des séparations.
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Figure 4 : a) représentation du réseau, correspondant a un maillage tridimensionnel, d’un gel
de silice porteur de groupements silanols. b) image d’une particule sphérique de gel de
silice issus d’un assemblage compact de spheres submicroniques.

13.2. Phase inverse

La phase inverse est majoritairement composée de silice greffée par des chaines linéaires de 8
ou 18 atomes de carbones (C8 et C18). Cette phase est apolaire et nécessite donc un éluant
polaire (ACN, MeOH, Hzo0). Dans ce cas, ce sont les composés polaires qui seront ¢lués en
premier. Contrairement a une phase normale, il n'y a pas d'évolution de la phase stationnaire

au cours du temps, et la qualité¢ de la séparation est donc mamntenue constante.

\ CH3
c8 SI—O S| {CH,),CH,
Column O CH3

S —OH

/ I

« CH,§
c18 SI—O SI (CH,),,CH,
Column O CH3

/SI—OH

Figure 5. Gel de silice greflée
1.4. Phase mobile
L'mteraction plus ou moins forte entre la phase mobile et la phase stationnaire normale ou a
polarit¢ mversée se répercute sur les temps de rétention des solutés. La polarit¢ de la phase
stationnaire permet de distinguer deux situations de principe :
e si la phase stationnaire est polaire, on utilisera une phase mobile peu polaire la
chromatographie est dite en phase normale ;
e si la phase stationnaire est trés peu polaire, on choisira une phase mobile polaire (le
plus souvent des mélanges de méthanol ou d'acétonitrile avec de leau), c'est la

chromatographie en phase inverse.

Dr BOUTAGHANE.N



Techniques d’Analyses

En modifiant la polarit¢ de la phase mobile, on agt sur les facteurs de rétention k des
composés. Les silices greffées conduisent en général a une perte importante de polarité. Avec
une phase greffée, lordre d'¢lution est opposé a celui auquel on est habitué avec les phases
normales. Amsi avec un €luant polaire, un composé polaire migre plus vite qu'un composé
apolaire.

Dans ces conditions les hydrocarbures sont fortement retenus. On réalise des gradients
d'¢lution en dimmuant au cours de la séparation la polarit¢ de Iéluant (ex : mélange eau
/acétonitrile dont la concentration en acétonitrile va en croissant au cours de ['‘¢lution). On
peut, en mélangeant plusieurs solvants, ajuster le pouvoir d'élution de la phase mobile. En
plus du pouvoir d’¢lution le choix de la phase mobile dépend aussi d’un certain nombre de
facteurs dont les plus importants sont la solubilit¢ de I'échantillon, la compatibilit¢ de la phase
mobile avec le détecteur et la viscosit¢ de la phase mobile. Aucun de ces parametres n’est une
variable indépendante et le meilleur solvant est donc celui qui donne une réponse optimale a

toutes ces conditions.

Solvants classés par , .
P Phase stationnaire apolaire

polarité croissante

Faible

Hexane

Toeluéne

A

rF

 Fort

Trichloroéthane

Dichlarameéthane

Ether

- il
Pouvoir d'élution [: Pouvoir d'élution ]

* d Acétate d'éthyle
Acétonitrile
" Fort Meéthanal Falble
.“‘vr; Eau

Figure 6 : Force d’¢lution des solvants utilis€és comme phases mobiles.

Domaines d’application de HPLC

Les domaines d’application de HPLC sont nombreux mais elle est particulierement employée
en :

Biochimie pour l'analyse des constituants d'un composé.

Séparation et identification des acides aminés, acides nucléiques, protéines, hydrocarbures,
pesticides, glucides, antibiotiques, stéroides et d'innombrables autres substances organiques et

morganiques.
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Quantification des analytes présents
Détermation de la pureté¢ de I'échantillon

Assurance qualit¢ et controle.
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Chromatographie en phase gazeuse
1. Introduction
Le concept de chromatographie en phase gazeuse a ét¢ introduit par Archer Martin et Richard
Synge (Anglais) en 1941. C’est une méthode de séparation des composés gazeux ou
susceptibles d'étre vaporisés par chauffage sans décomposition.
Elle constitue la méthode la plus puissante et la plus fine pour séparer, identifier et quantifier
les corps gazeux ou volatilisables. Elle permet ainsi l'analyse de mélanges éventuellement tres
complexes dont les constituants peuvent différer de facon considérable par leur nature et leur
volatilité. Elle constitue la méthode la plus puissante et la plus fine pour séparer, identifier et
quantifier les corps gazeux ou volatilisables. Elle permet ainsi lanalyse de mélanges
éventuellement trées complexes dont les constituants peuvent differer de facon considérable
par leur nature et leur volatilité.
On distingue selon la phase stationnaire:

e Chromatographie de partage : La chromatographie gaz-liquide : la phase stationnaire
est un liquide immobilis¢é sur un support solide par imbibition. Le soluté se partage
entre le gaz vecteur et le liquide stationnaire. Plus un solut¢ est soluble dans la phase
stationnaire, plus le RF (distance parcourue par le solut¢ / distance parcourue par la
phase mobile) est petit et le temps d'émergence ¢€levé.

e Chromatographie d’adsorption : La chromatographie gaz-solide : la phase
stationnaire est un solide poreux. Plus l'adsorption d'un soluté sur la phase stationnaire
est élevée, plus le Rr est faible et le temps d'émergence élevé.

Dans les deux cas, le gaz vecteur est le gaz qui véhicule les solutés ; la phase mobile est

constituée du gaz vecteur et des solutés gazeux.

2. Principe de la CPG

Le melange a éluer est jecté a laide d'une seringue. Une fois vaporisés par I'mjecteur, les
composés sont entrainés dans la colonne par le gaz vecteur (le plus souvent He ou N3).
Suivant l'affinit¢ avec la phase stationnaire, les composés sont séparés avant d'€tre détectés en
sortie de colonne. Les appareils de CPG sont fréquemment couplés avec un spectrométre de

masse pour l'identification des composés au fur et a mesure de leur €lution.

Dr BOUTAGHANE.N


https://www.lachimie.fr/analytique/chromatographie/CPG/colonne-CPG.php

Techniques d’Analyses

2. Appareillage

Quel que soit le chromatographe a gaz on retrouve toujours les principales composantes

suivantes :
Acquisition sur PC
Seringue — } \ A
‘ ,‘ Injecteur Détecteur
Gazvecteur
Colonne capillaire
Four
g

Figure 1 : schéma d'un chromatographe en phase gazeuse.
2.1. Gaz vecteur
L’¢lution est assurée par un flux de g
az ierte appelé gaz vecteur ou porteur (phase mobile). Le gaz vecteur doit étre pur, inerte (il
ne doit pas réagir avec les constituants du mélange a séparer) et le moins miscible possible
avec la phase stationnaire. L’hélum est le gaz porteur le plus courant, bien que l'on utilise
aussi largon, I'azote et 'hydrogene.
2.2. Injecteur :
Le systtme d’injection permet I'introduction de I'échantillon dans le chromatographe, ainsi
que la volatilisation des analytes. La température de I'mjecteur doit étre réglée de manicre a
entrainer la vaporisation de tous les analytes de Iéchantillon: elle est généralement
maintenue & 50°C au-dessus de la température d’¢bullition de Panalyte le moins volatil.

L’mjection est faite :
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e A laide d’une microseringue pour les liquides et les solutions.

e A laide d’une vanne a boucles pour les mélanges gazeux.
En régle générale, la chambre d’ijection doit étre a une température plus élevée que celle de
la colonne pour faciliter I'évaporation des échantillons.
Le choix de I'injecteur est dicté par le type de colonne utilisée (remplie ou capillaire) et par la
nature des produits a séparer (leur résistance a la décomposition lorsqu’ils sont soumis a de
hautes températures).
2.3. Four
Le four principal est un compartiment, placé entre la chambre d’ijection et le détecteur, qui
contient la colonne chromatographique. Il est muni d’éléments chauffants pouvant contrdler la
température du four avec une trés grande précision. Des controles permettent également de
travailler a température programmée pour la séparation de mélanges de composés ayant des
capacités de rétention tres différentes sur la phase stationnaire.
Exemples de graphique :

T (°C) T (°C)

A A

120 120 7

80 4

} » t(min)

v
3.
2

Température isotherme Température programimee

2.4. Colonne

IIs existent deux catégories de colonnes en CPG, les colonnes remplies et les colonnes
capillaires.

2.4. 1. Colonnes remplies (a garnissage) :

Les colonnes a garnissage (les plus répandues) proprement dit, constituées d’une tubulure en
verre, acier ou autre métal (les plus fiéquentes sont en acier inoxydables), dont les dimensions
varient de 2 & 6 mm pour le diametre mtérieur et de 1 a 10 m pour la longueur. Elles sont

remplies d’un lit contmu et homogene de granulés soit de produit absorbant, soit de produit
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mactif appelé support imprégné d’un film mince du liquide lourd, a faible pression de vapeur
saturante, appelé phase stationnaire.

2.4. 2. Colonnes capillaires

Les colonnes capillaires sont formées d’un tube de métal, de verre, de silice fondue ou de
quartz, dont le diamétre intérieur du tube fabriquer ces colonnes varie de 100 a 530 mm et
son épaisseur est de S0 mm et la longueur de 12a 100 m enroulés on spirale. Ces colonnes
sont rendues moins fragiles par revétement extérieur d’un polymere thermiquement stable
(polyamide, Tmax = 370°C). La phase stationnaire recouvre la paroi interne sur une épaisseur

controlée de 0.05 a 5 mm.

a A7y bO € ’
: \ s ’j:(. revétemen
X remphssage}*;, p%iert:érizl}e
'~ avec phase [7 ¢ 4
~ stationnaire ¥}, %

verre de silice

i

-

’ - ”
phase stationnaire — ’
(film) ,4| |
diam. interne — b i
0,15 mm o L_,_J

Figure.2 : Colonnes de CPG. Représentation a la méme échelle des sections des trois types de
colonnes. a) Colonne remplie de 2 mm de diamétre; b) colonne capillaire « 530 » de 0,53 mm;
¢) colonne capillaire de 0,1 mm; détail d’une colonne capillaire. A cette échelle, I'épaisseur
de phase stationnaire serait a peine visible; d) colonnes commerciales de 50 m de longueur.
2.5. Les échantillons :

Les échantillons liquides sont injectés dans la chambre de wvaporisation a laide d'une
microseringue. La température est telle (c'est généralement celle du four) que la vaporisation
est immédiate. Les limites de sensibilit¢ sont, selon les appareils, de l'ordre du ng et méme du
pg. Le tratement de [échantillon varie selon les substances analysées

- lorsque les solutés sont directement volatilisables, les substances sont solubilisées dans un
solvant et chromatographiées. - lorsque les solutés ne sont pas volatils a la température du

chromatographe ou bien sont décomposés a cette température, i faut les transformer en
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dérivés volatils stables : les acides aminés sont ainsi estérifiés par le butanol, les acides gras
estérifiés par le méthanol, les oses réduits en alditols, puis acétylés...
2.6. Détecteurs
Le détecteur du chromatographe a gaz est situ¢ dans un compartiment immédiatement a la
sortie de la colonne. Comme la chambre d’injection, la chambre a détection peut étre chauffée
a des températures tres ¢levées. Son role est de détecter les composés a la sortie de la colonne
et de transmettre I'information sous forme d’un signal électrique a Ienregistreur. Comme les
pulsions électriques sont trés faibles, un amplificateur est branché au détecteur pour multiplier
ou diviser I'intensit¢ des signaux d’un certain facteur, généralement des multiples de 10. Un
détecteur est caractérisé principalement par sa sensibilit¢é et sa capacit¢ de donner une réponse
proportionnelle a la concentration du composé détecté.
Les principaux détecteurs sont :

e (Catharometre

e Détecteur a Ionisation de Flamme (FID).

e Détecteur thermoionique.

e Détecteur a capture d’¢électrons.

e La spectrométric de masse.
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Les techniques électrophorétiques

1.1. Histoire de I’électrophoreése:

L'origine de cette technique a ét¢ imaginée par S.E. Linder et H. Picton en 1892. IIs se sont
mspirés des études de Hermann Von Helmholtz menées sur [électro-osmose. Celui-ci
constate qu'il est possible, sous un champ ¢lectrique, de déplacer des particules chargées vers
le pole de signe opposé a leur charge.

En 1937, Arne Wilhelm Kaurin Tiselius, met au pomnt la premicre électrophorese:
['¢électrophoreése libre. Cette technique lui a permis de séparer les protéines du sérum sanguin
en appliquant un champ ¢lectrique. La solution est placée dans un tube en U de section carrée
afin de réaliser des mesures optiques au travers du tube.
Il a pu ainsi obtenir sur le pole + des protéines de charge trés négative comme l'abumine et sur
le pole - des protéines de charge ©plus positive comme les  globulines.
Cette technique ne permet toutefois pas de séparer totalement les protémes. Il est néanmoins
possible de mettre en évidence les frontieres formées par des méthodes optiques comme la
fluorescence, l'absorption des UV ou l'indice de réfraction.

En 1939, P. Konig et D Von Klobusitzky ont séparé avec succes les composants du venin de
serpent en ¢laborant la technique d'électrophorese sur papier.

En 1952, Pierre Grabar élabore, en collaboration avec C.A. Williams, une méthode connue
sous le nomd'analyse immuno-électrophorétique, qui permet d'analyser de maniére précise
des mélanges trés complexes d'antigénes. Dés la premiére application de cette méthode a
lanalyse du sérum sanguin humain, i parvient a déceler dans le sérum plus de 30 constituants
indépendants, alors que I¢lectrophorése en veine liquide ou sur papier ne permettait d'isoler
que 5 ou 6 groupes de protéines. La méthode est rapidement utilisée dans de nombreux
laboratoires médicaux pour des besoins de diagnostiques.

En 1955, O. Smithies met au point la technique d'électrophorese en gel d'amidon.

En 1957, Joachim Kohn sépare les différents phénotypes de I’hémoglobine en élaborant la
technique d'électrophorése sur me mbrane d'acétate de cellulose.
En 1969, Beber et Osborn introduisent lagent dénaturant SDS (Sodium Dodecyl Sulfate)

pour séparer les différentes sous-unités protéiques.
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1.2. Définition

Le terme « électrophorése » décrit la migration de particules chargées sous I'influence d’un
champ ¢lectrique. Le préfixe « €lectro » fait référence a I’€lectricité et la racine « phorese »
vient du grec phoros, qui signifie « porter d’un coté a autre ».

L’¢lectrophorese est donc une technique d’analyse et de séparation basée sur les critéres de la
charge ¢lectrique et la taille des molécules. La migration différentielle de particules chargées
¢lectriquement, se fait sous I'influence d’un champ ¢lectrique. Seules les particules chargées
positivement ou négativement sont attirées par les pdles opposés du cham.

1.3. Principe

L’¢lectrophorése est une technique séparative. Elle est utilisée le plus souvent dans un but
analytique mais également parfois pour purifier des molécules solubles. Le principe consiste a
soumettre un mélange de molécules a un champ électrique ce qui entraine la migration des
molécules chargées. En fonction de différents paramétres (charge, masse, forme, nature du
support, conditions physico-chimiques) la vitesse de migration va étre variable, ce qui permet
la séparation des différentes molécules.A partir de ce principe général, il existe plusieurs
variantes de cette technique adaptées a différentes situations.

1.4. Les différents types d’électrophoreses

Le choix du support est dict¢ par la nature des molécules a séparer et selon le support on
distingue deux types d’¢électrophorese :

1.4. 1. L’électrophorése libre, en veine liquide selon Tisélius (1937), est réalisée dans un
tube en U de section carrée (ceci afin de pouvoir réaliser des mesures optiques au travers du
tube, comme avec une cuve de spectrophotometre) : la séparation n'est pas totale, mais les
frontieres qui se forment sont mises en évidence par des méthodes optiques (absorption UV,
indice de réfraction, fluorescence...). Cette méthode est utilisée en recherche pour mesurer la

mobilit¢ ¢€lectrophorétique et pour vérifier la pureté des protéines.
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Fig 1 : appareillage pour I'électrophorése libre, en veine liquide

1.4. 2. L’électrophorése sur supports poreux (électrophorése de zone)

Ce type d'électrophorése utilise un support poreux pour stabiliser la phase liquide. Le support
doit étre homogene, poreux et nerte. Différents types de support peuvent étre utilisés.
Différents supports d’électrophorése de zones :
Les diffrents types d'électrophoréses de zones sont souvent nommés en fonction du type de
support :
- papier
- acétate de cellulose
- semi-solide (gels)
- Différents types d’électrophorése sur gel:

v’ électrophorése sur gel d’agarose

v’ électrophorése en champ pulsé

v’ électrophorése sur gel de polyacrylamide (PAGE)

v’ électrophorése bi-dimensionnelle

v Les électrophoréses peuvent aussi étre réalisées en conditions dénaturantes (détergents
type SDS ou urée).
a- Electrophorése sur papier
Assez peu résolutive, cette technique d'électrophorése est surtout destinée a séparer des
molécules de petite taille, dont les acides aminés. Des phénomenes d'interférence liés a la
charge des acides aminés et de la cellulose du papier interviennent de fagon notable. Une
goutte de solution contenant I'échantillon a analyser est déposée sur une bande de papier, puis

séchée. La bande de papier est humidifiée avec un tampon convenablement choisi, puis les
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deux extrémités de la bande sont plongées dans deux réservoirs contenant le tampon. Chaque
réservoir est connecté a une électrode. Un champ électrique continu est appliqué, et les acides
aminés se déplacent en fonction de leur charge nette. En fin d'électrophorése, la bande de
papier est séchée puis les acides aminés sont révélés par une réaction colorimétrique telle que

celle a la ninhydrine.

deux lames de verre

—17 =%
% 7)) J j\ W

"

-~

N J
)

papier filtre

trait de crayon
Fig 2 : appareillage pour I'électrophoreése sur papier.

b-Electrophorése sur acétate de cellulose :
L'¢lectrophorese se fait dans des conditions proches de celles de I'électrophorese sur papier.
Les bandes d'acétate de cellulose sont fragiles, mais elles limitent la diffusion des molécules a
séparer. La révélation des protéines se fait également par une réaction colorimétrique (rouge
de ponceau par exemple). Cette technique, peu résolutive, permet de séparer grossiérement
des groupes de protéines. Elle est peu colteuse et permet une analyse rapide des protéines

sériques.

_'_17:-.1--:5'%-:?;:'51-: :
i :.!—+ -
I
g E':..-r.-\. a8 el 4
i Samlanpen
':_ <] P‘Ff ] F-.E 1 Sanla
S dHecigko e
T 1 . o 8 !I- papar acilale) =
- . i d 3 4 H s

I:-'épa'rs échantillons

Fig 3 : appareillage pour I'¢lectrophorése sur les bandes d'acétate de cellulose.
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c-Electrophorése sur gel d’amidon :

L'¢lectrophorese sur gel d'amidon est particulicrement utile lanalyse et la séparation des
isoenzymes. Le principe de la technique repose sur une séparation électrophorétiques des
protéines sur une matrice poreuse composée d'un gel d'amidon, de pH précis. Les enzymes
présentes sont détectées en incubant le gel dans une solution contenant un substrat spécifique
de lenzyme domnant lieu @ un produit coloré. Les profils obtenus sont désignés sous le nom
de zymogrammes.

d-Electrophorése sur gel

Sous laction d'un champ électrique, E, une protéine se déplace avec une vitesse(V)

proportionnelle aux champs:

Sens de migration

V =n E, avec p appelée « mobilité électro phorétique »

n=v/E

wen cm?.sLvolt!, ven cms! et E en volt.co!
Le champ ¢lectrique (E) crée entre 2 électrodes, exerce une force, F, sur une protéine que l'on

suppose sphérique et de charge q;

F=Q.E

Les forces de frottement, F', dues a la viscosit¢ (€ta) vont s'opposer a la migration de la

protéine et la freiner;

f=6Il.qy.r.v

Il arrive un moment ou ces deux forces s'équilibrent, et la particule se déplace alors a vitesse

constante; on peut alors écrire :

QE =6Il.qy.xr.v soit v=Q.E/6Il.n.r

On définit pour chaque particule sa mobilité p, de maniere indépendante du champ électrique,

par la relation suivante:
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= v/E (=vitesse de migration pour un champ électrique de 1 Volt/am)

soit encoree m=Q/6II.m .r

Donc, la mobilit¢ d'une particule migrant dans un champ uniforme dépend de 3 facteurs :

g, (éta) et r.

Elle est proportionnelle a sa charge (q), inversement proportionnelle au coefficient de
viscosit¢ du milieu (€ta) et son rayon (r). La mobilit¢ est une caractéristique de chaque
particule, il est donc possible d’effectuer une séparation en se basant sur cette propriété.

d.1. Electrophorése sur gel d’agarose :

L’électrophorese sur gel d'agarose est une méthode utilisée en biochimie et en biologie

moléculaire :

e Soit a des fins analytiques: pour séparer et identifier des fragments d'ADN, pour

déterminer leur taille, pour en estimer la quantit¢,
e Soit & des fins préparatoires, pour purifier un fragment d'ADN de taille connue. La
taille des fragments qu'il est possible de séparer est comprise entre 0,2 et 50 kb.

Les fragments d'ADN sont facilement détectés sur le gel grice & un colorant fluorescent, le
bromure d'é¢thidum (BEI). On peut ainsi visualiser en lumiere UV des quantités trés faibles
d'ADN (de l'ordre de 5-10 ng).
L'¢lectrophorése en gel d'agarose est donc une technique trés sensible; elle est de plus rapide
et simple a mettre en ceuvre.
L'agarose est un polyoside hautement purifié extrait de lagar. Ce polymere linéaire est
constitu¢ de la répétition d'un motif de type diholoside.
L'agarose est une poudre blanche qui se dissout dans leau a ébullition. La solution d'agarose
reste a [I'état liquide tant que la température est supérieure a 40-45 °C (surfusion) Quand la
température devient inférieure a 40°C, la solution se solidifie en un gel stable qui ne fond pas
tant que la température reste nférieure a 100 °C.
D’une maniere générale, lagarose forme des gels dont la réticulation est assez faible,
permettant la séparation de molécules de trés hautes masses moléculaires. Ils sont
principalement utilisés pour séparer des molécules d’ADN ou d’ARN. Les molécules de plus
petites tailles se déplacent plus rapidement et migreront plus loin que les molécules de tailles

supérieures.
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Fig 4 : appareillage pour utilisés pour I'€lectrophorése en gel d'agarose.

d.2. Sur gel de polyacrylamide

d.2.1. L’électrophorése en conditions non dénaturantes

Cette technique aussi appelé PAGE (pour PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) est tres
utilisée en immunologie,dans I'étude des protéines et également utilisée pour le séquencage
de IADN.

Le gel de polyacrylamide est constitu¢é d'acrylamide (extrémement neurotoxique par
ingestion ou contact avec la peau) qui est I'unit¢ de base et de bisacrylamide qui est 'agent
portant. En faisant varier les taux de ces 2 substances on obtient différents maillages et donc
différentes densités de gel.

La polymérisation est réalisée graice a lajout de 2 réactifs: le TEMED (N,N,N'\N' tetra-
méthyl-ethylenediamine) et 'ammonium persulfate qui deviennent des anions hyperactifs en

présence de lumicre.

Fig 5: Structure chimique du TEMED.

Plus que le pourcentage d’acrylamide est élevé, plus que la densit¢ des chaines est €levée et
les mailles du réseau sont serrées. Par conséquence, plus le pourcentage d’acrylamide est
¢levé, moins les molécules volumineuses peuvent migrer. Donc, plus que la masse

moléculaire du composé est élevée, plus que la migration est lente.
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Acrylamide

Parsulfate

TEMED

C=0 (=0 C=0
I | I

NH, NH NH,
"
Nk NH NH,

I I
F=El II|3=[ZI F=[l

Palyacrylamide

e Avant que le mélange réactionnel n’ait durci, il est coulé dans un récipient formé par

deux plaques de verres et polymérisera en une couche mince de gel de quelques

Millimétres.

e Les échantillons sont déposés dans des puits préformés au sommet du gel

e Le tampon est le méme dans les réservoirs du haut et du bas (pH ~9 pour que toutes

les protéines aient une charge négative).

e Un courant continu de 100 a 200 volts parcourt le gel pendant la durée de migration

e apres migration, le gel est retiré et les bandes de protéine sont visualisées

Les protéines migreront vers ’anode (+) selon leur ratio charge/masse

Echantillon

cathode
©

tampon ™

Gel entre .
2 plaques
de verre

tampon

Cuve en plastique

Déplacement de molécules
chargées sous l'effet d'un
champ électrique.

?
<

B \
H,c=C NH, +

CONH,  cOnM,
CH, — CH—CH,—CH— K

CH, —CH—CH,—CH— CH,—CH
CONH,  CONH,

Gel: tamis moléculaire

Séparation des molécules en fonction

de la charge et de la masse
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d.2.2. L’électrophorése en conditions dénaturantes

Une variante de cette technique consiste a utiliser du SDS (Sodium
Dodécylsulfate) qui est un détergent anionique fort. Il a la propriété de défaire la
structure spatiale en se fixant sur les protéines et de les charger de la méme facon
permettant ainsi de les séparer uniquement en fonction de leur masse moléculaire.
Les protéines sont dites dénaturées: elles ont perdu leur structure tridimensionnelle

native.

Avant de procéder a la dénaturation des protéines avec du SDS, on utilise un agent réducteur,
le B-mercaptoéthanol qui réduit les ponts disulfres des protéines les rendant ainsi sous
forme monomérique. La forte charge négative globale apportée par le SDS masque la

charge intrinséque des protéines

Protéine =
monomérigue r\"j SDbS o .?_E’___:._ e
1) beta-mercaptoéthanel -I- pomc f—'—"—*‘-_‘;
Protéine dénaturation
multimérique enrobe les protéines de charges (-)

rupture des ponts di-sulfures

beta - e
mercaptoéthansl - 3

N o
— |
—11) SO pa s y
L — Ny — 382 L\ 3L oy
|m 3 1 I /'\. ~ g 3
\ S ) - o v -
A ) B
- Polypepiide dénaturé en forme e
Prctéme pative N nge fortement clargée négatnvement

Par conséquence le rapport charge/masse sera le méme pour toutes les protéines de méme
masse et la séparation électrophorétique du gel avec du SDS dépendra uniquement du
phénomene de gel-filtration par les pores du gel.
Cette méthode donne la meilleure résolution et les bandes sont les plus résolues de toutes les
méthodes d’analyse- en utilisant des marqueurs de poids moléculaires connus.
- cette méthode posséde deux grands avantages par rapport a I'électrophorése ordinaire :

e Jutilisation de SDS dissous les agrégats et les particules insolubles qui peuvent causer

des problémes en bloquant les pores du gel

e la mobilit¢ électrophorétique posséde une relation directe avec le poids moléculaire
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_S2°  ra:zees
S o 1= gl T
5-@ i—
‘é(_, (R — SH thiol |
=

raplide démnaturée

1. principc

cathode echantillon armature

= el (Eeeaeseci - — en matiére
B — 0 ~ -
| . . S plastiqque
Py e — réservoir
Tu—__:— S superieur
~| a—— : gel de
=T - 1
= Polyacrylamide
.= : . anode
-
|| \ — } reservoir
34 e Inférieur

2. apparél!

d.3.Visualisation des protéines dans les gels

Une fois que la migration des protéines dans le gel est terminée, il faut visualiser les bandes

obtenues par les protéines

- les différentes approches sont:
e la coloration avec le bleu de Coomassie brillant
e la coloration au nitrate d’argent.
e Le bleu noir naphtol.

- une approche plus spécifique consiste a détecter la protéine d’intérét avec un

Exemple de gel apres coloration au bleu de Coomassie :

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
C—— - —— -
- seead Bl =i e
- =— -—- - -
——
- — -
. — —
- "o-
——
NS S S
e ames
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e.1.Electrophorese bidimensionnelle
Lorsqu'il est exist¢ des bandes protéiques trés proches, on a un chevauchement. Par les
méthodes unidimensionnelles la résolution et bon pour moins de 50 protéines. Grace a
¢électrophorése bidimensionnelle, on combine deux modes de séparation différents. La
résolution peut étre appliquée pour plus de 1000 protéines differentes.

e DIMENSION 1
Séparation des protéines en fonction de la charge par Focalisation Isoélectrique (FIE).
La migration est effectuée dans un gradient de pH, chaque molécule migre jusqu'a I'endroit
ou le pH est égal a son pHi. On utilise un gel de forte porosité (polyacrylamide ou agarose),
pour que la taille n’influence pas la migration. Le gradient de pH est généré par des
ampholytes, molécules amphotéres de syntheése introduites dans le gel au momoent de sa
fabrication : on utilise un mélange de telles molécules, possédant des pHi dans une certaine
gamme (gamme large ex :3-9, ou plus ou moins étroite ex : 4-5 ou 5-6.5)
On réalise une électrophorése dans un tube étroit de gel polyacrylamide ou un gradient de pH

est établi. On soumet alors a un fort courant électrique

pH bas protéines chargees (+) ® ® ®

on =
| |
+ +
‘@
+ +*
+

!

+
s -0, pHi
T — -®; charge nette = 0
+27| arrét migration

L =] DID -~ o
+

Gradient de pH stable
{(mélange de tampons spéciaux)

—_
]
l
'
et
i

pH éleve protéines chargées (-) © © ©

Les protéines migrent vers la position du gradient = pHi et s’y immobilisent.

Dr BOUTAGHANE.N



Techniques d’Analyses

e DIMENSION 2
Séparation en fonction de la taille des protéines : SDS-PAGE Le gel étroit de protéines

séparées par FIE est soumis a une SDS-PAGE dans une direction perpendiculaire.

pH 4 pH 4 CI— =TT pH 10
FIE =E :
Dimension 1 e - SDS-PAGE
- . Dimension 2
pH 10
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