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ARt PEERES

En préparant cet ouvrage, notre ambition n’a certes pas été de pré-
senter et de discuter de facon exhaustive chacune des méthodes de puri-
fication ou d’'analyse des protéines. Prétendre que I'on peut, en trois
pages, résumer les traités qui ont été consacrés a I'immunoélectropho-
rése, par exemple, serait faire preuve d’'un naiveté ou d'une prétention
inexcusable. Notre but a été de passer rapidement en revue les méthodes
les plus utilisées en insistant sur |'aspect pratique de leur utilisation. Nous
espérons que le lecteur trouvera dans ce livre, non seulement une série
de recettes, mais aussi des idées claires sur les avantages et les limita-
tions de chaque technique.

Nous voudrions remercier Messieurs Guy Maghuin-Rogister et André
Piron dont les conseils nous ont été précieux dans la rédaction du chapi-
tre sur I'électrophorése et Jacques Aghion, Victor Stalon et Walter Verly
qui ont gentiment accepté de critiquer notre premiére version.

O
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Abréviations et symboles

absorbance a 280 nm
concentration
constante de diffusion

hauteur équivalente a un plateau théorique

acide acétique
force ionique

PM = poids moléculaire

nombre d'Avogadro
nombre de molécules
indice de réfraction

rayon d'une particule
coefficient de sédimentation
acide trichloracétique
mobilité électrophorétique
vitesse

volume spécifique partiel
volume

viscosité

longueur d’onde
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3 Théedes genereles
e (e chrenstegraphia

1. Introduction

Le terme chromatographie recouvre des méthodes de séparation
basées sur la répartition des solutés entre une phase stationnaire (ou
fixe) et une phase mobile. La premiére peut étre solide ou liquide, la
seconde liquide ou gazeuse, ce qui conduit aux combinaisons suivantes :

— solide-liquide
— liquide-liquide
— solide-gaz
— liquide-gaz.

Seules les deux premiéres combinaisons sont utilisées pour les purifi-
cations de protéines (solide-liquide : échange d'ions, affinité, adsorption,
gels de phosphate calcique et d"hydroxylapatite; liquide-liquide : tamis
moléculaires).

2. Coefficient de partage

Lors d'une chromatographie, la phase mobile se déplace a une
vitesse constante v. Elle entraine ainsi le soluté S qui se répartit entre les
deux phases dans des proportions déterminées. Si R représente la frac-
tion de soluté présente dans la phase mobile, 1 — R est égal a la fraction
présente dans la phase fixe. La vitesse de progression du soluté, vs, est
donnée par la relation vy = Rv . R représente aussi la fraction de temps
que le soluté passe dans la phase mobile.

Le coefficient de partage « est le rapport des concentrations de S
dans la phase fixe (C, et dans la phase mobile (C,,), respectivement :
C; 1-R V, V,.

= — = tR:~—
T e, RV, ° V. + aV,

ou V, et V, sont les volumes des phases mobile et fixe, respectivement.
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3. Isothermes

A une température donnée, la relation entre les concentrations de S
dans la phase fixe et la phase mobile est habituellement linéaire pour de
faibles valeurs de C,, (isotherme linéaire : R et o sont constants lorsque
C,, varie). Lorsque |'isotherme est linéaire, le pic d'élution du soluté est
symeétrique car tous les points de la zone d"élution du soluté migrent a la
méme vitesse bien que la concentration a l'intérieur de la zone varie.
L’équation de |'isotherme est donnée par la relation :

dx cL

dv,.  f(S)

dans laquelle dx/dV,, représente la distance parcourue pour une variation
de volume dV,,, C,, la concentration de soluté et f(S) la quantité de soluté
présente dans la phase fixe.

Pour une isotherme linéaire (fig. 1), f(S) = KC,, et
dx/dV,, = 1/K = constante.

f(s)

f{S)z

(1
f(5/1

Fig. 1. — /Isothermes

linéaire (1) et non

linéaire de type Lang-
m muir (2).

Cy Co G

Dans le cas d’une isotherme non linéaire (exemple, fig. 1), les par-
ties de la bande de soluté correspondant a de faibles concentrations se
déplaceront moins vite que celles de concentrations élevées. En effet :

Cl < Cz dols dx < dx
As), ~ fs), av /, <\av |,

On obtiendra dans ce cas un front de zone abrupt et une « queue »
s’étalant progressivement. Les isothermes non linéaires conduisent tou-
jours a des pics non symeétriques.

Des isothermes de type Langmuir indiquent souvent une saturation
de la phase fixe.



