	Chapitre III : Structure et propriétés des protéines
COURS 4 : La Chromatographie



Document nécessaire à ce chapitre : « Méthode de préparation et analyse des protéines ».
I- La Chromatographie

1- Définition
C’est une méthode de séparation de différent constituant dans un mélange utilisant deux phases :

· Phrase stationnaire (Ps).

· Phase mobile (Pm) : éluant ou solvant.

Les constituants cheminent le long de la Ps entraîné par la Pm et c’est au cours de cette migration qu’il se sépare.

2- Expérience de TWETT (1905)

Le solvant monte par capillarité le long du papier. A la fin on observe plusieurs spots (tâche) correspondant au différent pigment présent dans le broyat.

3- Principe général

Le mélange contenant les composés a séparé A, C est mise en présence de deux phrase non miscible l’un à l’autre :

-Ps : Elle tend à retenir sur place les composés A, B, C cette rétention peut être due à différent mécanisme : Ps peut être un adsorbant, un solvant de A, B et C ou bien Ps peut retenir A et B par des forces électrostatique.

-Pm : Elle entraîne les composés A, B et C. Cette migration n’est possible que si Pm et un solvant de A, B et C.

Attention : C’est un problème d’affinité entre les composés et les deux phases. En fonction de leur affinité de Pm ou s. Les composés migrent à des vitesse différente et se sépare.
4- Les différents types de chromatographie

a- Chromatographie en phase liquide
Ici Pm est liquide.

Selon la nature de Ps on distingue :
· Chromatographie d’adsorption : Ps est un adsorbant solide (ex : CCM)

· Chromatographie de partage : Ps est un liquide ( H
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O) Fixé sur un support inerte. Les composés se partagent entre l’eau fixée et la Pm.

· La chromatographie d’échange d’ion : Ps est une résine, elle est porteuse de groupement ionisé : + ou -.

· Chromatographie d’exclusion : tamisage moléculaire. Ps est un solide porreux. Les petites molécules du mélange entre dans les pores du solide et ils sont + ou – freinés selon leur taille, les grosses molécules sont exclue de la Ps et s’écoule avec la Pm en premier.

· Chromatographie d’affinité. Ps est un solide sur lequel est greffé un ligand spécifique d’une des molécules du mélange.
b- Chromatographie en phrase gazeuse (CPG)

En fonction de la Ps, on distingue la chromatographie d’adsportion soit une chromatographie de partage. Les différents principe de chromatographie résulte du fait que l’on privilégie les faits de l’un des facteur suivant afin de séparer les composés :
· Charge électrique.

· Taille et forme (échange d’ion).

· Solubilité dans un solvant liquide.

· Présence d’un site particulier.

· Polarité.

5- Chromatographie d’adsorption

a- Principe
Ps est un solide granuleux a propriété adsorption. Les solutés sont + ou – retenu sur les grains grâce à des liaison hydrogène et des force de Van Deer Waals. L’adsorption est un phénomène réversible. Quand les composés se détachent c’est l’élution.
b- Caractéristique des deux phases
Ps :

· Solide réduits en grains très fins (très grandes surfaces de contact).
· Insoluble dans le Pm.
· Les capacités d’adsorption (pouvoir d’absorption : Absorption faible : Carbonate de sodium / Adsorbant fort : Silice, Alumine).

· Polarité : Adsorption polaire : Silice / Adsorption apolaire : Charbon actif.
Pm : Entraîne que les molécules apolaire et séparer les molécules hydrophobe.

· Liquide apolaire : acétone, éthanol pur, benzène (cancérigène).

· Liquide polaire : eau, molécules polaire et séparer les molécules hydrophiles.

c- Technique
· CCM : voir  TP
· Par colonne :on prépare une colonne remplit de Ps inbibé de Pm on dépose le mélange a séparé et on fait écouler la Pm en haut de la colonne. On recueille les composés en bas de la colonne et on analyse les fraction. L’identification des composés se fait grâce au volume de rétention Vr, qui correspond au volume Pm nécessaire. Il se détermine sur la courbe d’élution.

· Cette technique nécessite l’étalonnage de la colonne par les étalons purent et connue et dans les mêmes conditions.
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6- La chromatographie d’échange d’ion

a- Principe
Cette technique de séparation est basée sur des interactions d’ions entre Ps et les molécules à séparer. La résine est anionique si elle possède des groupements ionisés et  si chargés + : La résine est cationique => si le groupement est négatif et vice verca.

Ces résines ont la capacité d’échanger le contre ion contre une molécules dans le mélanges : ion Na. Ex : Résine cationique.
b- Caractéristique de la résine

Une résine se caractérise par :
· Son groupement fonctionnel : on parle de résine forte ou faible en fonction de l’étude du groupement à se ioniser. Certains ……………..

· La dimension de ces pores influence la vitesse d’écoulement du liquide.

· Sa granulométrie : diamètre des particules. Plus le diamètre est petit plus l’échange sont actifs. Capacité d’échange définitif par le nombre de mole d’ion que la résine peut échanger par unité de masse ou de volume.
7- Chromatographie d’affinité
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La Ps contient un groupement qui n’est pas reconnus que par une molécule précise.

L’élution se fait par ajout dans la Pm de ligand libre en grande quantité, la molécule se décrochent de la matrice et s’écoule avec la Pm.
8- Chromatographie d’exclusion
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Note : Tamisage des molécules grâce au gel de filtration.
Elle est basée sur une séparation en fonction de la taille et de la forme des composés d’un mélange. Ps est formée d’un réseau de polymère plus ou moins sérés.
II- L’électrophorèse

C’est une méthode de séparation et d’analyse basée sur la migration différentielle d’ion, de macromolécule ou de particule sous l’effet d’un champ électrique. Différent type d’électrophorèse existent en fonction du support utilisé sur papier (acide aminé) ; sur acétate de cellulose (protéine), sur gel (polyacrylamide A.N. : agarose : acide nucléique).

Ils existent une technique particulière pour les protéines : Western Blot. On utilise la méthode au SDS page (Sodium Dodécyl - Sulfate).

Le SDS ajoute des charges – aux protéines qui seront séparé en fonction de leur masse.
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