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INTRODUCTION

Parmi les sources de protéines végétales, et vu ’accroissement de sa production, le
colza s'avére &tre une source incontournable. En Europe et en France, le colza occupe le
premier rang des surfaces cultivées. Leur intérét d'application dans le domaine de l'industrie
alimentaire, cosmétique et pharmaceutique repose sur leurs propriétés gélifiantes,

émulsifiantes, antioxydantes et nutritionnelles.

Cette étude s’inscrit dans le cadre du développement d’une action plus large visant a
maitriser le fractionnement de peptides issus d’hydrolysats de protéines de colza par
différentes techniques séparatives s’appuyant sur des propriétés physico-chimiques variées,

dans le but d’étudier les effets nutritionnels et biofonctionnels de ces fractions peptidiques.

L objectif est d’appréhender la technique de chromatographie d’exclusion stérique a
basse pression et de valider ses caractéristiques séparatives en vue d’une utilisation sélective
basée sur la distribution des tailles moléculaires. Couplée & d’autres techniques séparatives,
cette technique pourrait conduire A l'obtention de fractions a propriétés ciblées en vue

d'applications variées particulierement dans les domaines de la santé et des cosmétiques.

Chromatographie  d’exclusion  stérique  (Size  exclusion  chromatography),
Chromatographie de perméation de gel (Gel permeation chromatography), Chromatographie
de filtration sur gel (Gel filtration chromatography), I’ensemble de ces désignations traduit un
seul et méme phénomeéne, celui de la rétention sélective de molécules suivant leur taille, au
travers d’une matrice constituée d’un gel. La particularité de ceite technique analytique réside
dans |’absence, théorique, d’interactions physico-chimiques entre la phase stationnaire gel et

le soluté ; a priori, la taille de la molécule est I’unique critere de séparation.

Dans la réalité, malgré les spécifications fournies par les fabricants de supports
chromatographiques, il semble fort peu probable que le seul effet de la taille moléculaire soit

I'élément discriminant de la séparation. C'est pourquoi, il est nécessaire d'étudier la qualité et




l'efficacité de la séparation de mélanges complexes de peptides dont l'une des caractéristiques

réside dans la variété de composition pour une masse ou une taille moléculaire donnée.

Le but de ce travail est de valider les propriétés de séparation d'une colonne
chromatographique d'exclusion stérique permettant de séparer des molécules de 100 Da a
1800 Da ; pour cela, deux kits d'étalonnage seront employés, l'un & base de poly-€thyléne
glycol (PEG) et l'autre constitué de pullulanes. Ceci conduira & établir un protocole
d'étalonnage et a4 déterminer si les peptides, de taille et de composition différentes,
répondent aux critéres de ségrégation préconisés par le fabricant. Les résultats seront
observés et quantifiés au regard de l'utilisation de données présentes et de travaux

antérieurs, afin de vérifier I'efficacité de la démarche.




Partie 1

Le colza




Le colza.

Brassica napus L. variété oleifera Metzg. est ’hydride naturel d'un chou et d'un navet ;
il fait partie de la famille des Brassicacées. Son nom est originaire du hollandais "Kolzaad"
signifiant graine de chou. L intérét du colza repose essentiellement sur I’emploi alimentaire
de son huile et de son tourteau. Mais depuis quelques années, un intérét technologique

croissant est nait de la valorisation des protéines présentes dans le tourteau.

. Utilisation du colza

En Europe, les surfaces consacrées aux graines oléagineuses sont estimées a 5.4
millions ha en 2000/2001, dont 3 millions ha (56 % des surfaces) pour le colza ; vient ensuite
le tournesol avec 2 millions ha (37 % des surfaces), le soja n’occupe que 340 000 ha (7 % des
surfaces), La France est le premier producteur européen de graines oléagineuses, avec 5,7
millions de tonnes en 2000/2001, devant I’ Allemagne (3,6 millions de tonnes) et I’Italie (1,3
millions de tonnes).

En France, la culture de colza, qui ne couvrait que 50000 ha en 1960, occupe
actuellement plus de 900 000 ha. Le colza est actuellement la premiere ressource oléagineuse

francaise [1].

Cet intérét croissant pour la culture de colza s’explique par les avantages que présente
cette culture facilement intégrable dans les assolements céréaliers et surtout par sa capacité a

générer une quantité importante de sous-produits valorisables.

Aprés avoir ét€ mis en cause dans l'induction de pathologies cardiaques, le colza a
beaucoup évolué ces 20 dernieres années. Il est devenu un centre d'intérét pour les
sélectionneurs qui l'ont transformé en colza "0" puis en colza "00", colza dépourvu des
composés toxiques que sont I’acide érucique et les glucosinolates (hétérosides soufrés). Cette

variété "00" a permis de développer les intéréts du colza [Le Page et al. , 1992].

La principale utilisation du colza est son huile, elle est principalement employée dans le
domaine de l'alimentation humaine. L'extraction par pression de l'huile fournit un tourteau,

co-produit utilisé pour l'alimentation animale.




Le colza.

1.1. L’huile de colza

La principale utilisation des cultures de colza est la production d’huile, elle est
essentiellement employée dans le domaine de l'alimentation humaine. Elle est également
utilisée dans 1’industrie (peintures, lubrifiants, cosmétiques...). Plus récemment, cefte huile

est employée, de fagon croissante, pour la production de biocarburants.

.1.1. Extraction de I'huile de colza

Les graines de colza se composent essentiellement de lipides et de protéines (Tableau
1). La composition de la graine dépend de I'espéce considérée. Il existe plus de 3000 variétés
dont les plus répandues sont Brassica campestris, colza d'été tres répandu au Canada, et

Brassica napus, colza d'hiver trés présent en Europe.

Tableau 1. Composition de la graine de colza non décortiquée [Bohl, 1998).

Protéines 23 %
Lipides 40 - 47 %
Humidité 10 %

Le passage de la graine de colza & I’huile se décompose en trois étapes [Colin, 1992] :

1/ Pression a froid

Le traitement de base de la graine de colza est la trituration. Elle se décompose en cing
étapes (Figure 1): le tri et le nettoyage des graines, le dépelliculage visant & enrichir le
tourteau en protéines et a ’appauvrir en cellulose, ’aplatissage ou floconnage et, enfin, la
cuisson suivie de la pression. Cette opération de trituration vise & obtenir 'huile brute de

pression et les tourteaux gras.




Le colza.

Graine

17 Nettoyage - Dépelliculage

Pellicules
Armawtes
L ]

Aplatissage

Cuisson

Pression
Huile Toutteaux gras
Huile Brute Extraction

.

Tomrtenux deshuileés

Figure 1. Principe de transformation des graines de colza [Baudet et al. , 1988].

2/ Extraction de I’huile résiduelle

L’huile résiduelle sera extraite par un solvant apolaire de qualité alimentaire.

3/ Raffinage
L’huile brute, constituée de 95 % de triglycérides (triacyl-glycérols), sera raffinée pour

éliminer les impuretés et étre utilisable comme huile comestible.




Le colza.

.1.2. Utilisation de I’'huile de colza

. Les qualités nutritionnelles de ’huile de colza [1]

En matiere d’huile alimentaire, I’huile de colza comporte un trés bon profil en acides
gras :
» 8 % d’acides gras saturés,
» 60 % d’acides gras monoinsaturés, dont 58 % d’acide oléique que !'on trouve
aussi dans I'huile d’olive,
» 32 % d’acides gras poly-insaturés dont 23 % d’acide linolé€ique, précurseur de la
famille des acides gras oméga 6 et 9 % d’acide alpha linolénique, précurseur de

la famille des acides gras oméga 3 (Tableau 2).

Tableau 2. Importance des acides gras Omega 6 et Omega 3 pour la santé [Lorgeril et al. , 1994]

OMEGA 6 OMEGA 3
Régulation de la lipémie | Baisse de la cholestérolémie Baisse de la triglycéridémie
Coagulation sanguine Régulation de I’effet pro-
_ Effet pro-agrégant
(Fonction plaguettaire) agrégant

' ] Régulation de la fonction
Fonction reproductrice . o
immunitaire et de la réponse

_ . inflammatoire.
i Intégrité de I’épiderme
Autres fonctions

_ . Fonctionnement du systéme
Fonction immunitaire et réponse o
' _ nerveux (composition des
inflammatoire
membranes nerveuses)

L’intérét des nutritionnistes pour 'huile de colza se justifie, d’une part par la faible
teneur en acides gras saturés, cette huile est alors intéressante sur le plan diététique pour
compenser I’apport excédentaire d”acides gras saturés présents sous forme de graisses cachées

dans P’alimentation ; d’autre part, les deux acides gras poly-insaturés, linol€ique et alpha
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linolénique sont indispensables a la vie, ils doivent obligatoirement &tre fournis par

I’alimentation, ils sont dits "essentiels”.

® Huile alimentaire
Le débouché premier de 1’huile de colza concerne I'industrie alimentaire (mayonnaises
et sauces émulsionnées, biscuiterie, biscotterie...). L'utilisation directe de ’huile de colza par

le consommaleur vient en deuxiéme position.

. Production de biocarburant : le Diester® [¥]

L’huile subit une estérification par le méthanol, la réaction donne lieu a un ester
méthylique et du glycérol. Cet ester méthylique est plus connu sous le nom de Diester®.

Le Diester® est destiné  étre incorporé dans le gazole, sans modification des moteurs et
ni correction de I’injection, afin de lutter contre la pollution urbaine provoquée par les
transports. 11 réduit les émissions de particules (-20 %), de monoxyde de carbone (-15 %), et
de composés toxiques (benzéne, hydrocarbures imbrGlés). De plus, sa biodégradabilité rapide

et importante (98 % en 21 jours) fait de I'huile de colza un composant propre pour

I’environnement.
1 tonne 0,1 tonne 1 tenne 0.1 tonne
o G
G 14 Acide pras L
i CHa(CH:)15-C-OCH: v
Y ]
¢ 1 Acide gras Méthana! - . C
= Es thyt

£ + ter méthyligne + E
R . R
o M Acide gras I
L N
E

Figure 2. Procédé de fabrication du Diester® [1].
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1.2. Les tourteaux de colza

Le tourteau est un co-produit de 1’industrie huiliére, il est obtenu apres trituration et
extraction de I’huile brute (Figure 1, p.7). Il est composé principalement de protéines et de
glucides (Tableau 3).

Tableau 3. Composition du tourteau de colza [Bohl, 1998].

Protéines 30-38 %
Lipides 1,5%
Glucides 30-35%
Cellulose 13 %
Cendres 6-8%
Humidité 10 %

.2.1. Matiéres premiéres de I'alimentation animale

Actuellement le tourteau de colza est essentiellement utilisé en alimentation animale
(mono et poly-gastrique, volailie}, il en représente la principale source de protéines. La raison
pour laquelle le colza n'a pas été initialement utilis€é dans le domaine de l'alimentation
humaine et animale est due a la présence des compos€s toxiques, acide €érucique et

glucosinolates (hétérosides soufrés) [Baudet et al. , 1988] :

e L’acide érucique (50% des acides gras totaux), est un acide gras soupgonné de

provoquer des maladies cardio-vasculaires.

s Les glucosinolates sont des substances goitrigénes, elles provoquent un blocage
de la glande thyroide par non fixation d’iode entrainant ainsi une hypertrophie
de la thyroide et par conséquent un retards voir un arrét de la croissance chez les

animaux gui consomment ces tourteaux.
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Dés lors, les travaux se sont concentrés sur 'étude de 'élimination de ces composés. La
premicre variété "0", apparue a la fin des années 60, est une variété de colza & faible teneur en
acide érucique. La variété "00" est apparue au début des années 80, c’est une variété de colza
sans acide érucique et & faible teneur en glucosinolates, cette variété "00" a permis

d’améliorer considérablement la qualité des tourteanx dans l'alimentation animale.

.2.2. Valorisation des tourteaux de coiza

L’utilisation des tourteaux a été trés longtemps basée sur son utilisation sans
modification, comme fertilisant 4 effet insecticide et fongicide suite a la présence de
glucosinolates et comme absorbant de contaminants (hydrocarbures ou métaux lourds). Mais
depuis quelques années, la valorisation des tourteaux de colza a pris une autre ampleur, elle

concerne leur potentiel protéagineux.

Les protéines, composés les plus abondants du tourteau, pourraient étre utilisées comme
complément protéique a I’alimentation animale ou humaine, et des fractions peptidiques a
propriétés spécifiques pourraient &tre identifiées et isolées (adhésif, détergent, émulsifiant,
agent mouillant...). Face & cette perspective des programmes de valorisation des protéines du
tourteau se développent dans de nombreux domaines tels que I’alimentaire, la pharmacie et la

cosmétique [Lemarié et al. , 1996].

Ii. Les hydrolysats de protéines de colza

I.1. Nature des protéines de colza

La fraction protéique de la graine est majoritairement constituée de deux familles de
protéines, les globulines et les albumines, mais présente €galement des prolamines et des

glutélines (Tableau 4).

12



Le colza.

La majorité des globulines est représentée par les cruciférines, protéines de masse
molaire élevée de type 125, alors que les albumines sont représentées par les napines,
protéines 2 faible masse molaire de type 2S. Les albumines et les globulines se différencient
par leur structure, leur composition en acides aminés, le nombre et I’arrangement de chaines

poly-peptidiques [Lemarié et al. , 1996].

Tableau 4. Répartition en pourcentages des différentes familles de

protéines présentes chez le colza.

Albumines Globulines Prolamines Glutélines
Colza (1) 15-46 % 40 - 60 % - -
Colza (2) 134-46,1 % | 26,5-6536% - -
Colza (3) 44-52 % 20-25 % 3-4% 6-9%

(1) : [Lemarié et al. , 1996].
(2) : [Godon, 1996].
(3) : [Linden et Lorient, 1994].

Les albumines présentent généralement des teneurs élevées en acides aminés soufrés et
en lysine. En revanche, les globulines ont une composition caractéristique des protéines de

réserve ; elles sont riches en arginine, en acide aspartique / acide glutamique et leurs amides.

La teneur élevée en protéines 25 constitue une particularité des graines de cruciferes
appartenant au genre Brassica, ce qui différencie le colza des autres sources de protéines

végétales [Guéguen, 1998].

Une étude a €té réalisée pour cing variétés de colza Brassica napus et trois variétés de
Brassica campestris, sur la séparation des protéines et leur composition en acides aminés. Les
fractions protéigues isolées ont montré des profils chromatographiques et €lectrophorétiques

similaires. Elles différent par leur teneur en cystéine et en méthionine, ainsi que par leur

13



Le colza.

composition en acides aminés [Godon, 1996]. Outre les facteurs agronomiques et variétaux,
le degré de maturation des graines a la récolte influence leur teneur en protéines qui augmente
continuellement entre 35 et 70 jours aprés la floraison alors que la teneur en lysine décroit

pendant la méme période.

I.1.1. La fraction globuline

Dans la graine de colza, les protéines globulaires sont des molécules de grande taille.
Elles sont représentées par les protéines de type 11-12S dont la masse molaire est comprise
entre 300 et 400 kg/mol. Elles ont une structure compacte, résultant de l'association de
plusieurs sous-unités (6 dans le cas du colza et du tournesol). Ces sous-unités sont constituces
de I'association de deux chaines poly-peptidiques de natures physico-chimiques différentes,

une chaine acide et une chaine basique reliée par des ponts disulfures [Lemarié et al. , 1996].

La cruciférine est la principale représentante des globulines. I} s'agit d'une glycoprotéine
neutre contenant 13% de glucides [Rozan, 1997]. Celle du colza se différencie des autres
globulines du type 125 par ses caractéristiques physico-chimiques ; son point isoélectrique
(pD) se situe 2 un pH élevé (7,2 au lieu de 5 chez les autres especes), et tres fortement
hydrophobe et soluble en milien salin (NaCl 5%), elle présente une sensibilité moyenne a
I'agrégation par la chaleur, une gélification progressive lors d'un chauffage entre 50 et 90 °C

et une dénaturation entre 80 et 83 °C a pH 6-10.

La fraction globuline constitue la part essentielle des protéines de réserves de la

graine.

11.1.2. La fraction albumine

Dans le colza, les albumines sont représentées par les napines, en proportion variable
(15-46 %) selon les variétés. Ce sont des protéines basiques, d'un pl supérieur a 10, de faible
masse molaire (8000 & 14000 g/mol). Caractérisées par une teneur €levée en acides aminés
soufrés (cystine) et en lysine, ces protéines sont solubles dans l'eau. [Schweizer, 2002]. Les

napines sont constituées de deux chaines poly-peptidiques reliées par deux ponts disulfures
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[Guéguen, 1998]. Ces deux liaisons leur conférent une grande résistance 2 la température

[Lemarié et al. , 1996].

Cette fraction albumine constitue les protéines a activités biologiques dans la graine

telles que les LTP (Lipid Transfert Protein) ou des enzymes [Dasgupta et al. , 1995).

.1.3. Les autres protéines du colza

Outre ces fractions, il existe dans les graines de nombreuses autres protéines qui ont un
role physiologique ou de défense. Elles sont peu connues dans le colza, A l'exception des
oléosines qui représentent 10 & 15 % des protéines totales. Les oléosines constituent une
famille de protéines de faible masse molaire, localisées & la surface des globules lipidiques

des graines riches en huile assurant ainsi la stabilité des globules.

I1.2. De la protéine aux hydrolysats

I.2.1. Extraction des protéines de colza

Apres la trituration des graines de colza (Figure 1, p.7), deux produits sont obtenus,
I’huile brute et le tourteau, Les protéines, composés les plus importants du tourteau, sont
ensuite extraites selon le procédé¢ décrit Figure 3. Les protéines solubilisées en milieu alcalin
sont récupérées sous forme d'isolats protéiques apres précipitation, ou addition d'adjuvants ou

ultrafiltration.

Par définition, nous parlons d'un isolat si la teneur en protéines est supérieure 4 90 % ;
de concentrat si cette valeur est comprise entre 65 et 90 %, et de farine si cette valeur est

inférieure 4 65 %.

La méthode la plus utilisée est la production de concentrats ou d'isolats de protéines de

colza par précipitation.
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Tourteau de colza

|

Extraction en milieu alcalin

|
v

Centrifugation / Filfration

t
A4

Reécuperation des protéines xolubles

v

Precipitation / Addition adjuvants / Ultrafiltration

|

T
Izolats de protéines solubles

Figure 3. Procédé d’extraction des protéines de colza

[Vioque et al. , 2000].

Exemple de méthode d’extraction :

L’équipe dirigée par Tzeng [Tzeng et al. , 1988] ont obtenu des isolats détoxifiés
(c'est-a-dire sans glucosinolates) en procédant a 1'ultrafiltration des solutions de

protéines a pH 7 ou 9 en présence d'hexamétaphosphate de sodium.
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I.2.2. Hydrolyse enzymatique des protéines

Pour obtenir des peptides de tailles et de propriétés définies, on proceéde soit par
synthése chimique des molécules cibles soit par hydrolyse des protéines. Lorsqu'une
valorisation des protéines est souhaitée, il est préférable de procéder par hydrolyse
enzymatique plutdt que chimique car I’hydrolyse chimique est peu sélective et conduit

souvent & la formation de produits secondaires non désirés [Schweizer, 2002].

La réalisation de 'hydrolyse enzymatique des protéines s'effectue en deux étapes :
1/ le clivage d'un petit nombre de liaisons peptidiques qui déstabilise la structure native de
la protéine et expose un grand nombre de liaisons,

2/ la libération des peptides par hydrolyse.

L'hydrolyse enzymatique permet d’obtenir des molécules de masses molaires variées,
pouvant aller de gros peptides aux acides aminés libres. Cela nécessite une bonne sélection de
I'enzyme et des conditions opératoires adéquates (concentration du substrat, rapport
enzyme/substrat, pH, température, force ionique, activité de l'eaun). Les enzymes employées
sont essentiellement des protéases, elles sont classées en deux groupes, les exo-peptidases et

les endo-peptidases [Rao et al. , 1998].

. les exo-peptidases (Tableau 5) agissent a4 extrémité des chaines polypeptidiques. Elles
sont classées en fonction du site d'action ciblé, amine (N) ou acide carboxylique (C)
terminal.

» Les aminopeptidases agissent au niveau du N terminal de la chaine polypeptidique.
Leur action permet de libérer un résidu simple d'acide aminé, un dipeptide, ou un

tripeptide.

» Les carboxypeptidases agissent sur les bornes C terminal de la chaine
polypeptidique et libérent un acide aminé simple ou un dipeptide. Les
carboxypeptidases peuvent étre divisés en trois sous-groupes, carboxypeptidases a
sérine, métallocarboxypeptidases, et carboxypeptidases a cystéine. La formation des

groupes est basée sur la nature des résidus d'acide amin€ cible des enzymes.
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s  Les endo-peptidases (Tablean 5) sont caractérisées par leur action préférentietle dans
les régions intérieures de la chaine polypeptidique, loin des terminaisons N et C. La
présence du groupe aminé ou carboxylique libre a une influence négative sur l'activité
enzymatique. Les endo-protéases sont divisées en quatre sous-groupes basés sur leur
mécanisme catalytique, protéases a sérine, protéases aspartiques, protéases & cystéine,

et métalloprotéases.

Tableau 5. Classification des protéases [Rao et al. , 1998].

PROTEASES MODE D’ACTION
Exo-peptidases
» Aminopeptidases N .+ IS
| aéatasad by
v
S 4000
soeo0-
» Carboxypeptidases N , C
- OCOOCe
. v
Endo-peptidases OO - -

Le contrble de 1'hydrolyse est réalisé par la mesure du degré d'hydrolyse (DH), qui est
défini comme le rapport des liaisons peptidiques clivées sur les liaisons peptidiques

initialement présentes [Adler-Nissen, 1986].

DH(%):i.loo

tof
DH : degré d’hydrolyse.
h: nombre d’équivalents de liaisons peptidiques coupées par kilogramme de protéines.

hi : nombre total de liaisons peptidiques par kilogramme de protéines.
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Le contrdle du degré d'hydrolyse est important dans le cas de protéines végétales, En
effet, une hydrolyse trop importante peut conduire au développement d'un gofit amer des

produits.

I1.3. Interét des hydrolysats de protéines de colza

H.3.1. Intérét nutritionnel

Les personnes intolérantes au gluten, au lait... ; les personnes connaissants un déficit
enzymatique partiel génant la digestion de protéines classiques ; les personnes ayant subi une
intervention chirurgicale ou connu une maladie gastrique ou intestinale... 'ensemble de ces
personnes est incapable d’absorber les protéines de masse molaire élevée présentes dans
1’alimentation classigue. Or le role essentiel des protéines alimentaires, animales ou végétales,
est de fournir les acides aminés nécessaires & la synthése des protéines de 1’organisme humain
ou animal.

L’apport de protéines suffisamment dégradées, pour une bonne digestibilité et un
pouvoir allergisant minime, serait alors d’un intérét nutritionnel et sanitaire primordial. De
plus, les protéines de colza ont une composition bien équilibrée en acides amin€s essentiels

[Benamouzig et al. , 2003].

[1.3.2. Intérét technologique

L’ aptitude des protéines & former des gels, des émulsions, des adhésifs, des mousses ou
des films dépend de leurs propriétés physico-chimiques (solubilité dans différents milieux a
un pH donné, réactivité), de leurs composition en acides aminés et de la structure de la

molécule.

Depuis quelques années, la modification des protéines, par I’intermédiaire de réactions
chimiques ou enzymatigues, a permis de développer et d’orienter la production de colza vers

de nombreux secteurs :

. de nombreuses applications sont envisageables en Pharmacie et Cosmétologie

enrobage des molécules actives, composition des milieux de culture cellulaire. ..
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e utilisations des hydrolysats protéiques comme biopolymeres dans les vernis, les

peintures, les mousses et les colles.

I étude et Pexploitation des effets nutritionnels et biofonctionnels des protéines,
présentes dans le tourteau de colza, nécessitent en premier lieu de maitriser la fragmentation
peptidique pour ensuite mieux travailler sur I'identification. A cet effet, différentes techniques
gualitatives et séparatives s’appuyant sur des propriétés physico-chimiques variées sont

employées.

Dans le cadre de ce travail jutilise la chromatographie d’exclusion stérique a basse
pression. Cette technique analytique va permettre de classer les fractions peptidiques,

obtenues aprés hydrolyse enzymatique, selon leur taille moléculaire.
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La chromatographie d’exclusion stérique.

. La chromatographie liquide haute performance

La chromatographie, méthode d'analyse physico-chimique, sépare les solutés d'un
mélange par enfrainement au moyen d'une phase mobile liquide le long d'une phase
stationnaire. Lors de I’élution, les solutés vont se répartir de fagon sélective entre la phase
mobile et la phase stationnaire. Cet état d'équilibre du soluté entre les deux phases est

matérialisé par le coefficient de partage K.

K = Concentration du soluté dans la phase stationnaire
Concentration du soluté dans la phase mobile

Les facteurs physico-chimiques qui interviennent dans le partage des solutés a séparer
entre les phases mobile et stationnaire sont : ]la solubilité dans un solvant liquide, la taille, la
polarité et la charge €lectrique. Les différents types de chromatographie résultent du fait que
I'on privilégie l'effet de I'un de ces facteurs, mais l'exclusivité d'un mécanisme n'est jamais

totale au cours d'une séparation chromatographique (Figure 4).

Polarité croissante
-
o

Insoluble dans eau , Soluble dans I’eau
T R 3
,I Non polaire | . fonique

U . . * F
Non ionique polaire
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i
T i
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a phase nor-
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Echange
d’ions

103 -

l(]'-o et
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Masse molaire/pemol

10517 {Perméation de gel) (Filtration de gel)

1ot —

Figure 4. Domaines d’application de la chromatographie liquide haute performance [Skoog et al. , 1997].

22



La chromatographie d’exclusion stérique.

. La chromatographie d'adsorption

Les solutés sont adsorbés sur une phase stationnaire polaire.

> La chromatographie par échanges d'ions

La phase stationnaire est une résine échangeuse d’ions, exercant des interactions de type

€lectrostatique avec les solutés ioniques dissous dans la phase mobile aqueuse.

° La chromatographie de partage

La phase stationnaire est un solvant fixé sur les particules d’un support inerte. La
chromatographie de partage est subdivisée en plusieurs catégories.
1/ La phase stationnaire permet de distinguer la chromatographie de partage liquide-liguide
et la chromatographie de partage liquide-phase greffée. Pour le partage liquide-liquide il
s’agit d’adsorption physique, alors que le partage liquide-phase greffée implique des liaisons
covalentes.
2/ La polarité des phases mobile et stationnaire permet de distinguer la chromatographie de
partage en mode normale de celle en mode inversé. En chromatographie de partage en mode
normal, la phase stationnaire est polaire et la phase mobile non polaire. En chromatographie

de partage en mode inversé, la phase mobile est polaire et la phase stationnaire apolaire.

e  La chromatographie d'exclusion stérigue

La phase stationnaire est un gel. La séparation des solutés est basée sur leur taille
moléculaire, les grosses particules sont exclues des pores du gel alors que les petites particules

y diffusent librement.

II. Principe de la chromatographie d’exclusion stérique

Plusieurs appellations différentes sont employées pour désigner la chromatographie

d’exclusion stérique (Size exclusion chromatography : SEC) :

¢ Chromatographie de perméation sur gel (Gel permeation Chromatography : GPC),

lorsque la phase mobile est de nature organique.

+ Chromatographie de filtration sur gel (Gel Filtration Chromatography: GFC),

lorsque la phase mobile est une solution aqueuse.
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II.1. La phase stationnaire : le gel

Les gels sont des états intermédiaires entre 1’état solide et Iétat liquide ; par conséquent,
leur classification est difficile [Favre, 2004]. La phase dispersante est un solvant et la phase

dispersée est composée de petites particules régulieres et bien calibrées.

Le substrat du gel (grains, billes ou perles) résulte de la liaison de macromolécules
assemblées les unes aux autres de maniére a former un ensemble régulierement réticulé. Mis

en présence du solvant les "grains" gonflent par pénétration du solvant a I'intérieur du grain.

Les solutés de dimension inféricure au diameétre des mailles du résean diffusent a

Yintérieur de la matrice gel, alors que les solutés plus volumineux restent a I’extérieur.

.1.1. Notion de gel — transition sol-gel

Les solutions de polyméres concentrées peuvent, dans certains cas former des liaisons
transversales et ainsi donner naissance a un réseau, emprisonnant une quantité importante de
liquide. Cette situation correspond & un état spécifique qualifié de gel (dénomination attribuée
a T. Graham vers 1850). La transformation correspondante, qualifiée de "transition sol-gel"
(Figure 5), s’apparente a une cristallisation, et provoque un départ de solvant, dont une partie
est expulsée du réseau au point de gélification. Cette transition reste mal comprise pour les

systémes mettant en jeu des polymeres.

Les propriétés du gel dépendent beaucoup des interactions des deux composants : d’une
part, le liguide empéche le réseau de polymeres de s’effondrer en une masse compacte et,

d’autre part, le réseau empéche le liquide de s’écouler.
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dans un solvant de grande taille
est formeée

Chaines de polymére ‘ﬁ}z % Une mol écule unigque

SO i GE)

Figure 5. La transition sol-gel [Favre 2004}

Les forces d’agglutination sont principalement des interactions intermacromoléculaires,

de natures polaires, complexantes ou ioniques.

e Si elles ne suffisent pas & compenser les forces et entropie de dispersion, on a affaire a

un systéme microdispersé : un sol.
e Si, al'inverse, elles deviennent prépondérantes, il y a floculation et méme précipitation.

e S’il n’y a pas précipitation des particules, on aboutit a la constitution d’un réseau
tridimensionnel de macromolécules qui supporte et retient plusieurs couches de solvant ;

c’est le phénoméne de gélification.

Ce processus progressif correspond 2 la formation d’un amas de polymeres de taille
croissante qui va atteindre finalement celle du récipient ot s’effectue la gélification : c’est le

point de gel. L’ensemble est pris en masse dans un état semi-liquide, semi-solide : le gel.

Une propriété intéressante des sols est leur viscosité, ¢’est-a-dire leur résistance 2
I’écoulement et au cisaillement. A 1’échelle moléculaire, la viscosité mesure Pintensité des
forces de frottement qui s’opposent aux déplacements des molécules du liquide les unes par

rapport aux autres lorsqu’on les met en mouvement.
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Le parametre qui caractérise le mieux les gels est, non plus la viscosité, mais la rigidité,

qui mesure leur résistance 4 la déformation ou 2 la pénétration.

Figure 6. Image au microscope électronique de particules de gel
[Ettre, 1991].

Les propriétés des gels reposent sur la combinaison de propriétés hydrodynamiques et
physico-chimiques propres aux solutions, tout en offrant le comportement des solides

[Prausnitz, 1995].

I.1.2. Les différentes natures de gel

Un gel est formé de deux milieux dispersés 'un dans l'autre, ’un étant considéré
comme solide formant un réseau irrégulier et emprisonnant des molécules de liguide. On
distingue deux grandes familles de gels: les adrogels, obtenus principalement par voie
minérale, se caractérisent par le fait qu’ils maintiennent leur structure au séchage, a ’inverse

des xérogels, dont le réseau s’effondre si I’on extrait le solvant [Rosset et al. , 1991].

o  Xérogels
Ce sont des structures faiblement réticulées et capables d’absorber dans leurs pores de

grandes guantités de solvant. Ils gonflent de plusieurs fois leurs volumes secs et leurs
porosit€s augmentent en proportion du volume de solvant absorbé. Iis s’utilisent

principalement avec des solutions aqueuses.
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» Gels de dextrane (Sephadex®). Iis sont obtenus  partir du dextrane polyholoside
polymérisé obtenu par culture de bactéries dans des solutions de saccharose.
Afin d’obtenir un substrat réticulé, on fait réagir le dextrane en milieu alcalin
avec un réactif bifonctionnel : 1’épichlorhydrine de glycérol qui forme avec deux
hydroxyles portés par des chaines différentes des liaisons éthers. Ces molécules
sont insolubles dans I’eau, mais la présence de nombreux groupes hydroxyles les

rendent particulierement hydrophiles.

» Gels de polyacrylamide (Bio-Gel®). Ils sont obtenus par copolymérisation de

I’acrylamide avec le N, N-méthylénebisacrylamide.

» Gels de polystyréne (Styragel®). Ils sont obtenus par polymérisation des dérivés
du vinyl benzene ou styréne en présence d’un agent réticulant le divinyl benzéne.

Ils sont réticulés & 2 %. Ils ne doivent pas étre utilisés avec des solvants polaires.

. Aérogels

Les substrats de cette catégorie sont des verres poreux plutdt que des gels. La taille de
leurs pores est fixe. lls peuvent étre hydrophiles ou lipophiles. Ces gels de silice possédent
des sites d’adsorption, il est donc nécessaire de désactiver par silanisation les groupements
hydroxyles de mani¢re a supprimer les phénoménes d'adsorption qui peuvent retarder

excessivement les espéces polaires.

Le choix du gel appropri€ va dépendre de ]a limite d’exclusion (masse molaire 2 partir
de laquelle la molécule est totalement exclue des pores de la matrice gel) et de la courbe
d’étalonnage (généralement le logarithme de la masse molaire en fonction du volume
d’€lution). La partie lin€aire de la courbe d’étalonnage, domaine de perméation sélective, doit

correspondre au domaine des masses moléculaires des constituants & séparer.
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La chromatographie d’exclusion stérique.

Il.2. La phase mobile

La phase mobile doit étre capable de solubiliser 1’échantillon. Si la solubilité de
I’échantillon dans la phase mobile est faible, la détermination des masses moléculaires peut
étre faussée par des mécanismes d’adsorption. De plus, la concentration de I’échantillon ne

doit pas étre trop €levée, car les pores de la matrice gel risquent d’étre saturés.

iologi

* Des tampons agueux sont parfois nécessaires pour stabiliser le pH, la composition moléculaire et la taille moléculaire

Figure 7. Solvants les plus couramment employés en chromatographie d’exclusion stérique
[Dalmeyda, 1994].

I1.3. Theorie sur la ségrégation chromatographique

Le support gel de la chromatographie d’exclusion stérique est un ensemble de petites
particules constituant un réseau de pores uniformes, dans lesquels les molécules de soluté et
de solvant peuvent diffuser. Une fois I’équilibre de diffusion €tabli, le solvant qui se trouve &
I'intérieur des grains n’est accessible qu’aux molécules ayant une dimension inférieure a celui

des pores (Figure 8) ; on parle de tamisage moléculaire.
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La chromatographie d’exclusion stérique.
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Figure 8. Principe du tamisage moléculaire [2].

Les grosses molécules, exclues de la totalité ou d’une partie seulement des pores du gel,
migrent plus rapidement que les petites molécules, qui peuvent pénétrer dans un plus grand
nombre de pores. Les molécules quittent donc le gel dans I’ordre décroissant de leurs masses

moléculaires (Figure 9).

Grosses Moyennes Petites
molécules molécules molécules
f 1 H ]

Densité Optique

_J

Figure 9, Elution par ordre décroissant des masses moléculaires [2].

o
| ad

Temps
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La chromatographie d’exclusion stérique.

ll. Parametres d’élution

1. Le volume d’élution V,

L.a colonne chromatographique est une suspension de "particules de gel” dans un
solvant. Le volume total de la colonne (V') est occupé par la matrice gel (Vi), le solvant
présent & I'intérieur des particules de gel (V)) et par le solvant interstitiel (Vy), ce qui conduit a

I’expression suivante [Determann, 1969] :

V., =V, +V +V,

dépot

Concentration dans ['éiuant

=
__

Volume de I'éluant

=
o

vi=vo

-

VE=Vo+1i

k J

Figure 10. Diagramme des volumes d’élutions [2].

. La détermination du volume mort (V,) s’effectue par I’élution d’un composé A de

masse moléculaire élevée totalement exclu par les pores des particules de gel.

Viion = Vo

élution

30



La chromatographie d’exclusion stérique.

° Le volume total V* est facile 3 mesurer, c’est le volume intérieur du tube de verre
(compris entre les surfaces inférieure et supérieure de la masse de gel). 1l est cependant
possible d’accéder au volume total accessible au solvant V, (V, = V', - V), il est
obtenu par I'élution d’un composé B de masse moléculaire si petite qu’il aurait accés a
Pensemble des pores de la matrice.

Viion =V, =V, +V,

élution

*  Le volume interne de solvant V; occupé dans les particules de grains dépend de la

porosité du gel. Il est possible de déterminer V; en connaissant V, et V, ;

V,=V,+V,
Vi :Vt—VO

¢ Un soluté partiellement retenu par les pores de la matrice en gel, posséde un volume
d’élution V, situé entre les deux extrémes V, et V, Ce type de composé ne peut

accéder qu’a une fraction K, (coefficient de diffusion) du volume intérieur V.

V.=V, +K,V,

En chromatographie d’exclusion stérique, il est possible de déterminer pour chaque
valeur du volume d’€lution, la masse moléculaire correspondante. Il suffit pour cela de porter
le logarithme de la masse moléculaire en fonction du volume d’élution. La courbe obtenue
(Figure 11) présente une partie linéaire, le domaine de perméation sélective, domaine ol la
masse mol€culaire est directement liée au volume d’élution des solutés élués. La limite
d’exclusion définit ’ensemble des solutés totalement exclus par la matrice gel. La limite de
perméation est la limite en dessous de laquelle les solutés ont acces a I’ensemble des pores de

la matrice gel.
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La chromatographie d’exclusion stérique.
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Figure 11. Variation théorique du volume d'élution en fonction du logarithme de la masse

moléculaire [Skoog et al. , 2003].

I11.2. Le coefficient de diffusion K,

Lors de I’élution des solutés dans la colonne, les molécules sont situées soit dans
l'espace interstitiel o elles sont entralnées par le liquide, soit dans les pores ol le liquide
stagne. De par son encombrement, la molécule ne peut occuper qu'une partie du volume des

pores, il s’établit un €quilibre de concentration représenté par le coefficient de diffusion K;; :

K4 = volume des pores disponible a la molécule / volume total des pores.
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La chromatographie d’exclusion stérique.

Dans le cas ol les molécules sont représentées par des sphéres de rayon r et les pores

par des cylindres de rayon r, (Figure 12).

2

Deux cas de figure, la molécule pénétre dans le pore (r<r,) ou la molécule est exclue du

K, :(l—%ojz rr,

K,=0 )Y,

pore (r>r,)

Figure 12. Pore cylindrique de diamétre 2r, vu de face. Le pore contient une

macromolécule de diamétre 2r, Le cercle en pointillés définit le volume disponible pour

la macromolécule [Cloizeaux et Jannink, 1987].
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La chromatographie d’exclusion stérique.

Il est possible de déterminer expérimentalement K, pour cela il est nécessaire de

connaitre le volume mort (V,,) et le volume total accessible au solvant (V) :

___Ve_—Vo __Ve—VO

Kq V. V.-V
] t 0

2

e SiK,=0,le composé est totalement exclu de la matrice gel.
o Si0 < K<, le composé est partiellement inclus. Le taux d'inclusion augmente avec K.
¢ SiK;=1,lecomposé a une inclusion totale dans les pores du gel.

e SiK;> 1,le composé est adsorbé dans la matrice gel.

Le coefficient de diffusion K, dépend des propriétés physiques de chague molécule, de
leur taille et de leur volume de solvatation. De plus, pour un gel donné et un composé donné,
K, est une constante, indépendante des dimensions de la colonne et du tassement du gel. A
I’aide de la représentation graphique (Figure 13) du coefficient de distribution en fonction du
logarithme de la masse moléculaire, il est possible de comparer les données de supports

différents et ’un méme support au cours du temps [Irvine, 1997).

0.0

H ¥ 1 H

Log MM

Figure 13. Courbe théorique représentant le coefficient de diffusion (K,) en fonction du

logarithme de la masse moléculaire (Log MM) [Irvine, 1997].
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I.a chromatographie d’exclusion stérique.

IV. Etude des performances de la colonne

IV.1. Hauteur Equivalente a un Plateau Théorique

Un procédé chromatographique de séparation peut €tre considéré comme une série
d'étapes hypothétiques dans chacune desquelles I'équilibre, entre les concentrations du soluté
dans les phases mobiles et stationnaires, est atteint. Chaque étape se nomme un plateau et est
supposée correspondre & une hauteur spécifique de la colonne. Bien que la séparation réelle ne
se produise pas de cette maniére, le concept de hauteur équivalente a un plateau théorique

(HEPT) s'est avéré extrémement utile pour caractériser l'efficacité de la colonne.

IV.1.1. Détermination expérimentale de la HEPT

Le calcul de la hauteur équivalente a un plateau théorique fournit la mesure exacte d'une
colonne de chromatographie. Habituellement, on utilise la méthode développée par Glueckauf
[Glueckauf, 1965]. On trace les tangentes et on détermine la largeur (W) du pic ainsi que le

volume d'élution (V,) (Figure 14).

1 y
s Ve )

7 /

&

g

R

E
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“ — ot W

i hY

0 Temps =@~

Figure 14. Détermination de la largenr W d’un pic chromatographique

Méthode de GLUECKAUF [Skoog et al. , 19971,
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La chromatographie d’exclusion stérique.

Le nombre de plateaux N, peut &tre facilement calculé a partir du chromatogramme

4v, Y
N—( = j (1)

En divisant la hauteur de la colonne L par N, on obtient la hauteur H correspondant 4 un

d'une substance monodisperse :

seul plateau. Cette valeur est d'autant plus petite, c'est-d-dire la colonne est d'autant plus
efficace que la base du pic W d'élution est plus étroite.

L
H=— 2
N @
L’introduction des grandeurs réduites par Knox [Knox, 1977} permet de comparer les

performances de différents types de colonne, selon la granulométrie des phases de

remplissage, la viscosité des solvants et le coefficient de diffusion des solutés :

o la hauteur réduite équivalente & un plateau théorique (h)

o la vitesse réduite (1)

p=tl (3)
dp
U.dp
u=—=t. 4
Do “)
Dm:  diffusivité moléculaire du soluté (cmzls)
dp: diametre des particules du support (um)

L’ensemble des grandeurs réduites sont sans dimension.

IV.1.2. Parametres controlant I'efficacité d’une colonne

De trés nombreuses études théoriques et expérimentales ont €t€ consacrées au
développement de relations quantitatives qui décrivent les effets des parametres
expérimentaux sur les valeurs de H. Il existe une douzaine d'expressions pour calculer A mais
aucune d'entre elles ne permet d'expliquer parfaitement les interactions physiques complexes

et leurs effets sur I'élargissement des pics, et donc leur rdle sur l'efficacité des colonnes.
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La chromatographie d’exclusion stérique.

Dans les années 50, des études théoriques de 1’élargissement des pics sont menées par
des ingénieurs chimistes hollandais, elles ont permis d’établir 1’équation de Van Deemter

[Van Deemter et al. , 1956] :
2.D o
H= 7 +(Contribution du transfert de masse) 5)

En utilisant I’équation (5), Van Deemter a supposé, d’une part que le transfert de masse
est une fonction linéaire de la vitesse de la phase mobile U et, d’autre part que le nombre de
dispersion global D est la composante d’un terme de diffusion turbulente et d’un terme de

diffusion moléculaire (longitudinale) :
D=¢.Dm+ AU.dp (6)

&.Dm : diffusion moléculaire

A.Udp : diffusion turbulente

¢ étant un facteur de tortuosité (@ = 2/3) et 4 est un facteur de proportionnalité du

coefficient de diffusion turbulente (A = % 1). D’ol une équation globale pour la hauteur

équivalente 2 un plateau théorique de la forme générale :

H=A+(£}+CU (N
U

H=A+ (ng +(Cs+Cm)U (8)
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La chromatographie d’exclusion stérique.

A représente le coefficient de diffusion de turbulence résultant des inhomogénéités de

vitesses d'écoulement et de chemin du soluté autour des particules de gel [Skoog et al. ,
1997].

Direction
d’éconlement

Figure 15. Exemple de trajet de deux molécules pendant I’élution [Skoog et al. , 1997].

Comme le montre la Figure 135, Ja longueur des trajets d’une molécule peut varier de
maniere importante ; des lors, le temps de séjour dans la colonne pour des molécules de

méme espéce est lui-méme également variable.

B le coefficient de diffusion longitudinale, représente la diffusion résultant du
mouvement brownien du soluté dans la phase mobile. La contribution de la diffusion
longitudinale a la HEPT est inversement proportionnelle & la vitesse linéaire de la phase
mobile donc plus la vitesse linéaire est faible, meilleure est la séparation des solutés.
L’influence du phénoméne de diffusion longitudinale est négligeable face au coefficient

de diffusion de turbulence et & la résistance au transfert de masse.

C symbolise la résistance au transfert de masse du soluté a l'interface de la phase

stationnaire. Les indices inférieurs "m" et "s" de C se rapportent respectivement au

transfert de masse dans les phases mobiles et stationnaires.
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La chromatographie d’exclusion stérique.

Contribution 2 H (cm)

Vitesse linéaire de la phase mobile (cm/s)

Figure 16. Effet de la vitesse d’écoulement de 1a phase mobile sur la hauteur équivalente & un

plateau théorique [Skoog et al. , 1997].

La courbe Figure 16 montre la variation des termes de I'équation (8) en fonction de la
vitesse de la phase mobile. Elle démontre qu'il existe une vitesse d'écoulement optimale ol

H est minimale et 1'efficacité de séparation maximale.

IV.1.3. Etalonnage "absolu” selon la HEPT

L’équation développée par Van Deemter, H=A+B/U+CU, a permis de mettre en
évidence 'importance de facteurs chromatographiques tels que la diffusion turbulente, la

diffusion longitudinale et le temps de mise en équilibre.

Ces facteurs A, B et C dépendent de la masse molaire du soluté €lué et sont des
constantes pour chaque peptide. Il est donc possible de déterminer pour chaque peptide, et
donc pour une masse molaire donnée d’un peptide, les conditions optimales d’€lution c'est-a-
dire trouver le débit optimal d’élution (U) permettant d’avoir un HEPT le plus faible possible
[Shioya et al. , 1982].
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La chromatographie d’exclusion stérique.

La détermination de la hauteur minimale ou HEPT optimale s’effectue graphiquement
(Figure 17). Elle nécessite de faire varier le débit d’élution d’un soluté de masse molaire
connue et de reporter la HEPT calculée en fonction du débit d’élution. Le calcul de la HEPT
s’effectue expérimentalement, il nécessite I’emploi de la méthode de Glueckauf, développée

au paragraphe IL2.

HEPT (run)

Débit d’élution de 1a phase mobile (mL/mm)

Figure 17, Détermination expérimentale de la HEPT minimale et du débit d’élution optimal ; cas

de trois solutés S1, S2 et S3 [Shioya et al. , 1982].

Un étalonnage de la colonne selon la HEPT est alors possible. Cet étalonnage nécessite
de déterminer le débit d’élution optimal correspondant 2 la HEPT minimale, sur un certain
nombre de solutés de masses moléculaires connues. Le débit optimum de chaque soluté est
ensuite exprimé en fonction du logarithme de la masse moléculaire, 1l en résulte une droite de

calibration linéaire (Iigure 18).
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La chromatographie d’exclusion stérigue.

Drébit optium {mL mn)

Log ML

Figure 18. Droite de calibration : débit optimum nécessaire 3 une HEPT minimum en fonction

du logarithme de la masse moléculaire [Shioya et al. , 1982].

Un soluté de masse moléculaire inconnue doit avant tout étre €lué a des débits variables
afin de déterminer graphiquement le débit optimum d’€lution. Il est ensuite alors possible

d’estimer la masse moléculaire du soluté i 1’aide de la droite de calibration.

IV.2. Résolution de la séparation

Les possibilités d’améliorer la ségrégation de la chromatographie d’exclusion stérique

restent relativement restreintes [Dalmeyda, 1994].

JN (a-1Y &k

4 o N1+k

R, =

o Le coefficient de sélectivité ¢ est li€ i la taille des molécules étudiées et a la porosité
des gels. En effet, les faibles différences de diffusion de molécules voisines sont
compensées par la dimension variable des pores. On recherchera donc des matrices gel
dont les diametres sont proches de celles des molécules a séparer et dont la porosité est
trés homogene. Une uniformité entre la taille des molécules éluées et la porosité des

gels tend & donner une meilleure sélectivité.
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La chromatographie d’exclusion stérique.

s Le facteur de capacité du composé le plus retenu k’ permet de décrire la vitesse de

progression des solutés dans la colonne. Il est relativement petit et, dans les meilleures

conditions, il est €gal & 1. D’autre part, le rapport ‘% ne peut pas varier dans de
M

grandes proportions puisqu’il dépend de la porosité de la matrice gel qui est fonction
de la masse moléculaire des substances a séparer. Alors, k’ sera relativement petit (0,5

a 2) et difficilement améliorable.

o Le nombre de plateaux théoriques (N) est modifié par la variation de la longueur de

la colonne, ou la variation du débit de la phase mobile.

Le fractionnement des solutés par chromatographie d’exclusion stérique est directement
influencé par la porosité de la matrice gel. Le choix du gel dépend de la nature de la phase

mobile et de la masse moléculaire des solutés a séparer.

Volume d’élution ou coefficient de diffusion, la colonne est étalonnée en fonction de la
masse moléculaire des solutés élués. En aucun cas la conformation moléculaire des molécules
étalon n’est prise en compte pour déterminer la droite de calibration de la colonne
chromatographique. L’estimation des masses moléculaires sera donc relative a un type de
molécules étalon employées lors de I’étalonnage. Néanmoins, il est possible a Iaide de la
Hauteur Equivalente & un Plateau Théorique de tracer une courbe d’étalonnage absolu qui ne
tient pas compte des facteurs géométriques du soluté. L.’ inconvénient majeur de cette méthode
est le facteur temps, afin de déterminer le débit d’élution optimal il est nécessaire pour chaque
peptide de construire le graphique HEPT en fonction du débit d’€lution. 11 faut en effet faire
varier le débit d’élution a plusieurs reprises pour un seul et méme peptide afin d’obtenir le

débit optimal. Cette méthode n’est donc pas envisageable pour la suite de I’étude.

Une fois la colonne chromatographique étalonnée, 1’objectif d’identifier des peptides

inconnus, de petite taille, inclus dans un mélange complexe est alors possible.
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A. Matériel & Méthodes. Etudes expérimentales

L’hydrolyse enzymatique des tourteaux de colza est employée afin d’obtenir des
peptides de petite taille. Mon travail, situé en aval de la préparation des échantillons
peptidiques issus des protéines de colza, consiste a utiliser la chromatographie d’exclusion

stérique dans le but de fractionner les hydrolysats peptidiques pour ensuite en estimer leur

taille moléculaire,

I. Obtention des échantillons peptidiques

Les échantillons & fractionner par chromatographie d’exclusion stérique sont des
hydrolysats de protéines végétales ayant subi différentes €tapes de traitement dont une étape
permettant d'éliminer toutes les molécules de trés grandes tailles moléculaires et assurer ainsi

un bon fonctionnement de la séparation par filtration sur gel. Les échantillons injectés ont une

teneur peptidique de 1 g/L.

Mode d’obtention, constitué de quatre €tapes :
e concentration protéique
e hydrolyse enzymatique
e précipitation

e filtration

Towrteanu déshuilé de colzn

Broyage - Tamisage

Tourtean §=" 250 jnm

Extraction alcaline

Précipitation acide

Lyophilisation
) Hydrolyse -
o Centifugation V

Analyse des peptides solnbles

Figure 19, Schéma du procédé de traitement du tourteau de colza [Schweizer et al. , 2002],
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A. Matériel & Méthodes. Etudes expérimentales

I.1. Préparation du concentrat protéique

La farine de tourteau est placée dans une cuve avec 100 litres de soude & 0,2 M afin
d'extraire les protéines & l'aide d'un turbo mélangeur (3600 tr/mn). Cette extraction est
effectuée a température ambiante, la dissipation d’énergie mécanique étant suffisante pour la
solubilisation des protéines. L'extraction est arrétée aprés 30 minutes. Le tourteau est ensuite
séparé de l'extrait a l'aide d'un décanteur centrifuge horizontal. Apres avoir ajusté le pH 4 4,5
avec de l'acide chlorhydrique (35 % '/,), les précipités sont concentrés par un séparateur &
assiettes (6400 g) en mode clarification jusqu'a un volume de 30 litres. La derniére étape
consiste en une centrifugation finale a 3000 g pendant 10 minutes. Le concentrat protéique est

alors lavé deux fois a l'ean osmosée.

1.2. Hydrolyse enzymatique

L’enzyme utilisée est 'Alcalase® 2,4 L ; c’est une enzyme 2 large spectre d’action. Elle

présente une activité maximale & une valeur de pH de 7 et une température de 60 °C.
L’hydrolyse est réalisée a |'échelle pilote dans un réacteur de volume réactionnel de 15

L. Les conditions opératoires (température de réaction, pH, concentration protéique du milieu

et rapport enzyme sur substrat) sont représentées dans le Tableau 6.

Tableau 6. Conditions opératoires de I'hydrolyse enzymatique [Bounaas, 2002].

Alcalase® 2.4 L
Température de la réaction 60 °C
pH 9
Concentration protéique 40 g/L.
Rapport E/S 1/10
Volume de milieu réactionnel 15 litres
Agitation 450 tr/mn
NaOH 8N
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A. Matériel & Méthodes. Etudes expérimentales

La soude est utilisée pour réaliser la régulation de pH. L'inactivation de l'enzyme est
effectuée par de la vapeur. La réaction est arrétée aprés cing heures. La Figure 20 montre le

schéma du montage expérimental.

! NaCH
SN
Pompe
0 450
prelevement tefmn
H_—
O ﬂ régulation pH
|
B :
i o) sonde pH
BE || - réacteur thermostaté
HoO 1L 3 60 °C

bain thermos taté

Figure 20. Montage expérimental de I'hydrolyse enzymatique [Schweizer et al. , 2002],

1.3. Précipitation et ultrafiltration des hydrolysats

Les hydrolysats subissent une étape de précipitation afin d’éliminer les plus grosses

protéines solubles de I’hydrolysat.

Les hydrolysats (précipités ou non) sont ensuite filtrés sur des membranes planes en
acétate de cellulose (millipore) pour éliminer les composés de masses molaires élevées. La

Figure 21 représente le schéma du dispositif expérimental de filtration.
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A. Matériel & Méthodes. Etudes expérimentales

Retentat

i—— Perméat

Meodule
: de
:| Filtration

Reéservoir

Echangeur
de
Chalewr

LAARARAR
JEUVEULRY

Pompe

Figure 21. Schéma du dispositif expérimental de I ultrafilécation {Bounaas, 2002].

Il. Fractionnement des hydrolysats peptidiques

I.1. Réactifs

Acide acétique glacial (C,H403) Sigma A-6283
Kit de calibration de Polyéthyleneglycol American Polymer Standards Corporation

Kit de calibration de pullulanes Polymer Laboratories

I.2. Matériel

Colonne Econo® 500 x 15 mm (BIO-RAD n° 737-1 150)

Phase stationnaire BIO-GEL® P2 extra fin (100-1800 Da)
(BIO-RAD n° 150-4118)

Adaptateur de flux Flow adaptator, 15 mm (BIO-RAD)

Pompe DYNAMAX ® RAININ®model SD-200

Réfractométre PERKIN ELMER®, Series 200

Logiciel d'acquisition Logiciel CHROMA, BIOSYSTEM
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A. Matériel & Méthodes.

Etudes expérimentales

Le Bio-Gel® P2 a été utilisé pour sa fine granulométrie (100-1800 Da) qui autorise une
bonne résolution. Les Bio-Gels® P sont des gels de polyacrylamide poreux trés hydrophiles

non chargés. Ils sont compatibles avec une large gamme de solvants organiques dilués. Le gel

est stable a température ambiante et & des pH compris entre 2 et 10,

Tableau 7. Description du gel Bio-Gel® P2 [3].

Autoclavable

Matrice Gel de polyacrylamide
Taille des particules
Médium 90 ~ 180 um
Fin 45 - 90 pm
Extra-fin <45 pum
Résistance
pH 2-10
Pression 15 psi
Solvant organique <20 %
Température de travail 4 -80°C

120°C pendant 30 mn a pH 5,5 -6,5

I1.3. Préparation de la colonne chromatographique

La colonne Econo® (500 x 15 mm) n’est pas fournie pré-remplie, sa préparation

s'effectue en deux étapes : préparation du gel et remplissage de la colonne.

¢ Préparation du gel

Dans un premier temps (Figure 22), 20 g de gel sec sont mélangés peu & peu avec 160
ml. d’acide acétique 50 mM (/). Aprés hydratation pendant 4 heures (2) le surnageant
est éliminé et un volume de tampon, égal a deux fois le volume du lit, est rajouté (3).

Apres sédimentation, Je surnageant est a nouveau éliminé (4). Ce cycle est répété

quatre fois.
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4.

Figure 22. Préparation du gel [3].

Remplissage de la colonne

Dans un deuxiéme temps (Figure 23), la colonne vide est remplie a 20% avec du
tampon (5). La solution de gel est ensuite versée dans la colonne (6) en évitant la
formation de bulles d'air (la sortie de la colonne €tant ouverte et obturée par un fritté).
Lorsque la colonne est remplie & la hauteur souhaitée, I'adaptateur de flux est inséré et
environ un volume de lit de tampon est percolé au débit de 0,14 mL/mn. Apres cette
étape, la sortie de la colonne est fermée et suite au tassement du gel 1'adaptateur de
flux est ajusté a la hauteur du lit. Avant de commencer une séparation, la colonne est

stabilisée pendant au moins 30 minutes avec I'éluant au débit de 0,14 mL/mn.

5, 6.

Figure 23. Remplissage de la colonne chromatographique [3].
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Lors du remplissage de la colonne, des particules peuvent s’agglomérer, produisant des
flots de particules a petit ou large diametre. Une telle polydispersité dans les dimensions
particulaires, couplée aux variations de densité de compactage, est a 'origine d'une résistance
a I’écoulement du liquide et induit un profil non-uniforme de vitesse. De plus, 1a fraction de
vide dans la colonne est plus grande le long de la paroi, le fluide rencontrant moins de

résistance, la vitesse moyenne prés de la paroi est alors plus grande qu'au centre du lit.

Il.4. Montage expérimental

Vanne E[
d’injection Coionne
S~ Enregistreur
4 L]
L i,
Pompc - u’l\\)l’»_l -

Réservoir s ————+
de solvant
[Iétectenr ﬂ H H rl

Collecteur
de fractions

Figure 24. Schéma du montage expérimental.

La phase mobile est une solution d’acide acétique a 50 mM (pH=3 ; dégaz€ a I'hélium)
[Franek et al. , 2000], Cette phase permet un bon gonflement du gel, une bonne dissolution
de I'échantillon et est compatible avec la phase stationnaire. La phase mobile diffuse a travers
la colonne grice & une pompe & un débit de 0,14 mL/mn. Le liquide diffuse  la surface du
support par un adaptateur de flux. On injecte 0,2 & 0,3 mL de I'échantilion, contenant les

molécules en solution aqueuse, au niveau d'upe vanne & trois voies. Les constituants de
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'échantilion sont séparés dans la phase stationnaire et détectés en continu au niveau du
réfractométre. Les signaux émis par le détecteur sont enregistrés et traités par le logiciel

CHROMA. Les fractions d’hydrolysats peuvent étre collectées a la sortie du détecteur.

lll. Le gel de polyacrylamide : Bio-Gel® P

Les perles de polyacrylamide du Bio-Gel® P sont préparées par la copolymérisation de
I’acrylamide avec le N, N-méthylenebisacrylamide en présence de persulfate d’ammonium et

de p-diméthylamino-propionitrile [3].

(IIONH2 Q
CH/=CH  + [CH;=CH —-—H——NH—}—Z‘CHZ
acndamide NN’ méttyléne bisacrylamide

CONH,  CONH

~——CHy—CH—CH;—CH—CHy— CH—CHs-=CH—

CONH CONH
CONH CONH, CONH

———CH—CH— CHy—CH—CH;—CH—CHy—CH—CH,
Polyacrylamide CONH

CH,

Figure 25. Gel de Polyacrylamide [Burgot et Burgot , 2002].

Les Bio-Gel® P sont compatibles avec les acides organiques dilués. L'alcool, jusqu'a 20
% “1,, peut étre employé pour augmenter la solubilité des peptides sans changer les propri€tés

d'exclusion des gels.
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Typical
Typical Fractionation

Hydrated Bed Range/Nominal

Particle Size
Volume, mllg Exclusion Limit

Range, Hydrated Typical Flow

Gel Beads (M) of Dry Gel Rates (em/hr)* {Daltons)™, ¥
Bio-Gel P-2 Gel, Fing 45-90 3 5.0-10 10G-1.600
Bio-Gel P-2 Gel, Extra Fine = 45 10 100-1,800
Bin-Gal P-4 Gel, Mackium G0-180 E 15-20 800-4.000
Bio-Gel P-4 Gal. Fine 4590 10.0-15 B00-4.000
Bio-Gel P-4 Gel, Extra Fine < 45 =10 800-4.000
Bio-Gel P-6 Gel. Medium 90-180 5.5 15-20 1.000G-6.000
Bio-Gaol P-6 Gel. Fine 45.90 10.0-15 1.000-6.000
Bio-Gel P-6 Gel. Extra Fine = 45 =10 1.000-6.000
RBio-Gel P-50DG Gel Q0-180 0.5 15-20 1.000-6.000
Bio-Gel P-10 Gel, Madium 0-180 75 15.20 1.500-20.000
Bio-Gel P-10 Gel, Fine 45.90 10.0-15 1.500-20.000
Bio-Gel P-30 Gel. Medium gQ0-180 9 7013 2.500-40.C00
Bio-Gel P-30 Gel, Fine 45.90 6.0-11 2.500-40.000
Bio-Gel P-60 Gel, Medium Q0-180 11 4,0-6 3,000-60.000
Bic-Gel P-60 Gel, Fine 45.90 3.0-5 3.000-60,000
Bio-Gel P-100 Gel, Medlium 90-180 12 4,0-6 5.000- 100,000
Rio-Gel P-100 Gel. Fine 45.90 3.0-5 5.000-100.000

Figure 26. Propriétés des Bio-Gels® P [3].

IV. Détecteur : le réfractometre différentiel

1V.1. Le systéme optique

Le réfractometre différentiel mesure en continu la différence d'indice de réfraction entre
la phase mobile et I'éluant en sortie de la colonne [4]. La sensibilité est d'autant plus grande

que la différence d'indice de réfraction des solutés a séparer et de la phase mobile est grande.

Source : Lampe en Tungsténe

Lentilte
Narodr
/@L i

Lot A~ Q%/' M1
Ci/ [ @—‘/ T Cellules
Receptewr

Figure 27. Chemin optique du faisceau incident [Perkin-Elmer®, 1993].
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Le détecteur permet de mesurer la déviation d'un faisceau lumineux, provoquée par le
changement de l'indice de réfraction de la partie mesurée par rapport a celui de la partie de
référence lors du passage dans la cellule (Figure 28). Un c6té de la cellule contient le solvant
de référence (solvant de la phase mobile) d'indice de réfraction ny qui est statique pendant le

procédé de mesure. L'autre cOté contient la solution échantillon ayant l'indice de réfraction x.

Cellule de megwre

\
N, Récepteur
' / | —
Faizcean incicdent ! _____ - - y - S —
» B > —
§ | _
@ H=ng, - ]
- Deéviation

/

Cellute de référence

Figure 28, Réfraction d’un faiscean incident [Perkin-E!mer®, 1993].

IV.2. Mesure du signal en sortie du refractometre

n
Tz o

L

ll0

Figure 29, Faisceau incident et loi de Snells-Descartes [Brébec et al. , 19991,

Ia loi de Snells-Descartes (Annexe 6) sur la réfraction est appliquée & l'interface

liquide-liquide de la cellule; il est alors possible de calculer le signal en sortie du

réfractométre [Brébec et al. , 1999] :

n,.sin(45) = n.sin @ = n.sin(45 - 6) (1
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Pour des angles trés petits il est possible d’écrire :
sin(45—6)=sin{45)— tan @ = sin(45)—2£- @)

La combinaison des équations (1) et (2) prouve que l'accroissement de l'indice de

réfraction (IR} est proportionnel & la déviation ¥.

n—n, 4

n  Lusin(45)

€

A faible concentration, n peut &tre remplacé par ng, elles ont presque la méme valeur.

n—n
0
[Rcalatlé ' n— (4)

0

IR

signal =

V. Kit de calibration de la colonne : les polymeéres

Les deux familles de polymeéres, pullulanes et PEG, sont commercialisées sous forme de
kits de calibration pour la chromatographie d’exclusion stérique. L’intérét d’avoir choisi ces
polymeéres est que la plage des masses moiéculaires disponibles pour ces composés est en
adéquation avec la plage de fractionnement du Bio-Gel® P2 (100-1800 Da). De plus, les

polymeres utilisés présentent une grande monodispersité.

V.1. Mesure des tailles moléculaires

La masse molaire d'une molécule est la masse d’une mole de cette molécule définie a
partir des atomes la composant et exprimée en gramme par mole (g/mol). La masse
moléculaire est exprimée en Dalton (Da); elle est définie et calculée par différentes
techniques.

Dans la suite de 'étude, on parlera indifféremment de masse moléculaire et de taille

moléculaire.
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La masse moyenne d'un polymeére est caractérisée principalement par deux valeurs, la
taille moléculaire moyenne en nombre Mn et la taille moléculaire moyenne en poids Mp
[Dalmeyda, 1994]. Le rapport de ces deux valeurs caractérise la dispersion des tailles autour

de Ja valeur moyenne, c'est I'indice de polydispersité L.

Ces tailles sont exprimées en u (unité de masse atomique).

L'unité de masse atomique u est le 1/128me de la masse réelle d'une mole de ‘*C.

1 0,012 77
—_— N ———— L6710k
12 602 10%

=

%

1 u =1 dalton (Da).

V.1.1. Lataille moléculaire en nombre : Mn

C'est une taille movenne, caractéristique de la distribution de I'échantillon analysé. Les
Y q y

propriétés de I’échantillon sont li€es a la proportion de constituants de faible masse molaire.

Elle est exprimée en u (unité de masse atomique),

_ Z(”;-Mi)_ Z(Ci)

Mn =

2.m a8

Mi

n; et ¢; représentent respectivement le nombre et la concentration pondérale de chaque

moleécule de masse Mi.

i étant le degré de polymérisation, i = 1 (monomeére) a i = infini.
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V.1.2. La taille moléculaire en poids : Mp ou Mw

Clest une taille moyenne, caractéristique de l'échantillon analysé. Elle donne une
évaluation assez précise de la quantité de constituants de masse molaire élevée qui ont une
incidence sur la résistance mécanique du polymere.

Elle est exprimée en u (unité de masse atomique).

M = Z(ni’Miz)_ Z(Ci Ms)

’ Z(ni'Mi) ZCI

V.1.3. L’indice de polydispersité : |
C'est le rapport de Mp sur Mn.
_Mp
Mn

1

La polydispersité représente l'inhomogénéité de I'échantillon. Plus l'intervalle de taille

est étroit, plus sa valeur sera faible.

V.2. Les pullulanes

Le pullulane est un polysaccharide biodégradable [Gebelin, 1993]. C’est un glucane
extracellulaire neutre synthétis€ par Awreobasidium pullulans, aussi appelé Pullularia
pullulans. La structure cyclique et non chargé du pullulane est une succession d’unité
maltotriose - élément de base, le glucose - liées par des liaisons o-1,6 glycosidiques (Figure
30).
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CH,OH CH,OH CH,OH
sl o 0 0
soH Y (OH oH
3 2
0 0 0 OH
OH OH OH

Figure 30. Unité maltotriose d’une structure pullulane.

Les pullulanes employés lors de !’étalonnage de la colonne chromatographique

posseédent les caractéristiques décrites dans le Tableau 8.

Tableau 8. Tailles moléculaires et indices de polydispersité des pullulanes employés lors de

I’étalonnage.
pullulanes
Mp (Da) Mn (Da) ]
404000 357522 1,13
5900 5413 1,09
738 738 1,00
180 180 1,00

V.3. Les Poly-éthylénes Glycol

Les poly-éthylenes glycols (PEG) sont synthétisés par polymérisation catalytique
d’éthyleéne glycol et d’oxyde d’éthyléne. Ce sont des polyméres solubles dans ’eau dont la
masse moléculaire varie en fonction du nombre de groupements d’oxyde d’éthyléne n dans la

molécule. Les PEG sont des molécules aliphatiques et non chargées.

HOCH,CH,O(CH,CH,0),CH,CH,0H

Figure 31. Formule chimique des Poly-éthylénes glycols.
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Les PEG employés lors de I’étalonnage de la colonne chromatographique possédent les

caractéristiques décrites dans le Tableau 9.

Tableau 9. Tailles moléculaires et indices de polydispersité des PEG employés lors de

Pétalonnage,

PEG
Mp (Da) Mn (Da) i

76 76 1,00
450 450 1,00
800 775 1,03
1000 1000 1,00
1200 1200 1,00
2000 2000 1,00
2200 2150 1,02
2700 2550 1,06
3200 3200 1,00
4000 4000 1,00
5000 4850 1,03
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Le but de ce travail est d’étalonné la colonne chromatographique a 'aide de kits de
calibrations, PEG et pullulanes, afin de pouvoir estimer la taille moléculaire des peptides issus
de I’hydrolyse enzymatique des protéines de colza. Dans un second temps, je confronterais les
résultats de mon étalonnage avec I’élution d’échantillons peptidiques de masses molaires
connues. Les échantilfons peptidiques employées sont issus de la synthése chimique et de kits

de calibration commerciaux,

. Parameétres d’élution d’un soluté

I’ étalonnage de la colonne a nécessité I’emploi d'un kit de calibration de pullulanes et
de PEG. Le choix de ces polymeres est dii a la large plage des masses moléculaires
disponibles et & leur grande monodispersité. Ces kits m’ont permis de couvrir 'ensemble de
la gamme de fractionnement du Bio-Gel® P2 (100-1800 Da) et ainsi permis de déterminer le

volume mort (V,,) et le volume total accessible (V,) de la colonne.

Il est important de noter que I’étalonnage s’est essentiellement effectué avec le kit de
PEG. Pour le kit de pullulanes, seules quatre tailles (180, 738, 5900 et 404000 Da} suffisent a

couvrir la zone de fractionnement du Bio-Gel® P2.

Tableau 10. Données expérimentales d’élution du kit de PEG dans la matrice Bio-Gel® P2.

PEG Temps rétention Volume d’élution
(Da) (mn) (mL)
35000 136 19,0
2550 134 18,8
2000 151 21,2
1200 150 21,0
1200 150 21,1
1200 149 20,9
1000 150 21,1
775 169 23,6
450 188 26,3
400 193 27,1
194 242 33,9
106 285 39,8
76 296 41,5

Débit : 0,14 mEL/mn
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Tableau 11. Données expérimentales d’élution du kit de pullulanes dans la matrice Bio-Gel® P2,

pullulanes | Temps rétention Volume d’élution
(Da) (mn) (mL)
180 331 46,3
180 326 45,6
738 246 34,4
738 251 35,1
738 247 34,6
5900 142 19,8
5900 134 18,7
404000 133 18,6

Débit : 0,14 mL/mn

1.1. Détermination des volumes de la colonne

o La détermination du volume mort (V,) de la colonne nécessite l'injection de

polymeres de tailles moléculaires supérieures a 1800 Da.

Tableau 12. Détermination expérimentale du volume mort de la colonne.

Volume d’élution (mL)
PEG 35000 19,0
PEG 2550 18,8
pullulane 404000 18,6
pullulane 5900 19,8
pullulane 5960 18,7

Volume mort 19,0 mL = 0,5 mL

Le volume d’élution du PEG 2000 se situe dans la zone de transition entre la limite
supérieure de fractionnement et le volume mort du Bio-Gel® P2. 1l n’est donc pas pris en
considération lors de la détermination du volume mort, ni méme dans la partie lin€aire de la

courbe d’étalonnage (Figure 32).
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e L’injection de polyméres de masses moléculaires inférieures & la gamme de
fractionnement du Bio-Gel® P2 (100 Da) permet de déterminer le volume total V;,

Seul le PEG 76 répond & ce crittre (Vp 6 =415 ml), le volume total

expérimental de 1a colonne exprimé pour le kit de PEG est donc de 41,5 mL.

Le kit de pullulanes ne contenant pas de polymere de masse moléculaire suffisamment
faible, le volume total fera l’objet d’une estimation. La limite inférieure de
fractionnement du Bio-Gel® P2 étant de 100 Da, nous considérons le volume total du
kit de pullulanes comme étant égal au volume d’élution d’un pullulane de masse
moléculaire de 100 Da.

Le volume d’élution du pullulane 100 Da sera obtenu par calcul aprés détermination

expérimentale de 1’équation de la droite d’étalonnage (Figure 32).

¢ Le caicul du volume interne de solvant présent dans les particules de gel est le

suivant :

Volume interne = Volume total — Volume mort

Pour le kit de calibration PEG ; le volume interne est de V; = 22,5 mL.

l.2. Répétabilite

La répétabilité est un élément permettant de caractériser la fidélit€é des mesures qui
doivent étre effectuées par un méme opérateur, sur un méme ensemble d’instrumnents, avec

une méthode unique.

Dans le but de vérifier cette fidélité, des polymeres ont été injectés a trois reprises, les

résultats sont présentés dans le Tableau 13.
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Tableau 13. Répétabilité, détermination du volume d’élution moyen a partir de trois mesures.

Volume Volume Volume Volume moyen Ecart type
d'élution (1) | d'élution (2) | d'élution (3) {mlL) (mL)
PEG 1200 20,9 21,1 21,1 21,0 0,12
Pullulane 180 46,3 45,6 - 46,0 0,49
Pullulane 738 34,4 35,1 34,6 34,7 0,36
Pullulane 5900 19,8 18,7 - 19,3 0,78

La répétabilité est trés satisfaisante (moins de 1 % d’écart a la moyenne pour le PEG

1200 et moins de 5 % pour les puliulanes) et refléte le bon fonctionnement de la colonne.

Il. Etalonnage de la colonne selon le volume d’élution

Il.1. Paramélres responsables du fractionnement

La colonne de Bio-Gel® P2 est étalonnée en tracant une courbe reliant les volumes de

rétention de solutés de masses molaires données aux logarithmes de leurs masses. Les kits de

polymeres témoins, PEG et puliulanes (Annexe 1), de tailles moléculaires connues sont

utilisés a cet effet.
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Figure 32. Etalonnage de la colonne Bio-Gel® P2 a I’aide des kits de calibration PEG et pullulanes.

Logarithme de la Masse Moléculaire (MM) en fonction du volume d’élution (V).

1’€lution des deux kits de calibration de polymeres ont mis en évidence I’existence de

deux droites d’étalonnage pour la méme colonne Bio-Gel® P2.

A partir de la Figure 32, il est aisé de remarquer que les polymeres ayant une masse
moléculaire supérieure & la limite de fractionnement du Bio-Gel® P2 (1800 Da) apparaissent

au niveau du volume mort de la colonne (Vy=19,0 mL). De plus, il est important de noter que
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le volume total de la colonne, et donc le volume interne, est différent en fonction du kit de

polymeéres employé. Notons ici la position du pullulane 100 qui, rappelons le, n’est qu’une

estimation théorique d’apreés }’hypothése énoncée au paragraphe 1.1.

Dans le cas des pullulanes, la droite d’étalonnage a pour équation Log MM = -
0,0542.V, + 4,7492 (R? = 0,996). Cette équation va permettre de calculer le volume

d’élution théorique du pullulane 100 qui n’est autre que le volume total de la colonne :

Ve,Pullulane 100 = Vr,Pu!tulanes = 50’7 mL

Connaissant le volume total de la colonne, il est désormais possible de déterminer le

volume interne de la colonne dans le cas des puliulanes :

Vv

i,Pullulanes

=50,7-19,0=31L7 mL

Le kit des PEG révéle, quant a lui, une droite d’étalonnage d’équation Log MM = -
0,0566.V, + 4,2189 (R* = 0,978).

Au travers de ces deux droites de calibration d’équations totalement différentes, il

semble se dégager I'influence de deux parametres.

Comme décrit dans la partie théorique, les molécules sont bien fractionnées selon leur
"Taille"ou plus exactement selon leur masse molaire. Dans les deux familles de

polymeres, les solutés sont élués dans I'ordre inverse de leur masse moléculaire.

Dans le cas présent, les solutés sont certes €lués en fonction de leur masse molaire,
cependant chaque famille de polymeres posséde sa propre droite de calibration. II est
clair, & la vue du graphique, que deux polymeres de méme masse molaire n’ont pas
forcement le méme volume de rétention (PEG 775, V,=23,6 mL ~ pullulane 738

Ve=34,7 mL en moyenne). Cette constatation permet d’introduire le second parametre
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mis en jeu lors de 1’élution : la ''Conformation moléculaire'. Si I’on pose I’hypothese
que les interactions entre solutés et phase stationnaire sont trés faibles, alors la
conformation moléculaire prise par le soluté dans le solvant prend toute son importance
dans Ia divergence de ces deux droites de calibration (les pullulanes sont des molécules
cycligues non chargées et les PEG des molécules aliphatiques non chargées). La
conformation spatiale de la molécule illustre la capacité qu’a un soluté a pénétrer dans

un pore (Figure 33).

Phase mobile
—_—

Figure 33. Hlustration de I’influence de la conformation moléculaire d’un soluté.

Aprés avoir déterminé I’équation des deux droites de calibration, il est maintenant

intéressant de connaitre le comportement de peptides dans le Bio-Gel® P2.

I.2. Analyse d’échantillons peptidiques

La deuxiéme partic de mon travail fut d’étudier le comportement d’échantillons
peptidiques de masses moléculaires connues face a ces deux droites de calibration. Les
peptides employés a cet effet sont soit des peptides issus du commerce, soit des peptides
synthétisés au sein du laboratoire au cours de travaux de recherche antérieurs. Les peptides
d’origine synthétique concernent les analogues alpha 3 et alpha 5 ainsi que les peptides
identifiés par une séquence en acides aminés matérialisée par des lettres. Dans les deux cas de
figure, peptides synthétiques ou commerciaux, la masse moléculaire des €chantillons a été

vérifiée par spectrométrie de masse (Annexe 7).
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Le débit de travail étant de 0,14 mL/mn, I’élution d’un composé nécessite en moyenne 8
heures, Face i cette réalité et aprés I’étalonnage de la colonne, mon travail d’€lution

d’échantillon peptidique fut limité 4 la représentation graphique Figure 34.

6,0 r —
Puliutane 404000 4
5,0 :.‘
i 2 PEG
PEG 35000 @
; 4 Pullulanes
8,0 # Peptides 2004
Puliulanes 5900 4 4
E PEG 2550
8y
: A Ad Pullutane 100
: ® pPEG76 s
0,0 : — : — .
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0

Volume d'élution {mL}

Figure 34. Peptides élués en 2004 (ce travail) et droites de calibration.

Mon travail reste préliminaire et bien que venant en complément de 1’étude réalisée par
Bounaas [Bounaas, 2002]. C’est pourquoi la presque totalité des données d’clution des

peptides (Annexe 2) sont le résultat d’expériences conduites par Bounaas en 2002.

Les conditions opératoires mises en jeu par Bounaas et la partie expérimentale de ce
travail sont, dans la mesure du possible, identiques (température de travail, pompe,

détecteur...). Cependant, ’emploi de la méme colonne pour les deux séries d’études a conduit
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B. Résultats & Discussion.

Etudes expérimentales

a des effets de tassement de la matrice gel et les conditions de stockage a 4 °C (risque de

desseéchement du gel) ont dii modifier les paramétres d’€lution de la colonne. Malgré cela, le

volume mort obtenu par Bounaas (Vo = 19,8 mL) et celui obtenu deux ans apres, en 2004 (Vo

— 19,0 mL) sont assez peu différents (< 5 %) et permettent donc de considérer comme

valables les résultats expérimentaux de Bounass pour le reste de I’étude.

Globalement, et compte tenu de ce qui a 6té exposé ci-avant, nous pouvons considérer

que les deux courbes d’étalonnage encadrent pratiquement I’ensemble des résultats

expérimentaux.
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Figure 35. Peptides élués en 2002 par Bounaas et en 2004 (ce travail) et droites de calibration.
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B. Résultats & Discussion.

Etudes expérimentales

La Figure 35 montre la superposition des deux droites de calibration obtenues en 2004

et le volume d’élution des peptides élués en 2004 et par Bounaas en 2002. Il est intéressant de

remarquer graphiquement qu’une partic des peptides se positionne dans le voisinage ou le

prolongement de chacune des droites de calibration issues des kits de PEG et de pullulanes,

tandis que quelques peptides se répartissent de part et d’autre de ces deux droites de

calibration ou se situent au niveau du volume mort de la colonne. Essayons maintenant de

trouver, si possible, un dénominateur commun a ces différentes répartitions peptidiques.

des acides aminés sont présentées en Annexe 3.
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I.2.1. Peptides élués avec le volume mort de la colonne

Afin de mieux appréhender les commentaires, les caractéristiques physico-chimiques

Pullulane 404000 &
® PEG
PEG 35000 ® A Pullulanes
W Peptides Bounaas 2002
Pullulanes 5900 4 M Peplideczo0s
PEG2550 @
; ¥ e A
§ oy '
| . A
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0

Volume d'élution (mL)

Figure 36. Peptides élués avec le volume mort de la colonne.
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B. Résultats & Discussion,

Etudes expérimentales

Les peptides €lués appartiennent essentiellement & deux familles, les analogues

peptidiques Alpha 3 et Alpha 5 des récepteurs nicotiniques a l'acétylcholine. Les analogues

présentés dans le Tableau 14 different selon le positionnement de 1’acide aminé Alanine dans

la séquence.

Les analogues peptiques Alpha 3 et Alpha 5 (a I'exception du peptide Ala8-AlphaS)

sont des peptides €lectropositifs et de masses molaires élevées. La différence réside dans les

propriétés structurales de la séquence peptidique, les analogues peptidiques Alpha 5 sont

aliphatiques et les analogues Alpha 3 aromatiques.

Tableau 14. Peptides élués avec le volume mort de 1a colonne.

Masse molaire

Volume d'élution

Propriétés structurales et de

Peptides (g/mol) (mL) charges de la séquence peptidique
KNFFKE 812,0 18,4 Neutre Aromatique
Ala2-Alpha3 1363,7 18,3 2+ Aromatique
Alall-Alpha3 1347,5 18,1 2+ Aromatique
Ala6-Alpha3 13327 18,5 + Aromatique
Ala7-Alpha3 1332,5 17,8 3+ Aromatique
Alal2.Alpha$s 1194,5 19,2 + Aliphatique
Alal2-Alpha$5 (2004) 1194,5 20,9 + Aliphatique
Alall-Alpha$s 1178,5 18,8 + Aliphatique
Ala9-Alpha5s 1164,5 17,9 + Aliphatique
Ala7-Alpha5S 1151,5 18,6 + Aliphatique
Ala7-Alpha5 (2004} 11515 20,2 + Aliphatique
Alal0-Alpha$s 1150,5 18,7 2+ Aliphatique
Ala2-Alpha$5 11344 18,8 + Aliphatique
Ala8-Alpha$S 11093 18,9 Neutre Aliphatique

Dans le cas des analogues peptidiques Alpha 3, la structure moléculaire a pu étre

estimée a I’aide du systéme Indy Silicon Graphics utilisant le programme DYANA. Le calcul

des distances géométriques et Ja minimisation d’énergie ont permis d’estimer la structure

moléculaire possédant la plus faible énergie (Figure 37).
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B. Résultats & Discussion. Etudes expérimentales

Figure 37, Simulation du modéle moléculaire de 1’analogue peptidique Alal2-Alpha 3
(superposition de 23 modeles de basse énergie) [Skok et al. , 2001].

La simulation informatique (Figure 37) met en évidence une molécule linéaire
possédant une partie stable quel que soit le modele énergétique trouvé.

Cette structure linéaire empéche 'inclusion des molécules au sein des pores du support
gel, ce qui explique peut-&tre pourquoi les peptides Alpha 3 sont élués avec le volume mort.
Or, cette €lution rapide n’a, en théorie, pas lieu d’étre sachant que la limite supérieure de

fractionnement du Bio-Gel® P2 est de 1800 Da.

Dans le cas des analogues Alpha 5, les peptides ont une masse molaire plus petite que

les Alpha 3 tout en étant élués avec le volume mort.

Les peptides KNFFKE et Ala8-Alpha5 sont neutres et de masses molaires élevées. La
différence réside dans le fait que KNFFKE est aromatique et Ala8-Alpha5 aliphatique.
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I.2.2. Peptides et droite de calibration des PEG
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Figure 38. Peptides positionnés le long de la droite de calibration des PEG.

Les peptides positionnés le long de la droite de calibration des PEG dans la Figure 38
ont été classés en trois catégories. La formation des groupes est basée sur le positionnement
des peptides le long de la droite de calibration et d’aprés les caractéres physico-chimiques

illustrés dans le Tableau 15.

Les peptides du groupe A, de masses molaires supérieures a 600 g/mol, sont élués avec

un volume d’élution identique. A la vue du Tableau 15, ces peptides peuvent gtre subdivisés
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B. Résultats & Discussion. Etudes expérimentales

en deux sous-unités, les peptides aromatiques / €lectropositifs et les peptides aliphatiques /

électronégatifs.

Les deux peptides du groupe '* ont une masse molaire comprise entre 400 et 300 g/mol

et ont pour seule différence la présence, ou non, d’acides aminés aromatiques dans la

séquence peptidique. Ils sont élués selon I’ordre décroissant de leur masse molaire.

Contrairement aux deux autres groupes, le groupe de peptides C semble étre homogene.

Ils sont aliphatiques et neutres, excepté pour le peptide Alanine-Histidine qui est
€lectronégatif. Et pourtant, malgré cette uniformité de caractere, les peptides ne sont pas

parfaitement €élués le long de la droite de calibration.

Tableau 15. Peptides positionnés le long de la droite de calibration des PEG.

Peptides Masse molaire Volume d'élution Propriétés sEructurales et. d.e
(g/mol) (mL) charges de la séquence peptidique
Elodoisine 1188,0 214 - Aliphatique
Interleukine 1005,0 21,7 . Aliphatique
Angiotensine 774,9 21,0 + Aromatique .
TVTFKF 741,9 224 + Aromatique
Pep.R.Erythro 664,9 2L1 + Aromatique
VYV 3794 27,2 Neutre Aromatique
Leu-Leu-Leu 3570 25,7 Neutre Aliphatique
Leu-Leu 244 4 32,1 Neutre Aliphatique
Gly-Tyr 238,2 34,7 Neutre Aliphatique
Gly-Gly-Pro (2004) 229,1 33,3 Neutre Aliphatique || €
Ala-His 226,3 28,4 + Aliphatique
Ala-Met 220,3 31,9 Neutre Aliphatique
Gly-Gly-Gly 189,3 30,1 Neutre Aliphatique
Ala-Val 188,2 299 Neutre Aliphatique
Gly-Gly 1322 34,5 Neutre Aliphatique
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B. Résultats & Discussion.

Etudes expérimentales

1l est intéressant de remarquer que la charge électrique est la seule propri€té qui puisse

permettre de différencier les analogues Alpha 5 électropositifs, €lués avec le volume mort de

la colonne (Tableau 14), des deux peptides Elodoisine et Interleukine. En effet, I’ensemble

des peptides sont aliphatiques et de masses molaires €levées (> 1000 g/mol).

I1.2.3. Peptides et droite de calibration des pullulanes
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Figure 39. Peptides positionnés le long de la droite de calibration des pullulanes
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B. Résultats & Discussion.

Etudes expérimentales

Tous les peptides présentés dans le Tableau 16 ont une masse molaire comprise dans la

limite de fractionnement de la colonne Bio-Gel® P2 (100-1800 Da) et sont élués par ordre

décroissant des masses molaires. De plus, ils ont tous la particularité d’€tre neutres et d’avoir

un ou plusieurs acides aminés aromatiques.

On constate cependant que ’ACTH, a I'image des analogues Alpha 3 ¢lués avec le

volume mort de la colonne (Tableau 14), est un peptide électropositif de masse molaire

élevée.
Tableau 16. Peptides positionnés le long de la droite de calibration des pullulanes.
Peptides Masse molaire Volume d'élution Propriétés structurales et de
P (g/mol) (mL) charges de la séquence peptidique
ACTH 11-24 1652,0 28,6 4+ Aromatique
WGNFAVENGYV 1110,3 29,8 Neutre Aromatique
Leu-Tyr 294,4 40,8 Neutre Aromatique
Gly-Phe 222.2 45,8 Neutre Aromatique
Ala-Tyr (2004) 252.3 46,2 Neutre Aromatique
11.2.4. Peptides "particuliers”
Tableau 17. Peptides & positionnements non standardisés.

Peptides Masse molaire Volume d'élution Propriétés structurales et de

P (g/mol) (mL) charges de la séquence peptidique
TISYDY 760,9 41,8 - Aromatique
TVTYDY 760,8 38,4 = Aromatique
RYVFYFV 993,2 26,6 + Aromatique
LHRH 702,7 28,8 2+ Aromatique
Pro-Ala 186,0 42,0 Neutre Aliphatique
Ala-Gly 146,2 41,2 Neutre Aliphatique
Lys-Tyr-Lys 437,6 20,7 + Aromatique
Arg-Lys 302,4 23,0 2+ Aliphatique
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B. Résultats & Discussion. Ftudes expérimentales

Les trois peptides suivants : TISYDY, TVTYDY et LHRH possédent sensiblement la
méme masse molaire et contiennent tous les trois des cycles aromatiques. Parmi les trois
peptides étudiés, la seule différence visible dans le Tableau 17 rdside dans la charge, la
LHRH est le seul peptide électropositif. TISYDY et TVTYDY, électronégatifs, sont certes
éluds dans la méme "zone", mais ils ne sont pourtant pas €lués sur la méme droite de

calibration (non représentée dans la Figure 40).
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Figure 40. Peptides 2 positionnements non standardisés.
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B. Résultats & Discussion. Etudes expérimentales

1.2.5. Discussion

Ce travail de calibration de la colonne Bio-Gel® P2 a conduit & mettre en exergue
plusieurs observations. Avant tout, emploi de polymeéres de natures différentes a permis de
conclure sur Pinfluence de leur taille moléculaire, comme cela était attendu, mais aussi sur
Pimportance de la conformation spatiale de la molécule dans leur capacité différente 2

pénétrer dans les pores de la matrice.
Au cours de I’étude, 'injection de peptides a conduit & classer les peptides en fonction
de leur positionnement par rapport aux deux séries étalons. Quatre classes de peptides ont

ainsi été définies :

» les peptides élués avec le volume mort de la colonne. Ces peptides, rapidement élués et

exclus des pores, possedent une masse molaire trés inférieure (moyenne : 1187,0 g/mol *
139,6 g/mol) a la limite supérieure de séparation (1800 Da). Ils sont principalement
constitués de molécules linéaires faiblement chargées ou de molécules comprenant ay

moins un acide aminé aromatique assez fortement chargé,

e les peptides suivant la droite de calibration des PEG. Ces peptides sont élués assez

rapidement mais séparés a l'identique des PEG ; ces peptides sont majoritairement des
aliphatiques non chargés pour les petites tailles, faiblement chargés négativement pour les
tailles plus élevées ou faiblement chargés positivement pour ceux comprenant au moins

un aromatique ; on observe ici une analogie forte avec la structure spatiale des PEG,

* les peptides suivant la droite de calibration des pullulanes. Ces peptides sont élués plus

lentement et séparés de maniere similaire aux pullulanes ; ce sont des molécules neutres
contenant au moins un aromatique ; ici, le comportement de ségrégation est une copie de

celui des puliulanes,

¢ les peptides ''particuliers’. Ces peptides dont I'€lution ne correspond en rien aux

caractéristiques précédentes nécessitent de réaliser plusieurs essais pour valider une

analyse discriminatoire.
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B. Résultats & Discussion. Etudes expérimentales

Il exite de nombreuses zones d’ombre dans I'interprétation de ’élution des peptides
dans la colonne. La chromatographie d’exclusion stérique fractionne les molécules selon leur
masse molaire cependant il semblerait & la vue des résultats expérimentaux que d’autres
parameétres rentrent en jeux. Des parameétres tels que la conformation moléculaire et des
phénomenes d’adsorption ont une part importante dans la ségrégation des solutés et pourraient
expliquer pourquoi deux molécules de masses moléculaires identiques possédent un volume
d’élution différent ; ou pourquoi, malgré I'uniformité de caractéres, les peptides ne sont pas

parfaitement €lués le long de la droite de calibration.

lll. Etalonnage selon le coefficient de diffusion

Lors de I’élution des solutés dans la colonne, les peptides n’accédent qu’a une fraction
K, du volume intérieur des pores (V, =V, + K,.V,). Un étalonnage de la colonne Bio-Gel®

P2 en fonction du coefficient diffusion est donc envisageable ; le coefficient diffusion de

chaque solutés est exprimé en fonction du logarithme de leur masse molaire.

La Figure 41 représente 1’étalonnage de la colonne de Bio-Gel® P2 selon le Kz des kits

de polymeres témoins, PEG et pullulanes.

A P'image de I’étalonnage selon le volume d’élution, la Figure 41 représente les deux

droites de calibration issues des deux kits de polymeéres :
¢ Kit des PEG : Ky =-0,696.Log M + 2,2420 (R* = 0,937)

* Kit des pullulanes : Ky =-0,546.Log M + 2,0724 (R* = 0,997)
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Figure 41. Etalonnage de la colonne Bio-Gel® P2 i Uaide des kits de calibration PEG et pullulanes.
Coefficient de diffusion (K;) en fonction Logarithme de la Masse Moléculaire (MM).

I’ensemble bleu matérialise les peptides suivant la droite de calibration des PEG et
ensemble vert matérialise les peptides suivant la droite de calibration des pullulanes
('Tableau 18).
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B. Résultats & Discussion. Etudes expérimentales

Tableau 18. Peptides élués le long des deux droites de calibration exprimées en fonction du

coefficient de diffusion K.

Peptides Mas(sgc;“nl:)oll)alre LogM K4
Elodoisine 1188.,0 34 0,11
Interleukine 1005,0 3,0 0,12
Angiotensine 774,9 2,9 0,09
TVTFKF 741,9 2,9 0,15
Pep.R.Erythro 664.,9 2,8 0,09
VYV 379,4 2,6 0,36
Leu-Leu-Leu 357,6 2,6 0,30 B
Leu-Leu 2444 2,4 0,58
Gly-Tyr 2382 2,4 0,70
Ala-His 226,3 2,4 0,42
Ala-Met 220,3 2.3 0,57
Gly-Gly-Gly 189,3 2,3 0,49
Ala-Val 188,2 2,3 0,48
Gly-Gly 132,2 2,1 0,69
Gly-Gly-Pro 229,1 2,4 0,63
Ala-Tyr 252.3 2,4 0,86
ACTH 11-24 1652,0 3,2 0,30 o
WGNFAVFNG 1303 3,0 0,34
Leu-Tyr 2944 2,5 0,69
Gly-Phe 2222 2.3 0,85

Connaissant le comportement des peptides €lués par Bounaas d’apres un étalonnage en
fonction des volumes d’élution, analysons maintenant le comportement de ces méme peptides

selon un étalonnage en fonction du coefficient de diffusion (Figure 42).
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Figure 42. Etalonnage selon le coefficient de diffusion K, et répartition des peptides élués par
Bounaas (2002).

Ce type d’étalonnage en fonction du Ky permet de confirmer la tendance qu’ont certains

peptides & suivre les courbes de calibration des kits de polymeres.

L’intérét premier de cet étalonnage en fonction du coefficient de diffusion est de
visualiser les effets de tassement de la colonne au cours du temps €t donc d’assurer une

iégitimité supplémentaire 2 I’étalonnage sclon le volume d’élution.

Comme cela a été décrit dans la partie théorique, le coefficient de diffusion dépend
certes des propriétés physiques de chague molécule (masse molaire et volume de solvatation),
mais I’intérét est que, pour un gel donné et un composé donné, K; est une constante,

indépendante des dimensions de la colonne et du tassement du gel [Irvine, 1997]. Cette
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propriété permet de valider I’hypothese émise au paragraphe I1.1.1. En effet, le tassement de
la colonne Bio-Gel® P2 (sur une période de deux ans) semble avoir été minime d’oll la fajble

incidence sur la qualité de fractionnement :

e  par analogie a I’étalonnage selon le volume d’élution, les peptides injectés par Bounaas

se positionnent parfaitement avec la droite de calibration du kit de pullulanes.

o dans le cas du kit de PEG, les peptides suivent une méme tendance, toutefois en iéger

décalage avec la droite de calibration.

L’¢talonnage selon le coefficient de diffusion est donc le garant de la reproductibilité
des résultats. Afin de mesurer cette fidélité, il est donc préférable d’étalonner la colonne selon
le Ky pour ainsi pouvoir analyser les résultats de I’élution chromatographique sans tenir

compte des effets de tassement de la colonne au cours du temps.
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CONCLUSION

Ce travail avait pour objectif premier de valider les propriétés et les performances de
séparation d'une colonne chromatographique d'exclusion stérique a basse pression. Le gel employé,
le Bio-Gel® P2 (BIO-RAD), est susceptible de séparer des molécules peptidiques de 100 Da a 1800
Da ; ceci afin de pouvoir fractionner par la taille, les peptides issus du mélanges complexes
constitués par les hydrolysats de protéines, de colza notamment. Face & la grande diversité des tailles
du complexe peptidique, il est important de vérifier les caractéristiques théoriques de la colonne et de
valider son étalonnage par l'utilisation de molécules étalon. Molécules calibrées, & structure et de
compositions connues, convenablement choisies pour présenter des tailles entrant dans le domaine de

perméation sélective de la colonne.

Pour cela, deux kits d'étalonnage de polymeéres aux caractéristiques différentes ont été
employés : I'un a base de poly-éthyléne glycol (PEG) et l'autre constitué de pullulanes. Chacun de
ces deux kits a conduit, comme attendun, & l'établissement d'une droite d'étalonnage respectant
I’élution décroissante des tailles moléculaires. Toutefois, il a €té mis en évidence que les droites
d'étalonnage ne se superposaient aucunement. Les pullulanes, cycliques et non chargés, sont élués
plus tardivement que les PEG de méme masse molaire, molécules aliphatiques non chargées. Ce
résultat est trés certainement lié a la conformation spatiale des molécules. En effet, les PEG sont des
molécules "linéaires” alors que, pour une méme masse, les pullulanes "cycliques" pénétrent plus
aisément dans les pores du gel et sont ainsi élués plus lentement que les PEG. Pour ceux-ci, I'élution

rapide observée, correspondraient a une exclusion partielle des pores de la matrice.

Une autre contribution intéressante de ce travail a été mise en €vidence en montrant que la
quasi-totalité des résultats d'¢lution des peptides connus, injectés a travers une méme colonne sur une
durée de deux ans, était "encadrée” par les deux droites de calibration, celle des PEG et celle des
pullulanes. Cect a conduit a classer les peptides en quatre groupes en fonction de leur positionnement
par rapport aux deux séries étalons et leurs caractéristiques physico-chimiques essentielles :

* les peptides rapidement élués, exclus des pores et apparaissant avec le volume mort,

» les peptides €lués assez rapidement et possédant une analogie forte avec la structure spatiale des

PEG,
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* les peptides €lués plus lentement et séparés de maniére similaire aux pullulanes.

¢ les peptides dont I'€lution nécessite plusieurs essais avant de conclure sur une analyse

discriminatoire,

Il apparait, & la vue des résultats, que la chromatographie d’exclusion stérique permet
-effectivement de fractionner les molécules selon leur masse molaire mais que les régles qui régissent
leur séparation ne sont pas basées que sur le seul critére de la taille moléculaire. D'autres facteurs
interviennent de maniére manifeste, comme la structure spatiale, la charge ou peut-étre aussi le
caractere hydrophobe. Il est évident que les phénoménes régissant la séparation des peptides ne
reposent pas sur une seule propriét€ de masse comme semblent l'indiquer les fabricants de supports

chromatographiques.

L’utilisation des résultats d'élution des peptides sur une durée de deux ans a conduit a prendre
en considération un autre effet gui semble jouer sur les performances de la séparation : la compaction
du lit. De maniére a mesurer ’impact de ce parameétre, il est nécessaire de tenir compte du coefficient
de diffusion K. Un étalonnage selon le K, présente ’avantage d’étre totalement indépendant de la
géométrie de la colonne et du tassement du gel contrairement & 1’étalonnage selon le volume
d’élution. Ce coefficient de diffusion apparait donc comme un indicateur de la fidélité des résultats

au cours du temps.

Ce travail reste préliminaire mais montre 2 I'évidence qu'il est nécessaire de poursuivre I'étude
en utilisant des molécules aux propriétés variées d'un point de vue de la composition en acides
aminés, de la taille, de la forme et du caractére hydrophobe notamment. Par ailleurs, une démarche
complémentaire a ce travail devra étre engagée pour prendre en compte le réel effet de la structure
spatiale des molécules sur les propriétés impliquées dans la séparation des peptides. Ainsi, la
séparation de peptides contenus dans des milieux complexes issus d'hydrolysats végétanx pourra

conduire a l'obtention de fractions aux propriétés biofonctionnelles particulieres.
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Annexe 1. Résultats expérimentaux de ce travail (2004)

PEG Temps (mn) V {mL) Log MM Kd
35000 136 19,0 4.5 0,00
2550 134 18,8 3,4 -
2000 151 21,2 3,3 0,10
1200 150 21,0 3,1 0,09
1200 150 21,1 3,1 0,09
1200 149 20,9 3,1 0,08
1000 150 21,1 3,0 0,09
775 169 23,6 2,9 0,21
450 188 26,3 2,7 0,32
400 193 27,1 2,6 0,36
194 242 33,9 2,3 0,66
106 285 39,8 2,0 0,93
76 296 41,5 1,9 1,00
pullulanes | Temps (mn) V {mL) Log MM Kd
100 - 50,7 2,0 1,00
180 331 46,3 2,3 0,86
180 326 45,6 2,3 0,84
738 246 34,4 2,9 0,48
738 251 35,1 2,9 0,51
738 247 34,6 2,9 0,49
5900 142 19,8 3,8 0,03
53900 134 18,7 3,8 -
404000 133 18,6 5,6 -

Peptides M Temps (mn) V (mlL) Kd Log M
Gly-Gly-Pro 229,1 2377 33,3 0,63 2,4
Ala7-alphab 1151,5 1441 20,2 0,05 3.1
Ala-Tyr 252,3 330,2 46,2 1,21 2,4
Ala12-alpha5 1194,5 149,4 20,9 0,09 3,1

PEG pullulanes
V mort V total Vi V mort V total Vi
19,0 41,5 22,5 19,0 50,7 31,7

Débit = 0,14 mik/mn

MM masse moleculaire (Da)
M  masse molaire {g/mol)
\' volume d'élution (mL)
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Annexe 2. Peptides élués par Hadia Bounaas (2002)

Masse molaire

Volume d’élution expérimental

Peptides (&/mol) () Origine des peptides
ACTH 11-24 1652,0 28,6 Neosystems S.A
Ala2-Alpha3l 1363,7 18,3 Syntheése chimique
Alall-Alpah3 1347,5 18,1 Synthése chimique
Ala6-Alpha3 1332,6 18,5 Syntheése chimique
Ala7-Alphal 1332,5 17,8 Synthése chimique
Elodoisine 1188,0 21,4 Neosystems S.A
Alal2-Alpha$ 1194,5 19,2 Syntheése chimique
Alall-Alpha5 1178,5 18,8 Syntheése chimique
Ala9-Alpha5 1164,5 17,9 Syntheése chimique
Ala7-Alpha3s 1151,5 18,6 Synthése chimique
Alal0-Alpha5 1150,5 18,6 Synthése chimique
Ala2-Alphas 1134,4 18,8 Synthése chimique
WGNFAVFNGY 1110,3 29,8 Synthése chimique
Ala8-Alpha5 1109,4 18,9 Synthése chimique
Interleukine 1005,0 21,6 Neosystems S.A
RYVFYFV 993,2 26,6 Synthése chimique
KNFFKE 812,0 18,4 Synthése chimigue
Angiotensine 774,9 21,0 Neosystems S.A
TISYDY 760,9 41,8 Synthése chimique
TVTYDY 760,8 384 Synthése chimique
TVTFKF 741,9 224 Synthése chimique
LHRH 702,7 28,8 Neosystems S.A
Pep.R.Erythro 664,9 21,1 Neosystems S.A
Lys-Tyr-Lys 437,6 20,7 Sigma G-1142
Arg-Lys 302,4 23,0 Sigma A-4783
Leu-Tyr 2944 40,8 Serva 51935
Leu-Len 244 .4 32,1 Serva 51860
Gly-Tyr 2382 34,7 Sigma G-3502
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Ala-His 226,3 284 Sigma C-9625
Ala-Met 220,3 31,9 Sigma A-2253
Gly-Gly-Gly 189,3 31,3 Serva 51480
Ala-Val 188,2 30,1 Serva 51210
Pro-Ala 186,0 29,9 Serva 52205
Ala-Gly 146,2 31,1 Serva 51110
Leu-Leu-Leu 357,6 25,7 Serva 51870
Gly-Phe 222,2 45,8 Sigma G-2752
Gly-Gly 132,2 34,5 Merck 4233
Peptides Séquence en acides aminés
ACTH 11-24 KPVGKKRRPVKVYP
Ala2-Alpha3 AAGYKHEIKYNA
Ala11-Alpah3 APGYKHEIKYAA
Ala6-Alpha3 APGYKAEIKYNA
Ala7-Alpha3 APGYKHAIKYNA
Ala12-Alpha5 AMGSKGNRTDSA
Alal1-Alphab AMGSKGNRTDAA
Alag-Alpha5 AMGSKGNRADSA
Ala7-Alphab AMGSKGARTDSA
Ala10-Alpha5 AMGSKGNRTASA
Ala2-Alpha5 AAGSKGNRTDSA
Ala8-Alpha5 AMGSKGNATDSA
Angiotensine VYIHPF
Interleukine VQGEESNDK
Elodoisine (pGiu)PSKDAFIGLM-NH,
Pep.R.Erythro MRLFV
LHRH (pGILHWSYGLRPG-NH,

Angiotensine :
Pep.R.Erythro :

interleukine :

Angiotensine I/IT (3-8), humaine

Peptide résistant & I'érythromycine

B-Interleukine-I (163-171), humaine
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Annexe 3. Propriétés physico-chimiques des acides aminés

Ala (A) Alanine

Gly (G)  Glycine

Iteu (I) Isoleucine Aliphatiques

Leu(L) Leucine Ala (A)  Alanine

Val (V) Valine Gly (G) Glycine

Phe (F) Phénylalanine Ileu (I)  Isoleucine
Tyr (Y)  Tyrosine Aromatiques Leu (L) Leucine

Trp (W) Tryptophane Val (V)  Valine Hydrophobes
Asp (D)  Acide aspartique Phe (F)  Phénylalanine
Asn (N) Asparagine Dicarboxyliques et leurs amides Tyr (Y)  Tyrosine

Glu (E)  Acide glutamique Trp (W) Tryptophane
Gin (Q) Glutamine Met (M) Méthionine
Lys (K) Lysine Asn (N)  Asparagine
His (H)  Histidine Dibasiques Gln (Q) Glutamine
Arg (R)  Arginine Arg (R) Arginine Hydrophiles
Ser (S) Sérine Alcools Ser (8)  Sérine

Thr (T)  Thréonine Thr (T) Thréonine
Cys (C)  Cystéine Soufrés

Met (M)  Meéthionine

Pro (P) Proline Iminoacides

Lys (K)  Lysine

His (H) Histidine Chargés +

Arg (R)  Arginine

Asp (D)  Acide aspartique Chargés -

GIn (Q)  Glutamine

Le reste des acides aminés Neutres
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Annexe 4. Chromatogramme du mélange de PEG 775, 194 et 106
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Annexe 5. Chromatogramme du mélange de pullulane 180, 738 et 5900
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Annexe 6. Lois de Snell — Descartes

Ces lois ont été énoncées par Snell et Descartes au XVII™ siécle.

On considere un dioptre (interface entre deux milieux transparents homogeénes d'indices
optiques différents) séparant deux milieux homogenes et isotropes d'indices optiques respectifs n; et
ny. Soit un rayon lumineux arrivant sur ce dioptre en un point I appelé point d'incidence. On suppose
que le milieu | est celui du rayon incident. Le plan contenant le rayon incident ainsi que la normale
en 1 au dioptre est appelé plan d'incidence

L'indice n d'un milieu caractérise la vitesse de propagation de la lumiére dans ce milieu.

L'indice n d'un milieu est défini par le rapport entre la vitesse de la lumiére dans le vide, notée c et
celle mesurée dans ce milieu, notée v :

n=c/v,

/ Plan d’incidence

h |1 )1( Dinptre

ny

> b

Figure 44. Réfraction, réflexion d'un rayon lumineux.

L.ois de Snell - Descartes :

Le rayon incident, le rayon réfléchi et le rayon réfracté sont situés dans un méme plan, le plan
d'incidence.

Le rayon réfléchi est symétrique au rayon incident par rapport a la normale 2 l'interface.
L'angle de réflexion i'1 est opposé a l'angle d'incidence i;. La relation liant ces deux angles en valeur
algébrique est la suivante : i'y = - 1.

L'angle d'incidence i1 et 'angle de réfraction i2 vérifient la relation suivante :
n;*sin(i;) = ny*sin(i,).

Si le milieu 2 est plus réfringent que le milieu 1, donc si ny > ny, alors iz <i; : le rayon dans le
milieu le plus réfringent est plus proche de la normale au dioptre au point d'incidence que le rayon
dans le milieu le moins réfringent,

Par ailleurs, il faut noter qu'il y a toujours une partie du rayonnement qui est réfiéchie sur un
dioptre.
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Annexe 7. La spectrométrie de masse.

La spectrométrie de masse est fondée sur la mesure de la déviation imposée a la trajectoire
d’atomes ionisés, sous 1’action d’un champ électrique et d'un champ magnétique (cette déviation est

d’autant plus faible que les ions sont plus lourds).

Les molécules dans leur état naturel seront ionisées & I’état gazeux afin d’obtenir leur masse

molaire m, en analysant le rapport masse sur charge (m/z).

- m est le nombre de masse du composé exprimé en unité de masse atomique (uma),
- Z est le nombre de charge(s),

- Les spectres présentés seront fonction de m/z et du pourcentage d’intensité (%).
Le spectrometre de masse est utilisé soit en introduisant directement I’échantillon dans la
source a l'aide d'un pousse seringue {mode infusion), soit aprés une séparation par Chromatographie

Liquide Haute Performance (mode couplage).

e En mode infusion : ’échantillon liquide est injecté dans ’appareil 2 un débit constant.

Le spectre de masse obtenu correspond alors a I’ensemble des composés présents sans

séparation.

* En mode couplage C.L.H.P./S.M. : les composés de 1’échantillon injecté en C.L.H.P.
subissent une premiere étape de séparation (dans la colonne C.L.H.P.), avant d’entrer
dans le spectrometre de masse. Ainsi, il est possible d’avoir le spectre de chaque pic
obtenu en C.L.H.P.. Le spectrometre de masse est utilisé pour identifier les solutés

séparés par C.L.H.P..

Le solvant de reprise des échantillons avant injection en masse est trés important parce qu’il
doit favoriser I'ionisation des molécules. Généralement, le mélange méthanol/eau (50/50 - v/v) est

utilisé.
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Fractionnement de peptides issus d’hydrolysats de protéines de colza par
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RESUME :

L’intérét du colza, Brassica napus L. variété oleifera Metzg. , repose essentiellement
sur I’emploi alimentaire de son huile et de son tourteau. Mais depuis quelques années, un
intérét technologique croissant dans le domaine pharmaceutique, cosmétique et industriel est
nait de la valorisation des protéines présentes dans le tourteau.

Ce travail a pour objectif de valider les propriétés et les performances de séparation
d'une colonne chromatographique d'exclusion stérique a basse pression; ceci afin de pouvoir
fractionner par la taille, Jes peptides issus du mélanges complexes constitués par les
hydrolysats de protéines, de colza notamment. Face a la grande diversité des tailles du
complexe peptidique, il est important de vérifier les caractéristiques théoriques de la colonne
et de valider son étalonnage par l'utilisation de molécules étalon, les PEG et les pullulanes.

Il apparait, & la vue des résultats, que la chromatographie d’exclusion stérique permet
effectivement de fractionner les molécules selon leur masse molaire mais que les régles qui
régissent leur séparation ne sont pas basées que sur le seul critere de la taille moléculaire.
D'autres facteurs interviennent de maniére manifeste, comme la structure spatiale, la charge
ou peut-étre aussi le caractére hydrophobe.

L’utilisation des résultats d'élution des peptides sur une durée de deux ans a conduit a
prendre en considération un autre effet qui semble jouer sur les performances de la
séparation : la compaction du lit. De maniere a mesurer I’impact de ce parameétre, il est
nécessaire de tenir compte du coefficient de diffusion Kg.

MOTS-CLES : Chromatographie d’exclusion stérique, Peptides, Colza, Bio-Gel® P2,
PEG, pullulanes.
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