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- RESRATE A
Université Sigj Mohamed Ben Abdellah 03/0272015

Faculté des Sciences Dhar F} Mehraz
Département de Biologie

Controle - Techniques chimiques pour la biologie
Fili¢re SVI - Semestre 83
Durée (1H30min)

Exercice 1.
Y AT P T s A . - . 1 ‘ '
Pour réaliser | CXlracuon d'un composé A par une solution aqueuse d’hydrogénocarbonate de

E-Dchum,' Une quanuté de 5 g de ce composé est dissoute dans 100 ml. d'acétate d'éthyle. Le
COMPOSE A est plus soluble dans la phase aqueuse. Le coefficient de partage est de 0.05

(Kp=1/20).

l- Calculer le rendement d'extraction dans le cas d'une extraction simple avec 50 mL
! " - E
dhydmgenncaﬂmnmc de sodium et dans le cas d'une extraction multiple (2x25 mL) (2.5 pts)

2- Comparer les rendements dans les deux cas (MM de A=125 g.mol"). (0.5 pts)

Exercice 2, |
La séparation d'un m¢élange de composés volatils par CPG-FID sur une colonne CPSIL 5 (d=0.32

mm ; df=1.2 um, L=50 m) en mode programmation de température est illustrée par le

chromatogramme ci-dessous. Le temps mort est de 3 min et les temps de rétention des alcanes :
sont : trez=7 min ; trcg =10 min ; tree=17 min. R0
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a. En négligeant les volumes morts de l'injecteur et du détm&tmf 1S
de la phase mobile est constant (1 mL/min), déterm:fmrle ol
colonne ? Déterminer le volume de la phase statm_ > 18

b. Déterminer les indices de rétention (1K) des composes.
c. Calculer la résolution entre les pi_cg B f;.; B2, 7
augmente la pente a 10°C/min (largeurs
d. Comment peut-on réduire le temps

résolution (on suppose que les
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APISS precipiiation au sulfate d’ammonium a 60% de saturation, le culot et le surnageant sont
SCPAISS par centrifugation.  [activité enzymiatique est mesurée dans le culot et dans le
S ‘-::-.a_g-mn:. €l on constate que seul le culot présente une activité. Donner le principe de la

-

ceniniuganon et sur quelle partie (culot ou surnageant) faut-il poursuivre la purification ? Cetle

'ﬁ

4 < Deuxiéme étape de la purification : _

La raction 1 (F1) a € purifiée par chromatographie sur une colonne de DEAE cellulose; cing
SIOICINES sont EIUEﬁ par diminution prggresgive du p.H depuis pH b jUSqU" a 'pH 3. Une seule fraction
POSSCde une activité enzymatique - la fraction F2, elle est éluée 2 pH 6. Les autres protéines sont
clutesdpH 7;pHS:pH45 etapH4

2. Pourguoi une colonne de DEAE cellulose est souvent utilisée 4 un pH inférieur a 992
Justfier votre réponse? (pka du groupement DEAE : 9.4) (0.7S pt) :

b. Donner le principe de cette technique et le profil d’élution des différentes protéines (1.75 pts)

¢. Que peut-on dire du pHi de ’enzyme ? (0.25 pts)

3. Troisiéme étape de la purification Sephadex G200

La fraction active F2 est déposée sur une colonne de chromatographie d' exclusion ‘(Sﬂphﬂd_“ G?m) -'L‘f:'_'.
et ¢lude par un tampon phosphate pH 7. Le profil d’¢élution est représente sur la Figure suivante. La )

colonne de Sephadex G200 a ét¢é calibrée avec des prot€ines de masses moléculaires connues dﬂlﬁ: g
volumes d’élution respectifs sont indiqués sur ce meme schéma (fleches). Une seule fraction possede
une activité enzymatique (fraction F3).

a. Déterminer la masse moléculaire pour la protéine active (enzyme). (2.5 pts)

320 kDa 150 kDa 105kDa 63 kDa 40kDa
| | 3 1 | 8
30 mL 60 mL 85mL 120mL 150 mL y
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Exercice 1.

L analyse de deux composés A et B a été réalisée par HPLC sur une colonne de 2.5 cm de
longueur. L ¢luant est un mélange eau-méthanol (75/25, v/v). Les temps de rétention sont de
10 et 10.5 min, respectivement, Les largeurs des pics & la base sont de I"ordre de 0.7 min,

1. Calculer la résolution entre les deux pies et schématiser la scparation
chromatographique
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2. Si on triple la longueur de la colonne, quel sera I'effet de cette modification sur la
résolution ?
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1, Quelle est la nature de la phase .
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Quelle serait I'allure du chromatoZrETme si on augmente la proportion du méthanol
duns la phase mobile?
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La nature de Iéluant pourrait-¢lle influencer le temps de rétention des constituants ?
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Exercice Il

, une électrophorése SDS-PAGE a été

Aprés plusieurs étapes de purification d’
réalisée et une seule bande est visualisée.

2
SDS - E‘.




péthanoal sur la migration de 1"enzyme

Quelle sera Pinfluence de Iajout de gy qrcapt
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3. Déterminer le PM del'enzyme
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Un mélange de 4 protéines : A (pHi 4.5); B (pHi 5), C (pHi Tye1 D
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