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Techniques chimiques pour la biologie

INTRODUCTION/TERMINOLOGIE

*Technique/technologie : c’est I’utilisation de la connaissance fondamentale
dans le but d’une application pratique

*Chimie : Science qui étudie les divers constituants de la matiere, leurs
propriétés, transformations et interactions.

*Tech. Chimique : utilisation des connaissances fondamentales de la physico-
chimie d’un systeme, pour développer (mettre au point) un procédé (methode)
afin d’explorer ou exploiter le systéeme.

Ces techniques sont mises au point par des chimistes, physiciens ou
biologistes ou autres

-Explorer = Analyser : déterminer la nature (qualité) et/ou la quantité d’un
(ou des) composants du systeme.

=technique analytique qualitative ou quantitative.

-Exploiter= utiliser le systeme, ou extraire (isoler, préparer) en quantité un (ou
plusieurs) composant du systeme pour son utilisation ultérieure.

= technique préparative .
Remarques :

-Souvent, une méme technique (basée sur les mémes propriétés physico
chimique d’un composé) peut étre utilisée en analytique ou en préparative ; la
différence fondamentale est d’échelle, en particulier la quantité de matiére
(systeme) initiale (source du composé d’intérét) manipulée et, forcément, la
taille (la capacite) des (dispositifs) équipements utilisables.

Nous nous intéresserons aux techniques analytiques.

-les propriétés physicochimiques exploitées pour analyser (ou préparer) les
biomolécules sont :

les propriétés physiques, ¢ ‘est-a-dire des propriétés qui peuvent étre
observées ou mesurées sans modifier la nature chimique de la biomolécule .Ce



sont par exemple la masse, la forme, [’interaction avec la lumiére (absorption,
fluorescence , indice de réfraction), la densité , la charge électrique, la
température d’ébullition ou d’évaporation ...Ces propriétés servent souvent a
identifier la biomolécules ( propriété intensive comme la densité)mais peuvent
aussi servir a sa quantification lorsque la propriété en question est dite
extensive (proportionnelle a la masse, comme [’absorption de la lumiére).Ces
propriétés sont souvent mises en évidence grace a des dispositifs (instruments,
appareils)électroniques et informatiques .

Les proprietes chimiques, ¢ est-a-dire impliquant la réactivité chimique de
la biomolécule et donc [’altération de sa nature chimique. Ces propriétés sont
exploitées pour developper des tests qualitatifs pour mettre en évidence la
présence d’'une molécule particuliere dans un milieu (exemple : test antidopage
des sportifs), ou alors pour quantifier une molécule grdice a la steechiométrie de
la réaction (dosage du produit de réaction).

-Une technique analytique peut étre basee sur les propriétés chimique,
physiques ou combiner les deux types de propriétés, sachant que les deux types
de propriétés dont intimement reliées.

*Biologie : ¢’est la science naturelle qui étudie la vie et les organismes vivants,
leurs structures physiques, processus chimiques, interactions moléculaires,
mécanismes physiologiques, développement et évolution

-Un organisme vivant est un systéme physico-chimique individualisé, mais
ouvert (thermodynamiquement) sur son environnement (milieu extérieur) .1l est
constitué par des molécules et éléments chimiques en perpétuelles interactions
entre eux, produisant des structures et générant des processus et mécanismes
assurant les échanges de maticre et d’énergie avec le milieu extérieur, et ainsi le
développement et 1’évolution de 1’organisme.

-Biosysteme : nous appellerons biosysteme tout systeme (physico-chimique)
moléculaire, constitué par des biomolécules (des molécules produites par un
organisme vivant ou intégrees activement dans sa composition).Ces
biomolécules peuvent étres soit organisées en un individu unicellulaire ou
multicellulaire ou alors simplement dissoutes ou incorporées dans un
environnement solide(ou semi solide), liquide ou gazeux.



Dans un biosysteme (le systeme entier) la (les) biomolécule d’intérét (sujet de
I’étude analytique ou préparative) est appelée (s) analyte, le reste du biosysteme
est appelé matrice.

*Les biomolécules (analytes) sont en majorité des molécules organiques
(macroéléments) mais un organisme vivant contient aussi, en faibles quantités
(microéléments), des composés inorganiques tels que des métaux de transition
comme le fer, le cobalt le cuivre le magnésium...

Nous nous intéresserons essentiellement aux macroéléments.

*1| existe différentes manieres de classer les biomolécules, la plus simple
consiste a les distinguer en fonction de leur taille : petite = micromolécule, ou
grande = macromolécule. Les macromolécules constituent de fait 1’essentiel du
poids sec d’une cellule...

Une autre classification basée sur la taille consiste a distinguer :

-Les petites molécules : comprenant des molécules diverses, servant de source
d’énergie ou intervenant dans la communication intra ou intercellulaire, ou inter
organes ou alors inter organismes dans un écosysteme ; Ce sont des lipides et
leurs dérivés, des sucres simples, des vitamines, des neurotransmetteurs, des
hormones, des toxines (antibiotiques..), des pigments, des aromates ...

-Les monomeres : ce sont des petites molécules servant de bloc (unité) de
construction de macromolécules appelées polymeres ; les monomeres
comprennent les acides aminés, les nucléotides et les monosaccharides.

-Les polymeres : construits par liaisons covalentes successives (condensation)
entre des monomeres , ils comprennent les peptides/oligopeptides /protéines, les
acides nucléiques et les oligosaccharides/polysaccharides. Ces polymeres
participent a la structure et/ou au stockage /transfert/expression de 1’information
biologique.

Une autre classification consiste a regrouper les biomolécules en familles (bio)
chimiques (majeures) ; On distinguera alors :

-Les protides : regroupant les acides aminés et leur produits de condensation,
i.e., peptides polypeptides et protéines.

-Les acides nucléiques et leurs bases azotées/nucléotides constitutifs.



-Les hydrates de carbones : monosaccharides et leurs produits de condensation
(oligo/polysaccharides).

-Les lipides : acides gras et derives

Un biosysteme est donc un organisme, un organe, un tissu ou une cellule, ou un
produit dérivé (biomolécules) de ces derniers, considéré a 1’état isolé, ou intégré
dans son environnement. Ces produits dérivés peuvent se trouver dans différents
types de matrices, comme des fluides (liquide, gaz) biologiques (animal : sang,
lymphe, liquide céphalorachidien, urine, sueur, air exhalé, lait.... Végétal : seve,
secrétions lactiféres, résines, aromes...) ou alors ils sont recherchés aprés
préléevement (biopsie) dans un tissu (solide) ou culture cellulaire ; Ces produits
peuvent aussi étre secrétés (exemple : phéromones, aromes, toxines..) ou
excrétés (sous forme de déchets) dans le milieu environnant (solide, liquide ou

gaz).

*Une technigue chimique, pour aborder un biosysteme, doit non seulement
s’appuyer sur une connaissance suffisante des propriétés physico chimiques
particuliéres, et souvent tres proches, des biomolécules, mais doit aussi tenir
compte de I’état dynamique des biosystémes, car:

-Au sein d’un organisme Vivant, il existe nécessairement une relation
(directe ou indirecte) entre chaque molécule produit et une(ou plusieurs)
molécule précurseur (voies métaboliques):

Expl : glucose—»———pyruvate—— alanine
(Sucre) (Intermédiaire)  (Acide aminé)
Précurseur produit
Phénylalanine — tyrosine
Ac.aminé Ac.aminé

Il existe donc une « filiation chimique » entre les différentes biomolécules, ce
qui implique une similarité plus ou moins grande (fonction du nombre d’étapes
entre un précurseur et son produit) de leurs propriétés physico chimiques, et
donc des difficultés particulieres a ’heure de de leur analyse différentielle.



- dans un biosysteme les (biomolécules) analytes sont généralement présents a
de faibles concentrations et leur stabilité physico chimique (en particulier celle
des macromolécules) n’est optimale que dans des conditions relativement
douces de pH, température, pression, force ionique...

-Au sein d’un organisme vivant (in vivo), les inter conversions entre
biomolécules (= métabolisme) sont permanentes (dynamiques) et, surtout,
sensibles aux perturbations (signaux) internes (stress de différentes natures) ou
environnementales (agression...) ; Cela implique une variabilité spatiale et
temporelle de la composition quantitative et qualitative du biosysteme. Cette
variabilité potentielle est, par ailleurs, aussi observee (in vitro) dans les extrait
acellulaires d’organismes ou dans leur milieu extérieur.

La technique d’étude doit donc préserver au maximum les propriétés
qualitatives et quantitatives du biosysteme (et sa stabilité spatio-temporelle), et
étre assez discriminative et sensible pour explorer de facon différentielle, les
différents composants du biosysteme.

*Biosysteme « parent » ou « entier » ou « initial », versus « échantillon » :

Un biosysteme « parent » a analyser peut avoir différentes dimensions : si je
veux analyser la glycémie (le taux de glucose dans le sang) d’une personne, le
biosysteme « parent » est tout le sang circulant chez la personne (environ 5 litres
chez un homme adulte), si je veux analyser la contamination d’un lac par un
xénobiotique , le biosysteme « parent » est tout le lac, si je veux déterminer la
concentration de phosphate dans le sol d’un jardin, le biosysteme parent est
toute la terre du jardin... . Il apparait donc évident que je ne peux pas extraire
tout le sang d’une personne pour doser sa glycémie, ni transporter tout le lac au
laboratoire pour doser le xénobiotique qui le contamine ; L’analyse doit donc
étre réalisée sur une portion du biosysteme parent, sur un échantillon.

Il va de soi que pour que I’analyse soit fiable, et permette des conclusions
valables, que la composition qualitative et quantitative de I’échantillon soit le
reflet fidéle de celle du biosysteme parent ; L’échantillon doit étre
représentatif du biosysteme d’origine.



Ainsi, et en fonction de la question scientifique posée (le but de I’étude),
certaines techniques analytiques doivent pouvoir étre appliquées a I’organisme a
I’état (actif) vivant (in vivo). Dans ce cas, 1’analyte est directement ciblé et
prélevé (extrait) de facon relativement spécifique au moment et a 1’endroit
adéquat, sur (a partir de) I’organisme actif, grace a des micro dispositifs (micro
appareillage), puis directement analysé a 1’aide (généralement) d’instruments
sophistiqués exploitant les propriétés physico-chimiques caractéristiques
(spécifiques, différentielles) de I’analyte . De la méme fagon, dans certaines
études environnementales par exemple, et pour ne pas perturber le biosysteme,
le prélévement ciblé d’un composant est effectuée sur place ou in situ .

D’autres techniques sont applicables in vitro, ou ex vivo, sur un produit dérivé
de I’organisme actif ou en post mortem (organe, tissu, cellules, extrait
acellulaire, secrétions...). Dans ce cas, un échantillon est prélevé puis,
éventuellement, transporté au laboratoire ou il est préparé (traité) avant
I’analyse.

Dans tous les cas, le technicien est confronté a une question scientifique (une
problématique) particuliere, émanant d’un donneur d’ordre (client) particulier
(biologiste fondamentaliste, clinicien, environnementaliste, industriel....). Dans
chacun des cas , il devra avant de pouvoir proposer une (ou des) technique
(analytique ou préparative) pour aborder le probléme, acquérir un maximum
d’information sur la nature (et 1’accessibilité) du biosysteme parent (matrice+
analyte) et tenir compte des prérogatives du client ,notamment en ce qui
concerne la nature de la technique (qualitative ou quantitative) ses performances
(précision, rendement...) son cout ...Il1 pourra ensuite établir une stratégie ,
c¢’est-a-dire un protocole (une méthode , un procédé) comprenant un certain
nombre d’opérations de laboratoire, successives et coordonnées, susceptibles a
la fin de lui fournir la réponse qualitative ou quantitative a la question
scientifique posée.

Strategie Générale

Une stratégie et une série (succession) d’actions coordonnees exécutées de fagon
a atteindre un but précis.

Une stratégie analytique (chimique dans notre cas) a pour but d’identifier et/ou
de quantifier un (ou des) analyte dans un biosysteme (matrice) ; Cette stratégie
peut comporter un certain nombre d’étapes , elles méme constituées par une ou
plusieurs techniques . La spécificité de chaque stratégie est déterminée par la



nature de I’analyte et de la matrice ainsi que de la question scientifique posee,
mais toutes les stratégies s’inscrivent dans (répondent &) un schéma général qui
peut étre résumé en 6 étapes majeures :

1
2

Définition du probléme et choix d’une technique (méthode).
Obtention d’un échantillon représentatif du biosysteme parent.
Préparation de 1’échantillon.

Analyse de 1’échantillon.

Obtention et analyse des résultats.

Report des résultats et prise de décision.

o O bW
[ S T S

Les résultats obtenus peuvent étre satisfaisant ou alors suggérer une
nouvelle problématique et un retour en (1)...



LES ETATS DE LA MATIERE

Les états (ou phases) de la matiere représentent les différentes formes sous
lesquelles une substance peut exister dans la nature.

Les trois états de la matiére les plus connus sont les états gazeux, solide et
liquide. Il existe d’autres états comme le plasma, mais ceux-ci sont plutdt rares
et doivent normalement étre produits en laboratoire, dans des conditions de
température et de pression précises. Une substance peut se présenter sous
différentes formes physiques, selon ses propriétés (sa nature chimique), la
température et la pression

A une température et une pression données |’état de la matiere dépendra de
deux forces ou grandeurs physiques antagonistes, qui se manifestent en son
sein :

L’énergie cinétique des particules qui la constitue (atomes, ions,
molécules .. .)
- Les forces d’attraction entre ces particules

Strength of intermolecular attractions increasing

Gas Liquid Crystalline solid

- |82
Q@ ’.

Chlorine, Cl, Bromine, Br, lodine, I,
Particles far apart; Particles are closely packed but Particles are closely packed in
possess complete randomly oriented; retain freedom an ordered array; positions
freedom of motion of motion; rapidly change neighbors are essentially fixed

® 2042 Pearson Education Inc

FIGURE 1



GAZ : Les gazs sont hautement compressibles et assument/epousent la forme
est le volume de leur conteneur. Les atomes/molécules d’un gaz sont éloignés
les uns des autres et n’interagissent pratiquement pas entre eux.

LIQUIDE : Les liquides sont peu a pas compressibles et assument la forme mais
pas le volume de leur conteneur. Les molécules d’un liquide sont maintenues
les unes plus proches des autres que dans le cas d’'un gaz , mais pas de facon
rigide, de telle sorte qu’elles sont capables de se mouvoir /bouger les unes par
rapport aux autres ,changer leur position individuelle sans modifier I'état
liquide.

SOLIDE : Les solides sont incompressibles et possedent une forme et un volume
définis. Les molécules d’un solide sont intimement empaquetées, tres proches
les unes aux autre, beaucoup plus que dans les liquides. Elles peuvent vibrer
autour, mais sans quitter leur position d’origine ni changer son voisinage
immédiat.

Dans un gaz les particules constitutives (atomes, molécules) ont une liberté
complete de mouvement car il n’existe pratiquement pas de forces attractives
entre elles.

Dans les liquides ces particules sont maintenues proches les unes des autres,
en réseau, par des forces d’attractions intermoléculaires relativement fortes.
Ces forces sont cependant assez souples (faibles, se rompent et se rétablissent
aisément et rapidement) pour permettre un mouvement limité des particules
les unes par rapport aux autres, et une parfaite fluidité/plasticité du réseau
ainsi formé.

Dans les solides les forces d’attractions intermoléculaires sont si fortes que les
molécules sont pratiquement figées dans leur position et le réseau formé et
compléetement rigide.

Les forces intermoléculaires déterminent donc I'état et les propriétés
physiques de la matiere, elles sont responsables de I'existence de I’état



condensé de la matiére (solide et liquide). Ces forces/interactions
intermoléculaires sont de faible énergie, et de nature électrostatique ; Elles
vont se manifester chaque fois que les propriétés chimiques de la matiéere,
mais aussi la température et la pression le permettent.

La température et la pression affectent I’énergie cinétique (le mouvement) des
particules de matiére et gouvernent/déterminent la transition /changement
entre les phases (états) dans lesquelles se trouve la matiere :

“_—_—"‘? Heat or - —
‘ reduce pressure 9

L @ _
@ ()
& s & d
Cool or U
increase pressure —
Solid Liquid Gas

~ gribical poimt:

4

JPrsastime

sublimg 1on

7
deposition

Diagramme des phases

FIGURE 2



A pression atmosphérique (1 atmosphére), nous sommes tous habitués a la
transition de I'eau entre ses différentes phases, glace (solide)/liquide/vapeur,
sous |'effet de I'augmentation de la température (et donc I'augmentation de
I’énergie cinétique des molécules, c.a.d. I'agitation thermique). Cette agitation
thermique qui tend a disperser les molécules d’'une matiere condensée (solide
ou liquide) est contrecarrée / antagonisée par des forces d’attraction
intermoléculaires, dont la nature est l'intensité sont déterminées par la nature
chimique des molécules.

FORCES INTRAMOLECULAIRES ET FORCES INTERMOLECULAIRES

Les forces intramoléculaires operent a I'intérieure de chaque molécule pour
lier les atomes constitutifs entre eux, il en résulte des liaisons chimiques, et
elles contribuent aux propriétés chimiques des molécules.

Ces forces sont d’énergie élevée et sont dues a l'interaction (attraction)
électrostatique entre charges électriques formelles situées a de courtes
distances entre elles, et mettant en jeu des :

- ions de charges électriques (formelle/totale) opposées : liaison ionique

- noyaux (protons) et électrons de deux atomes : liaison covalente

- Cations métalliques et électrons de valence délocalisés : liaison
métallique

Les forces intermoléculaires operent entre des molécules (ou atomes)
séparées (qui peuvent étres de natures différentes), et influencent les
propriétés physiques de la matiere (point de fusion et d’ébullition, viscosité,
solubilité....)

Ces forces sont de faible énergie et résultent de I'interaction électrostatique
entre charges électriques partielles, ou entre un ion (charge formelle ) et une
charge partielle. Elles interviennent a des distances plus longues que celles
rencontrées dans les interactions intramoléculaires.

Les charges électriques partielles apparaissent sur les molécules polaires ou
polarisables



MOLECULES POLAIRES ET POLARITE

La polarité d’'une molécule et déterminée par les propriétés des liaisons
covalentes qui la constituent et par sa géométrie.

Liaison polaire

Une liaison covalente est une liaison chimique dans laquelle deux atomes se
partagent deux électrons (un électron chacun ou deux électrons venant du
méme atome) d'une de leurs couches externes afin de former un doublet
d'électrons liant les deux atomes.

Lors de ce partage d’électrons, et hormis le cas ou les deux atomes sont
identiques, 'un des atomes partenaires peut présenter plus d’affinité pour les
électrons, auquel cas il est dit plus électronégatif, c’est-a-dire que son noyau a
plus d’aptitude a attirer vers lui les électrons partagés, et I'atome en question
se retrouve avec un exces de charges négatives et porteur d’une charge
électrique partielle négative notée & (pole négatif), I'autre atome partenaire
se trouve appauvri en électrons et porteur d’'une charge électrique partielle de
méme valeur, mais positive notée & (pole positif) ;La liaison covalente en
guestion est dite polaire et la molécule diatomique obtenue est polarisée et
constitue alors un dipole électrique

Pt ﬁ_‘"—\\,\ / -
/ \\\ 4
cl = ) 0+ He==Cl ¥
\ o %
\\\~\ R // \\M’/,
Apolaire Polaire
FIGURE 3

La molécule polaire est caractérisée par son moment dipolaire, qui est un
—

vecteur M orienté, par convention, depuis le pole positif vers le pole négatif
(on peut rencontrer I'orientation inverse) et dont le module est égal au produit



de de la charge électrique partielle par la distance séparant les deux charges
positive et négative

La polarité d’une liaison covalente ( et le moment dipolaire d’'une molécule
diatomique) est déterminée par la différence dans I’électronégativité des
atomes (partenaires) qui la contractent, I’électronégativité étant définie
comme étant I'aptitude (la capacité) relative d’un atome a attirer les électrons
partagés dans la liaison.

L’electronegativité des elements chimiques est donnée ci-apres :

/ \
M E 4
22
L Be 8 C N N
088 157 204 255 304
Na Mg Al Si P S (=) A
083 13 169 19 219 2ss Ba4s
K Ca Sc Ti v Ce Mn Fo Co N Cu Zn Ga Ge As o B Ke
082 1 1.36 154 163 166 155 183 1,88 R} 19 165 1.8 20 218 255 206
AL Se Y Zr No Mo Tc Ay An Pa Ag Cd In Sn So Ta Xe
0.82 085 122 1.33 16 216 2.1 22 228 22 1.83 1.60 178 198 205 21 2,66 2
Cs Ba 5 H Ta w Re Os ' Au My T Po B Po Al ~
07 089 13 15 1.7 1.9 22 2.2 22 24 19 18 18 19 2 22
Fr Ra =
Al Db Sg Bh Ha N Ds RAg Cn Uut 2] Uup v Uus Uns

07 09

La Ce Pr Nd Pm Sm Eu Gd o Dy Ho Er Tm Yo Ly

11 112 113 114 113 117 1.2 1.2 12 122 123 124 1.25 11 127

Ac Th Pa U Np Pu Am Cm Bk Ct Es Fm Mg No Lr

11 13 15 17 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13

A noter que I'electronegativité augmente de gauche a droite et de bas en haut
dans le tableau periodique, le Fluor etant le plus electronegative (valeur 4) et le
Francium le moins electronegative (valeur 0,7).



Pour qu’une liaison soit polarisée il faut que la difference d’electronegativité
entre les deux atomes partenaires soit supérieure a 0,5.
Ainsi, lorsque :

AE < 0,5 Liaison covalente non polaire
0,5<AE< 1,7 Liaison covalente polaire
AE >1,7 Liaison ionique

Une molécule diatomique polaire comporte donc une liaison covalente polaire
et est caractérisée par son vecteur moment dipolaire ; De la méme facon, dans
une molécule pluri atomique comportant plusieurs liaisons covalentes
polaires, chacune de ses liaisons est caractérisée par son vecteur moment
dipolaire élémentaire et la molécule entiere se trouve caractérisée par un
vecteur moment dipolaire résultant, correspondant a la somme vectorielle des
moments dipolaires élémentaires

Dipoles: *jc*jg /0
Q_ T Y H 4 \H

Overall

Dipole: (none) I

Polar:

A

b H H 4
@
Non-polar:

@ @
0. &9
@ 0

FIGURE 5



Nous n’entrerons pas dans plus de détails, mais retenons que du fait de la
nature vectorielle du moment dipolaire, la valeur du moment dipolaire
résultant est affecté par la géométrie de la molécule et toute symétrie de la
molécule conduit a un moment résultant nul.

CONSEQUENCES : lorsque une molécule comporte des liaisons polaires et un
moment dipolaire resultant non nul, la molécule est polaire et porteuse de
charge électriques partielles formant un dipole.

Un dipOle peut interagir électrostatiquement avec un autre dipdle ou avec un
ion comme il peut induire I'apparition d’un dipdle (induit) sur une molécule
initialement non polaire (mais polarisable). Ces interactions électrostatiques
intermoléculaires sont de nature attractive et répulsive, avec bien évidement
une prédominance des composantes attractives pour assurer la cohésion des
molécules d’'une matiere condensée (solide ou liquide).

INTERACTIONS INTERMOLECULAIRES (lIMm)

Comme nous l'avons précédemment mentionné, les IIM sont des forces (non
liantes) de natures électrostatiques entre molécules (et ions), agissant a des
distances supérieures a celles mises en jeu dans les interactions
intramoléculaires (liantes), et sont donc de faible énergie et disparaissent
rapidement lorsque les molécules s’éloignent les unes des autres, comme c’est
le cas lorsque la température augmente et/ou la pression diminue.

Ces interactions sont a dominante (en trés large majorité) attractives et
déterminent la cohésion (la stabilité) des mélanges moléculaires condensés
(liquide et solide) et leur propriétés physiques, tels que les points de fusion et
d’ébullition, la viscosité , la tension superficielle la solubilité...

Les tables 1 et 2 décrivent les différents types d’lIM en comparaisons aux
interactions intramoléculaires.

Remarques :

- les liaisons ou interactions hydrogéne opéerent non seulement entre
molécules séparées (intermoléculaire) mais aussi a l'intérieur (en
intramoléculaire), par exemple, entre différentes régions d’'une méme
macromolécule protéique.

-Les interactions ion/ion sont des forces attractives entre ions (atomes ou
molécules) de charges électriques opposées, ou répulsives entre ions de
charges de méme signe. Elles sont aussi dites liaisons ioniques (lorsqu’elles sont
attractives). Ce sont des forces de COULOMB qui operent sur de longues
distances, méme dans les gaz.



F=k. (2".Z))/d?

ou k est une constant qui depend du milieu dans lequel se déroule I'interaction
(k= (1/41€) ou € est la constante diélectrique, ou la permittivité, du milieu).
Ces forces sont de d’énergie élevée, et interviennent dans la formation de
cristaux solides , comme le NaCl, et dans les processus de précipitation.

-Les IIM qui nous interessent sont consignées dans la table 1

TABLE 1- Interactions non liantes

Nonbonding (Intermolecular)

fon-dipole @ ....... &= loncharge—
dipole charge
H bond & &4 é-  Polar bond to H-
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dipole charge
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TABLE 2 - Interactions liantes

Basis of Ener

Force Model Attraction (kj/rsxal} Example
Bonding

Jonic Cation—anion 400-4000 NaCl
Covalent Nuclei—shared 150-1100 H—H

e pair
Metallic s, Cations—delocalized  75-1000  Fe
e : electrons

Interaction lon/Dipole

Un ion interagit électrostatiquement avec la charge électrique partielle de
signe opposé, portée un dipdle situé a proximité. C’'est ainsi qu’un cristal de
NaCl est solubilisé en présence de molécules d’H,0 car les interactions avec le
dipole H,0 se substituent efficacement (et annulent) les attractions entre les
ions Na+ et Cl-

Inner sphere of hydration =~ «==n- Ion—dipole interaction
Outer sphere of hydration =~ -+ Dipole—dipole interaction

Bulk water



Interactions Dipole/Dipdle

Les molécules dipolaires tendent a s’orienter les unes par rapport aux autres de
facon a optimiser les interactions attractives entres leur pdles (charges
électriques partielles) de signes opposés

ethanol /H,0

Plus le moment dipolaire des molécules est grand plus l'interaction
dipole/dipole est forte et plus la temperature d’ebulition est elevée

3 =

Propane Dimethyl ether Acetaldehyde Acetonitrile
CH;CH,CH; CH;OCH; CH;CHO CH;CN
MW = 44 amu MW = 46 amu MW = 44 amu MW = 41 amu
mw=01D mw=13D n=27D mw=39D
bp =231K bp =248 K bp =294 K bp =355 K

Increasing polarity
Increasing strength of dipole—dipole forces

© 2012 Pearsen Eeucaten, e



La liaison Hydrogene

La liaison Hydrogene est un cas particulier d’interaction dipole/dipole ; C'est

une interaction d’énergie plus forte que celle d’une interaction dipole/dipole

classique, et elle se realise lorsque un atome d’hydrogene qui est lié (attaché)
covalentiellement a un petit atome tres electronegatif, se trouve attiré par la

paire d’electron libre d’'un atome d’une molecule voisine.

La liaison hydrogene s’établit lorsque I’'Hydrogene est lié covalentiellement a

I’Oxygene, le Fluor ou I’Azote

H
\ .e
N H—N
=l Ao “H
l H H

Interaction Dipole/Dipole induit

Lorsque une molécule polaire (dipole permanent) se trouve a proximité d’une
molecule apolaire, le champs électrique crée par le dip6le permanent peut
repousser les electrons de la molécule apolaire et faire apparaitre au niveau de
celle-ci un dipéle induit ; L'interaction peut alors avoir lieu entre les deux.

st The dipole of water induces st i
a dipole in 0, by distorting D

the 0, electron cloud. £
& - 90 > e

5t st 5T -

©2006 Brooks/Cole - Themsan




Interactions Dipole induit/Dipole induit

Aussi appelées forces de dispersion de LONDON, elle sont dues au fait que dans
une molecule, le mouvement aleatoire des electrons peut a tout moment
conduire a une distribution assymetrique des charges electrique autour de la
molecule et faire ainsi apparaitre un dipole instantané qui peut induire un
autre dipole dans les molécules voisines et ainsi de suite

2) As electrons shift within one of the molecules, a temporary
dipole may appear.

O 1) Two nonpolar molecules with no attractive forces between
them.

3) An adjacent molecule will be attracted to the molecule with the
temporary dipole and a new dipole within the second molecule
will be induced. This creates the London dispersion force.

- 4) The electrons move back and the temporary dipoles disappear.

This makes the LDF a weak force, it is only temporary.




1)Définir le probléme et prévoir une méthode
-Définir le probleme

Quelle est I’information recherchée, qualitative ou quantitative, quel en sera
I’usage et par qui (client), quelle est la précision requise, quel est le budget
alloué, quelle est la nature est comment obtenir un échantillon représentatif,
Le client peut étre

-un biologiste intéressé par analyser la libération d’une molécule particuliére par
un organisme (ou une cellule) apreés stimulation,

- un agent de I’agence de protection de I’environnement qui explore la
contamination d’un cours d’eau par les pesticides utilisées dans les fermes des
alentours

- un médecin qui recherche un bio marqueur dans le sang d’un patient pour
établir un diagnostique

- un agent de I’agence de sécurité alimentaire qui vérifie I’innocuité d’un
aliment a mettre sur le marche

-un douanier qui veut rechercher la présence de substances illicites dans une
préparation

each of which will have different criteria or needs, and each having their own
understanding of what a chemical analysis involves or means.

-Prévoir une méthode

*Quelles sont les caractéristiques de 1’échantillon, sa nature (liquide solide gaz),
sa taille, sa complexité (présence d’interférents), sa teneur en analyte.
*Selectionner une méthode en fonction de la nature (les propriétés, les
caractéristiques) de I’analyte et de la matrice, de la sensibilité (fonction de la
teneur/concentration de 1’échantillon en analyte), de la sélectivité (fonction de la
présence d’interférents) et la précision requises, des moyens techniques
disponibles (instruments, expertise), ainsi que d’autres parametres comme la
rapidité d’exécution, le cout, la possibilité d’automatisation... Tout cela bien str
dans le respect des normes (de sécurité/innocuité) et régulations éventuelles
édictees par les sociétes savantes (les autorites). Exple : Laboratoire National de
Controle des Médicaments -ONSSA - Office National de Sécurité Sanitaire des
produits Alimentaires.



2) Obtenir un échantillon représentatif

Le biosysteme parent a échantillonner peut étre solide liquide ou gazeux. Il peut
étre de composition homogene ou hétérogene. Dans le premier cas, un
échantillon pris au hasard au sein du biosysteme parent devrai suffire pour
I’analyse (c’est généralement le cas pour les biosystémes liquides ou gazeux tels
que les fluides biologiques), dans le deuxiéme cas on pourrait étre intéressé par
la variation de I’analyte a travers tout le biosysteme, auquel cas plusieurs
échantillons sont prélevés dans différentes parties du biosysteme.

En fait, il n’existe pas de traitement général de la théorie de 1’échantillonnage, et
les techniques d’échantillonnage dépendent de la nature de 1’analyte et du
demandeur de I’analyse (client, donneur d’ordre).

Ainsi, les méthodes d’échantillonnage des matériaux (biosystemes) les plus
Importants sont édictées et standardisees par ce qu’on appellera des « sociétés
savantes », ¢’est-a-dire des communautes scientifiques ou autorités(agences
nationales) spécialisées dans la santé publique, la protection de
I’environnement...Cela n’empéche pas cependant de développer des méthodes
« in-house » adaptées a une problématique « locale » particuliere.

Dans tous les cas, I’é¢tape d’échantillonnage consiste a décider ou (dans quelle
partie du biosysteme parent) obtenir 1’échantillon représentatif de la
problématique posée (biopsie, fluide biologique, racine, feuille...) dans quelles
conditions (in vivo, post mortem, a jeun, apres manger, la nuit, conditions
climatiques...) comment ( par quelle méthode et quels instruments) et en quelle
guantite.

Certaines précautions doivent étre prises lors de la manipulation (prélévement,
transport) et du stockage de 1’échantillon afin d’éviter ou minimiser la
contamination, la perte (volatilisation, adsorption),la décomposition ou
I’altération de 1’analyte ou de la matrice(oxydation, photo oxydation, action
microbienne ou enzymatique ). En général ces effets indésirables peuvent
provenir des outils utilises pour le prélevement (seringues, pinces...), du
conteneur utilisé pour le transport et/ou stockage , de 1’atmosphére, de 1’action
de la lumiere et de la température..



Dans tous les cas, I’échantillon doit étre maintenu :

- a la température la plus basse possible (+4....-196°C) afin d’optimiser sa
stabilité physique, chimique et biologique

-dans un conteneur en matériau adéquat (verre, éventuellement ambré, plastique
special, inox), taille adaptée et fermeture étanche

-Le moins de temps possible

Pour certains analytes et matrices, on peut également étre amené a stabiliser
I’échantillon dés que prélevé, par ajout de certains additifs

Nous reviendrons ultérieurement sur ces parametres de stabilisation de
[’échantillon

3) Préparation de I’échantillon

Hormis les situations ou 1’analyte est ciblé in situ puis directement soumis a
I’analyse instrumentale (on-line analysis, direct injection analysis) ,
I’échantillon prélevé et généralement soumis a un prétraitement (préparation)

plus ou moins laborieux (en fonction de sa nature) ,avant toute analyse.

a)Préparation préliminaire ou « sommaire » :

L’échantillon doit étre « propre », non souillé par du matériel étranger et donc
en étre debarrassé.

Les échantillons liquides ou gazeux peuvent par exemples contenir des matieres
en suspension, celles-ci sont eliminées par filtration (liquide,gaz), décantation
(liquide)ou centrifugation (liquide), le but étant de recueillir un fluide
homogéne (une seule phase) limpide et allégé, acceptable par les instruments
d’analyse.

Les échantillons solides sont laveés et nettoyeés pour, par exemples debarrasser
un végetal des poussieres déposées a sa surface, des restes de sol adhérentes aux
racine ou tubercule...Un échantillon de foie ou de rein peut étre débarrassé de
I’exces de graisses associées et des vaisseaux sanguin...



b) préparation « avancée »

Le but de I’étape de préparation est 1’obtention de 1’échantillon sous une forme,
généralement liquide, compatible avec (acceptable par) I’analyse instrumentale ;

Les échantillons solides nécessitent donc, en premier lieu, d’étre homogeéneéises
(désintégrés) et transformés en échantillons liquides, cela permet de libérer
I’analyte de ses ancrages intra tissulaires (intracellulaire) et de le rendre
accessible aux manipulations ultérieures (analyse instrumentale ou a I’extraction
et la purification).

Une fois I’échantillon liquide obtenu, d’autres opérations pré analytiques (de
préparation) peuvent étres entreprises dans le but d’enrichir I’échantillon en
analyte d’intérét, tout en réduisant ou en éliminant les interférences
potentielles par d’autres composants de la matrice.

Les opérations de preparation (de 1’échantillon), dépendent de la nature de
I’analyte et celle de la matrice ; Les plus courantes sont :

- La concentration ou la dilution de I’échantillon afin d’avoir I’analyte a une
concentration adéquate pour les manipulations ultérieures, cela se fera par :
*ajout de solvant pur (dilution)

*filtration /ultrafiltration (concentration des solutions de macromolécules)
*Dialyse (pour éliminer les petites molécules et ions)

-L’ extraction de I’analyte par un liquide solvant ou par un solide adsorbant.

*L’extraction par le solvant peut étre réalisée sur un échantillon solide, de
maniére concomitante avec le processus d’homogeéneisation (extraction
solide/liquide), ou alors sur [’échantillon liquide obtenu aprés homogénéisation
(extraction liquide/liquide) ; on peut aussi avoir une extraction gaz/liquide.

*L’extraction par un solide (extraction en phase solide) est réalisée a partir
d’un échantillon liquide (extraction liquide/solide) ou gazeux (extraction

gaz/solide).

- Précipitation des protéines : peut avoir deux objectifs differents,



1) éliminer les protéines de la matrice pour alléger I’échantillon et éviter
les interférences avec I’analyse (chimique ou instrumentale), ¢’est souvent le
cas lorsque I’analyte d’intérét est une petite molécule,

2) isoler les protéines pour leur manipulation ultérieure, dans ce cas la
protéine est I’analyte.

D’autres procédés sont utilisables pour une bonne préparation de
I’échantillon, ils dépendent tous de la nature de 1’analyte et de la matrice,
mais d’autres parameétres peuvent aussi influencer le choix du procédé,
notamment la taille de I’échantillon, le cout de I’opération....

Nous nous limiterons aux trois procédés cités precedement



A- HOMOGENEISATION

= obtention d’un échantillon (biosysteme) homogeéne, formé d’une seule
phase, liquide dans laquelle la concentration de I'analyte est uniforme.

Les échantillons solides sont donc désintégrés, finement divisés (pulvérisés),
afin d’augmenter la surface d’échange de la matrice (de I’échantillon) avec le
milieu extérieur ; L’analyte, comme un certain nombre de composants de la
matrice , est ensuite transféré depuis la matrice solide vers un solvant (liquide)
récepteur, que I'on a ajouté a I’échantillon solide pendant, ou alors apres
I’opération de désintégration . L’échantillon finement divisé en suspension
dans le solvant est appelé homogénat.

La désintégration ( le broyage ,la pulvérisation) des structures tissulaire et
cellulaire peut étre achevée par différents moyens et dans différentes
conditions physico chimiques ; Les caractéristiques (propriétés) de I'analyte et
de la matrice déterminent le choix de la méthode (technique).

Par exemple,

*si des fragments (morceaux) intact de membrane, ou alors des organites
cellulaire sont ( a isoler) recherchés pour analyse ultérieure , la méthode choisi
ne doit pas détruire ces composants (organites) subcellulaires .

*si une protéine active est recherchée, les méthodes qui générent (dégagent)
de la chaleur ou de la mousse seront a éviter (dénaturation)

*si I'on s’intéresse a un analyte de faible poids moléculaire (métabolite), sa
libération complete de ses ancrages intracellulaire est nécessaire, et elle n’est
achevée que par la désintégration compléete des structures cellulaires...

Donc, dans le cas de I’'homogénéisation la fin justifie les moyens , et chaque
méthode possede ses avantages et ses inconvénients.

Les méthodes d’homogénéisation sont de deux types : mécaniques
(physiques) ou chimiques (biochimiques) , les deux pouvant aussi étre
combinées en tandem ou en simultané.



Les méthodes (bio) chimiques sont globalement plus « douces » que les
méthodes mécaniques et elles leur sont souvent préférables, les méthodes
mecaniques étant plus énergiques et génératrice de stress thermique et
mécanique .

1-METHODES MECANIQUES/PHYSIQUES

Les méthodes mécaniques utilisées pour désintégrer I’échantillon incluent le
broyage, le cisaillement, le bombardement et le traitement par les ultrasons ;

Il demeure cependant difficile d’identifier/différencier dans chacun des cas le
type de forces en présence.

Remarques :

-Il existe un grand nombre de dispositifs (appareillage) utilisables pour
I’homogénéisation mécanique, nous n’en voyons que quelques exemples. Tous
ne sont pas toujours utilisables avec n’importe quel échantillon, car non
seulement la qualité mais aussi la quantité d’échantillon détermine le type de
dispositif, de méme que d’autres paramétres tels que I'efficacité, la facilité, la
rapidité, le débit (nombres d’échantillons traitables en méme temps), le cout....

-Les méthodes mécaniques générent toutes, a des degrés différents, de la
chaleur; Il convient donc de maintenir I’échantillon a froid, ce qui est dans
certains cas automatiquement assuré par un appareillage réfrigéré, sinon le
dispositif (échantillon et appareil) et pré-refroidit ou maintenu sur un bac de
glace durant la manipulation.

-L’homogénéisation est le plus souvent réalisée en présence d’une phase liquide
que l'on appellera solvant ou tampon, et dons le réle est de
capter/recevoir/solubiliser I'analyte et autres composants de la matrice
(solutés) dans des conditions de stabilité optimale ; Le solvant/tampon doit
donc avoir les caractéristiques physico chimiques (et biochimiques) compatibles
avec cet objectif.

-Dans certain cas, le tampon participe lui-méme au processus de désintégration
de I’échantillon (lyse chimique), de maniére concomitante a la désintégration
meécanique.



Par ailleurs, et bien qu’une opération idéale d’homogénéisation ne doive
comporter qu’une seule étape (une seule méthode), le praticien utilise assez
souvent plus d’une méthode, en tandem (successivement), pour obtenir le
résultat désiré.

*Le mortier (Broyage /mouture/pulvérisation)

Le mortier et son piston et I'outil le plus populaire pour
broyer/moudre/pulvériser un échantillon, mais d’autre dispositifs/outils sont
utilisables, comme les moulins a grain, a café et d’autre appareils de
laboratoire comme les homogénéiseurs en verre.

Dans un mortier, le broyage est achevé en écrasant I’échantillon,
préalablement émincé, entre deux surfaces abrasives qui glissent 'une sur
I"autre. L’échantillon est soumis a des forces verticales (d’écrasement) et
tangentielles (d’étirement) par le mouvement du piston, de bas en haut et de
rotation. Le broyage et éventuellement facilité par I'adjonction a I’echantillon,
de particule fine de sable, de verre , d’alumine ou autre matériel inerte, pour
augmenter le pouvoir abrasif du dispositif.

Les échantillons traités dans un mortier peuvent étre frais, secs ou congelés.il
peuvent étres mou (tissus animaux, parties molles de plantes..) ou dur.
L’opération de broyage est souvent réalisée en présence d’une phase liquide
(tampon/solvant) aqueuse ou organique , qui permet de récupérer les
biomolécules libérées de la matrice.



L’échantillon peut aussi étre pulvérisé a sec, sans ajout de phase liquide ; Dans
ce cas I’échantillon et imbibé d’azote liquide (-196°C°), ce qui le rend friable et
facile a désintégrer. Au fur et a mesure de I'opération de broyage, I'azote
liguide s’évapore et on obtient a la fin un échantillon sous forme de poudre
fine (cryo pulvérisation) que I'on peut resuspendre dans un solvant (liquide).

*Le Potter-Elvehjem (P-E), L’homogéneiseur de Dounce , homogeneiseur a

couteaux

Le P-E est un tube en verre dans lequel plonge, de facon tres ajustée, un pilon
(piston) en verre ou en PTFE ; L’échantillon (tissu mou) préalablement découpé
en petits morceaux et additionné d’un solvant adéquat, est soumis a des forces
tangentielles de cisaillement entre la paroi abrasive du Potter et le piston, ce
dernier effectue des mouvements verticaux et de rotation, entrainé

manuellement ou a I'aide d’'un moteur

L’homogeneiseur a couteaux, utile pour les échantillons mous fonctionne
comme les appareils domestiques utilisés pour préparer les jus de fruits ou de
la viande hachée....

*La presse de French




Tres utilisée pour suspension de microorganisme, la presse consiste en un
cylindre creux (cellule), en acier dans lequel plonge un piston (en acier) ajusté ;
Le cylindre est muni du c6té opposé d’une ouverture tres étroite , par laquelle
sont expulsées les cellules microbiennes sous la pression élevée du piston.

Piston

Cellule

Bille
de teflon

Chambre )z
pressurisée Valve a vis

*Les homogeneiseurs a billes (bombardement)

Il en existe de différents formats. Dans ce cas, |’échantillon (un tissu sec ou
mou, ou alors une suspension microbienne), et mis dans un récipient adapté
(tube ou flacon bien fermé) en présence de billes de verre, d’acier ou d’oxyde
de zirconium ; I'ensemble est soumis a un mouvement énergique (motorisé) de
va et vient qui engendre des collisions (bombardement) entre I’échantillon et
les billes, ce qui provoque sa désintégration.

*Ultrasonication

Dans ce cas I'echantillon est desintegré par la pression exercés par des ondes
sonores de hautes frequences (10 a 40 MHZ,ultrasons).



Control Unit

\ Hom
Temperature
I |
Sample (mixture

of diesel, water

OoOooo
OOQgoOo and surfactant)
OOogo Water Bath

Dans ce cas un module de contréle envoie un signal de haute fréquence a un
transducteur, qui converti le signal en énergie mécanique sous forme de
vibrations, qui sont transmises au bout d’'une sonde qui plonge dans
I’échantillon (solide+tampon) ; Les vibrations créent des variations de pression
(cavitation) qui désintegrent I’échantillon.
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Précipitation/solubilité ses protéines = F(pH, force ionique)

-Les réponses ci-aprés sont un exemple de réponses. Chaque étudiant pourrait
apporter ses propres réponses (plus ou moins enrichies) en fonction de ses
lectures et sa culture générale sur le theme. Le probléeme de la solubilité des
protéines est fondamental, ancien, mais compliqué et toujours
(actuellement)débattu les scientifiques de différents domaines ; A notre niveau,
nous en avons fait une description seulement superficielle

- Les phrases en rouge italique décrivent les étapes de la stratégie générale
pour résoudre l'exercice

Commenter des graphiques :

1- Schémal

Solubilité

pH

*On commence par donner un titre au schéma :

-la figure représente la solubilité de deux protéines A et B en fonction du
pH.

*On passe a la description des profils (observation globale) -

-La solubilité des protéines varie en fonction du pH, le profil de variation
est similaire pour les deux protéines

-Pour chacune des deux protéines la solubilité présente un minimum
pour une valeur particuliere du pH. La solubilité des deux protéines
augmente de part et d’autre de cette valeur du pH.

*On passe a l'interprétation (explication) du phénomeéne observé :

- La solubilité des protéines dans un solvant dépend des interactions :
entre molécules de protéines, entre molécules de protéines et molécules
de solvant. Ces interactions sont influencées par I'agitation thermique et
par la présence de co-soluté (autres molécules en présence).



-En solution aqueuse (ce qui est le cas car nous parlons de pH, donc
d’ions et d’ionisation), les interactions intermoléculaires mises en jeu
sont de nature électrostatique et se manifestent entre charges
électriques partielles ou entiere (formelles) portées par deux molécules
-la structure primaire d’une protéine comporte des séquences
d’aminoacyls a chaine latérale polaire ou ionique et des séquences
d’aminoacyls a chaine latéraleapolaire.

-Lachaine polypeptidique ainsi constituée est thermodynamiquement
instable en solution aqueuse, si bien qu’elle a tendance a se replier sur
elle-méme, a la recherche d’une conformation globulaire (structure
tridimensionnelle) d’énergie minimale, avec, a sa surface, un maximum
de séquences polaires a coté de quelques séquences apolaires.

- En solution aqueuse, la surface d’une protéine globulaire se présente
comme une mosaique de zones(plages) polaires (éventuellement
ioniques) et zones apolaires (éventuellement polarisables), avec, pour
que la protéine soit soluble en milieu aqueux, dominance des zones
polaires.

- En solution aqueuse, les protéines sont des poly électrolytes
caractérisés par une charge électrique(globale) nette dont le signe et
I"amplitude dépendra du pH de la solution. Cette charge électrique
formelle est due a la contribution des groupements ioniques (enfonction
de leur pK) des chaines latérales des aminoacyles constitutifs qui se
trouvent a la surface de la protéine.

Les protéines(P) sont donc des molécules amphotéres, se comportant en
acide(P+) ou en base(P-) en fonction du pH du milieu:

P*¢>PO¢>P-
L’espéce P?, électriquement neutre ( c’est-a-dire porteuse d’autant de
charges positives que de charges négatives) est dominante lorsque la



solution est électriquement neutre, c’est-a-dire lorsque (dans la solution)
la somme des charges électriques en positives est égale a la somme des

charges négatives ou : ZCi Zit= ZCiZi_

Cette situation est réalisée lorsque le pH de la solution est égal au pH
isoélectrique (pHi) de la protéine ; Dans ces conditions les forces
électrostatiques répulsives entre molécules de protéines sont
minimisées, ce qui favorise leur agrégation et diminue la solubilité.

De part et d’autre du pHi de la protéine, ce sont les espéces P ou P- qui

prédominent, avec dans chacun des cas une augmentation des
interactions répulsives entre protéines de méme signe et augmentation
de la solubilité.

*L’ interpretation ci-dessus est valable pour tout
profil Solubilité= f(pH)

*Pour les profils des protéines A et B, complément d’interprétation :

- Les protéines A et B présentent des profils de solubilité aqueuse
analogue et typique d’une protéine globulaire mais avec des minima et
donc des pHi assez (suffisamment)différents. Dans ces conditions, les
deux protéines peuvent étre précipitées différentiellement a partir d’'une
méme solution, par augmentation progressive du pH du milieu
(précipitation isoélectrique).

*Schéma 2

*Titre

-Représente la variation de la solubilité d’'une protéine en fonction du

pH( abscisse principale) et de la force ionique(concentration en sel) du
milieu (abscisse secondaire)

*observation

Nous avons déja commenté la variation de la solubilité en fonction du

pH(voir ci-dessus), il reste a completer le commentaire par I'effet de la
force ionique :



- Quelle que soit le pH du milieu, 'augmentation de la force ionique
améliore la solubilité (les courbes solubilité =F(pH) sont quasi
paralléles).

- Nous pouvons dériver (construire) la fig.2b a partir de la fig.2a

Solubility of [ - lactoglabulin
at varfous [NadCl|

Selubility {my «ml)

solubilité ff

fNacl

Fig 2.a solubilité = F (pH) a [NaCl] constante
Fig.2b solubilité=F ([NaCl]) a pH constant

*Interprétation



- quelle que soit I'état d’ionisation de la protéine(c.a.d. quel que soit le
pH), I'adjonction d’ions salins dans le milieu favorise la solvatation
(I'hydratation, la fixation de molécules d’eau) de la protéine et donc sa
solubilité.

-La fig .2b montre un effet de salting in du NaCl sur la protéine, c.a.d. que
les ions salins aux concentrations utilisées dans la fig. se fixent a la
surface de la protéine, forment des ponts salins entre molécules de
protéine et molécules d’eau, et favorisent la formation d’'une coque
(d’'une couche) d’hydratation autour de la protéine. Cette coque
d’hydratation constitue un écran entre les molécules de protéines et
diminue les forces attractives entre elles ( en particulier a leur pHi) ce
qui augmente leur solubilité



HOMOGENEISATION (SUITE)
Rappel :

Obtention d’un échantillon de composition homogéne, avec une concentration
en analyte uniforme a travers tout I’échantillon ; c’est le cas pour les
échantillons fluides (liquide ou gazeuse) homogénes (constitués d’une seule
phase)

Pour les échantillons solides, I’'homogénéisation consiste a avoir un échantillon
finement divisé (pulvérisé), avec une apparence homogéne, que I'on va
suspendre dans une phase liquide organique (solvant) ou aqueuse (tampon)
pour obtenir un homogénat (phase solide+ phase liquide).

Au sein de ’lhomogénat s’effectue un transfert de molécules (solutés) depuis la
phase solide (matrice) vers la phase liquide (solvant/tampon) ; Parmi les solutés
transférés doit se trouver I'analyte d’intérét mais aussi, le plus souvent,
d’autres composants (interférents) de la matrice.

A la fin de I'opération d’homogénéisation, I’homogénat est clarifié et la phase
liquide (contenant I'analyte) est récupérée est soumise a la suite du protocole
(stratégie) d’analyse.

Lors du développement d’'une méthode d’homogénéisation, il est nécessaire de
considérer les caractéristiques finales de ’'homogénat (et de I'analyte) avant de
décider des outils et des conditions physiques et chimique a utiliser pour son
obtention ; LA FIN JUSTIFIE LES MOYENS !

Nous en avons déja parlé.

Nous avons vu durant la séance précédente, que les méthodes utilisées pour
désintégrer/homogénéiser les échantillons pouvaient étre
mécaniques/physiques ou chimiques/biochimiques ; Nous avons aussi vu que
cette dichotomie était relativement artificielle et que tres souvent le processus
d’homogénéisation comportait une combinaison d’actions mécaniques
(appareillages) en présence d’actions (bio)chimiques (tampon/solvant).

Le schéma ci-apres résume les méthodes d’homogénéisation :



Chemical Mechanical

Non-

Denaturing denaturing

Complete

Figure 1. Simple schematic of sample disruption options. This simplified scheme does not consider that methods are
normally combined during sample disruption. Mechanical homogenization normally makes use of buffers or lysis solutions
just as chemical lysis normally requires that the sample contains small particles, which is normally created using a
homogenizer

A-2 — METHODES CHIMIQUES/BIOCHIMIQUES

Les méthodes chimiques ou biochimiques utilisent un tampon (ou un solvant)
de lyse pour accomplir I’'homogénéisation /désintégration de I’échantillon ;
Cette lyse /désintégration (bio)chimique peut étre assistée(aidée) par une
désintégration mécanique , mais un tampon (solvant) de lyse adéquat, peut a
lui seul rompre /désintégrer les parois et membranes cellulaires et
solubiliser/capter de facon efficace I'analyte d’intérét (et autres composants de
la matrice).

Un tampon adéquat doit par ailleurs posséder des propriétés/caractéristiques
physico (bio) chimiques (température, pH, force ionique, constante
diélectrique, viscosité....) compatibles avec une stabilité optimale de I'analyte.

C’est en fonction du résultat escompté (qualité de I'analyte), et de la nature de
I’échantillon de départ que la lyse (bio) chimique utilise différentes
combinaisons des parametres du tampon, dont les principaux sont : le pH, la
présence de détergents (surfactants), de chaotropes ou d’enzymes ; D’autres
additifs sont souvent inclus dans le tampon de lyse afin d’optimiser la stabilité
de I'analyte.



a-pH, Lyse alcaline

Lors de la lyse alcaline (pH basique), I'agent actif (lysant) et I'ion OH". Le
tampon de lyse contient de I’'Hydroxyde de Sodium (NaOH) et les ions OH-
réagissent avec la membrane plasmique en rompant les liaisons ester des
acylglycerol (phospholipides) de la membrane ce qui la perméabilise et la
désintegre ; Trés souvent le tampon alcalin est additionné d’un détergent
comme le SDS (Sodium DodecylSulfate) qui s’insére dans la membrane
fragilisée par les ions OH- et solubilise (détache) les protéines membranaires,
participant ainsi a la désintégration totale de la membrane.

Le pH utilisé est compris entre 11,5 et 12,5 et par conséquent 'analyte en
guestion doit étre stable dans ces conditions ; Cette méthodes est tres utilisée
pour extraire les acides nucléiques microbiens mais ne permet pas I'obtention
de protéines natives (fonctionnelles)

b- Détergents

Les detergents ou surfactants sont des composés organiques (de synthese ou
naturels) qui ont la propriété de rompre les interactions entre les interfaces
hydrophobes et hydrophiles. Puisque la membrane plasmique est une bicouche
lipidique constituée par I'association (non covalente) de molécules
hydrophobes et de molécules hydrophiles, les détergents s’inserent dans cette
structure et la désintegrent ; Les détergents sont capable de rompre les
interactions lipide-lipide, lipide-protéine et protéine-protéine, ils sont aussi
capables de dénaturer les protéines cytosoliques et former des micelles avec
ces protéines.



Lipid - denaturated hative

detergent- protein lipid - protein complex (membranes) solubilized Lipid-detergent
mixed micelles protein [native) mixed micelles
denaturating non-denaturating
detergent (SDS) detergent (Triton, TDOC, CHAPS)

Les détergents ont au moins deux propriétés fondamentales : une « téte »
hydrophile (soluble dans I'’eau, hydrosoluble) et une « queue » hydrophobe
(insoluble dans I'eau, liposoluble) . Ces caractéristiques structurales (chimiques)
des détergents leur permettent de s’insérer dans les membranes et de les
disperser (désintégrer) ; Tout les détergents ne sont pas chimiquement
équivalents et leurs actions different sur la membrane et sur les protéines .

Hydrophilic
Hydrophobic tail headgroup O+-\/\ +H
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Une caractéristique majeure des surfactants est la nature ionique ou non
ionigue de sa « téte » hydrophile. Les détergents ioniques sont plus efficaces
pour solubiliser la membrane et dénaturer les protéines ; Chez ces détergents
« téte » hydrophile comporte typiquement un groupe Sulfate (SO37) ou
Carboxyle (COO) pour les détergents anioniques ou alors un groupe
Ammonium (NH4*) pour les détergents cationiques.



Le SDS (sodiumdodecylsulfate) est un détergent anionique comportant une

« téte » Sulfate hydrophile et une « queue » hydrophobe formée de 12 atomes
de carbone (dodecyl ou lauryl) ; IL est utilisé non seulement dans les
laboratoires (en particulier pour isoler les protéines membranaires) mais aussi
dans les détergents domestiques.

Le CTAB (CetylTrimethylAmmoniumBromide) est un détergent cationique
utilisé lors de I'’extraction de I’ADN des plantes

Les détergents zwitterioniques possedent , en méme temps, des groupes
anioniques et des groupes cationique et leur charge électrique nette et neutre.

Le CHAPS (3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate) est
un détergent zwitterionique tres utilisé pour isoler des protéines a I'état natif
(non dénaturées)

Les détergents non ioniques ont une « téte » polaire mais non ionisée, comme
un glycoside (sucre) . lls ont tendance a étre moins « énergiques » (moins
puissants) et ne dénaturent pas les protéines bien que toujours capables de
désintégrer la membrane ; lls agissent en dispersant les molécules faiblement
associées. Parmi ces détergents on trouve le Triton , le Brij et d’autres.

c- Les Chaotropes

Les chaotropes sont des molécules capables de rompre les interactions faibles
intermoleculaires, comme les liaisons hydrogenes entre molécules d’eau ou
alors les interactions hydrophobes entre les protéines. Les chaotropes rompent
aussi les interactions faibles intramoléculaires et dénaturent les protéines et
sont souvent utilisés pour cela lors de I'extraction des Acides nucléiques (I’ARN
en particulier).

Les chaotropes les plus utilisés sont l'urée et les sels de guanidine ; Ces
composés sont utilisés a forte concentration ( 6 a 9 molaire)

O NH
I H HCI

C
HoN"~ “NH,



d- Les Enzymes

La lyse par les enzymes est une lyse biochimique. Des enzymes comme le
lysosyme, la lysostaphine, la zymolase, cellulase ,protease,pectinase et
glycanase sont toutes des enzymes commerciales et peuvent étre utilisées dans
différente instances.

L’avantage de la lyse enzymatique réside dans sa spécificité ; Le lysosyme est
par exemple utilisé pour la lyse bactérienne, la chitinase pour les levures et les
pectinases et cellulase pour les cellules végétales

La paroi cellulaire de levures, de champignons ou de végétaux contient
généralement un mélange de polysaccharides différents ,et sa
lyse/dégradation /perméabilisation nécessite un mix (cocktail/mélange)
d’enzymes de specificité differentes.

Les enzymes peuvent en particulier étre utilisées comme premiere étape de
traitement des cellules pour éliminer les composant de la paroi cellulaires
avant de désintégrer la membrane plasmique ; les cellules dépourvues de leur
paroi sont appelées protoplastes ou spheroplastes, et sont utilisables dans les
expériences de transformation génétique et peuvent étre facilement lysées
par le lysozyme ou autre méthode chimique .

e- Autres additifs (au tampon de lyse)

Tout tampon ou solvant de lyse , doit non seulement permettre la liberation
effective de I'analyte d’interet de ses attaches intracellulaire ,mais doit aussi
garantir une stabilité optimal a cet analyte une fois solubilisé dans le tampon.

La stabilité de I'analyte depent de sa nature chimique et est en particulier
critique pour les composés macromoleculaires tels que les protéines.

Le cytosol contient de grandes concentrations de solutés dans un
environnement réducteur. Lorsque les cellules sont rompues, les solutés se
trouvent rapidement dilués ce qui favorise leur diffusion, en particulier les sous
unités d’'une méme protéine peuvent se dissocier alors que d’autres perdent



leur cofacteurs ; Des stabilisateurs osmotique comme le sucrose ou le sorbitol
peuvent étre ajouté au tampon de lyse pour éviter la dissociation et la diffusion
des solutés faiblement associés.

Différentes méthodes d’homogénéisation entrainent l'introduction d’air dans
les homogénats, I'oxygene apporté change le statut redox du milieu et peut
provoquer I'oxydation des solutés (normalement a I'état réduit). Des composés
antioxydants comme le glutathion, le dithiothreitol ou le beta-
mercapthoethanol sont souvent ajoutés pour contrer I'effet néfaste des
oxydants

Lors de la preparation de protéines, il est important d’ajouter des inhibiteur de
proteases au tampon d’homogeneisation. En effet, la rupture des cellules libere
les proteases (et autres hydrolases) contenues dans les lysosomes des cellules
animales ou les vacuoles de cellules vegetales ou espace periplasmique
microbien.



A summary of extraction methods which are best used with different tissue.

Method Animal Animal Plant Plant Bacteria Yeast Fungi

tissue cell tissue cell (filamentous)
culture cultures

Osmotic shock n

Grind in liquid Nz n n n n n n n

Grind with acid washed sand n n n n n

Homogeniser, e.g., Dounce n n n n

Ultra sonicator n n n n

Blenders n n n n

Blenders with beads n n n n n n n

Polytron n n n n

Ballotini beads n n M n n

Compression/Expansion n n n

Freezing/Thawing n n n n

Enzyme treatment, e.g., lysozyme n

or lysozyme + detergents

Enzyme treatment, e.g., Lyticase n




3- Clarification de ’homogenat (lysat)

Aprés desintégration de 1’échantillon, 1’homogénat acellulaire contient des
fragments de membranes, éventuellement des organites cellulaires et bien sar
des molécules solubles, dont 1’analyte d’intérét. Les composants insolubles
doivent donc étre éliminés de 1’homogeénat et laisser place a un extrait
acellulaire liguide, clair et homogene, ne contenant que les composés solubles.
Cette opération, appelée clarification, et généralement réalisée grace a la
décantation/sédimentation assistée/accélérée par la centrifugation. Certains
homogenat de tissus végétaux ou animaux contiennent souvent de gros déebris
cellulaires ; Ceux-ci sont d’abord éliminés par filtration sur un morceau de
tissu (mousseline/gaze/pansement) avant de soumettre ’homogénat ainsi allégé
a la centrifugation. Le surnagent (liquide) de centrifugation est recupere , il
constitue I’extrait acellulaire (contenant I’analyte d’interet) qui va subir la suite
des operations constitutive de la strategie d’analyse.

L’extrait acellulaire peut étre soumis a une filtration de préférence stérilisante
(filtre de faible porosité : 45 ou 22 micron), et éventuellement additionné
d’agents stabilisants/conservateurs puis stocké ( le moins longtemps possible) a
faible tempeérature ( 4° a -80°C selon 1’analyte)

swinging-arm rotor
\

centrifugal force
i £ st

THE CENTRIFUGE

tube

armored chamber

sedimenting material
{

CENTRIFUGATION metal bucket
e

Many cell fractionations are done
in a second type of rotor, a
swinging-arm rotor.

The metal buckets that hold the tubes are
free to swing outward as the rotor turns.

CELL
HOMOGENATE —
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centrifugation

SUPERNATANT
— smaller and less
dense components

CENTRIFUGATION
—

PELLET
— larger and more
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Centrifugation is the most widely used procedure to sepdime
homogenate into different parts, or fractions. The homogenat
placed in test tubes and rotated at high speed in a gentrifu

(sometimes called an ultracentrifuge). Present-day ultracefilges
rotate at speeds up to 100,000 revolutions per minute agdcpr
enormous forces, as high as 600,000 times gravity.

At such speeds, centrifuge chambers must be refrigerated and
evacuated so that friction does not heat up the homogdimte.
centrifuge is surrounded by thick armor plating, since an
unbalanced rotor can shatter with an explosive release aevijyen
A fixed-angle rotor can hold larger volumes than a swiagimg-
rotor, but the pellet forms less evenly.




B- EXTRACTION

L’extraction effective (satisfaisante) d’un analyte a partir de sa matrice (a partir de I’échantillon),
consiste a « forcer » son transfert depuis la matrice qui le contient (phase donatrice de I'analyte),
vers une nouvelle phase (phase réceptrice de I’analyte) non miscible (ne se mélange pas) a la
premiére ; ce transfert se réalise jusqu’a ce que la répartition/distribution de I'analyte entre les deux
phases atteigne un équilibre. Le transfert n’est possible que si I'analyte en question posséde une
affinité physicochimique pour la phase réceptrice, supérieure a celle qu’il posséde pour la phase
donatrice (en d’autres termes, I'analyte est plus stable thermodynamiquement dans la phase
réceptrice).

Le transfert d’analyte peut, en principe, se réaliser directement entre les phases non miscibles
suivantes :

Depuis un solide vers un liquide, depuis un solide vers un gaz, depuis un liquide vers un liquide,
depuis un liquide vers un solide, depuis un liquide vers un gaz, depuis un gaz vers un liquide ou
depuis un gaz vers un solide.

Lorsque le transfert de I'analyte se fait vers une phase liquide, on parle d’extraction par le solvant,
et lorsque ce transfert s’effectue vers une phase solide, on parle d’extraction en phase solide.

Signalons au passage que I'opération d’homogénéisation d’un échantillon solide (mécaniquement ou
(bio) chimiquement) en présence d’une phase liquide (solvant ou tampon) constitue ,en méme
temps, une opération de transfert d’analyte (et autres solutés) depuis un solide vers un liquide ou
extraction solide/liquide , et que la libération passive de parfum par une rose constitue une
operation de transfert de molécules odorantes depuis un solide (la rose) vers un gaz (I'air
environnant) realisant ainsi une operation d’extraction solide/ gaz ...

Dans la mesure ou le premier objectif de notre stratégie d’analyse consistait en I'obtention de
I"analyte dans un échantillon liquide (acceptable par les instruments d’analyse), nous nous
intéresserons a extraire cet analyte directement par un solvant, ou alors ,par un solide dans un
premier temps , avant de le récupérer dans un solvant.

Remarque : Nous ne traiterons pas la distillation et I’"hydrodistillation.

B-I- 'EXTRACTION PAR LE SOLVANT

Pour illustrer I'extraction par le solvant, nous exposerons la théorie de I'extraction a partir d’'une
phase liquide (extraction liquide/liquide), sachant que I'extraction a partir d’un solide (extraction
solide/liquide) obéit au méme principe de I'existence d’une différence d’affinité physico chimique de
I"analyte vis-a-vis des deux phases (non miscibles) en présence.

Lors d’une operation d’extraction liquide/liquide, un soluté est mis dans une ampoule a décanter (ou
autre récipient adequat) en présence de deux liquide non miscibles, généralement une phase
agueuse et une phase organique ; Le systéme et mélangé/secoué (pour former transitoirement une
émulsion) puis laissé atteindre I'équilibre (séparation des phases) va se repartir/se distribuer entre
les deux phase.
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A l’équilibre le soluté (ou les solutés) se trouve(nt) réparti/distribué entre les deux phases dans des
proportions déterminées par une loi de partition (ou repartition) ou distribution de NERNST qui
stipule, qu’a température et pression constante, un soluté S va toujours se repartir (partitionner/se
distribuer) dans les mémes proportions entre un couple donné de deux liquides non miscibles ; Le
rapport des concentrations de soluté dans chacune des phases (chacun des deux liquides) a
I’équilibre défini un coefficient de partition (ou de distribution ) Kp,

[S],,,

Kn= —?._[S]:.

[Slorg €t [S]aq SONt les concentrations de soluté dans la phase organique et aqueuse respectivement
(plus généralement phase supérieure et phase inférieure ou phase extractante et phase d’origine), Kp
est indépendant de la concentration totale de soluté dans les deux phases . En pratique, un soluté
existe souvent sous differentes formes (especes) chimiques en solution produites par
dissociation(ionisation), protonation, complexation ou polymérisation, dans ce cas on definit la
constante D, appelée taux de partition ou de distribution avec

{CS}N?

D=,

Ou (Cs)org et (Cs)aq sont les sommes des concentrations de toutes les espéces chimiques de soluté
dans chacune des phases respectives ; par exemple si le soluté SH s’ionise dans la phase aqueuse et
pas dans la phase organique, on aura SHaq €>Saq” + Haq™ dans la phase aqueuse, et uniquement SHorg
dans la phase organique (car S” qui est chargé electriquement n’est normalement pas soluble dans la
phase organique et n’y est pas transferé), I'expression de D sera :

D= [SH]A[SH]+([S]}

Donc le parameétre D dépend des conditions expérimentales, c’est a dire de la réactivité du soluté
dans les deux phases (réactivité que I'on peut contréler en modifiant les caractéristiques
physicochimiques des phases), mais si cette réactivité est absente les parametres D et Kp sont
identiques.

Dans la suite du cours on considerera uniquement la situation ou Kp=D



D’aprés I'expression de Kd , on voit que plus le sa valeur est elevée plus le soluté est
guantitativement extrait/capté/recuperé dans la phase organique (superieure, extractante).

Une expression plus utile pour exprimer I'efficacité de I’extraction par le solvant est le taux
d’extraction E defini comme suit :

E= CorgVorg/ (CorgVorg+Caqvag) OU Corg= [Slorg , Cag= [Slag €t Vorget Vag €t SONt les volumes respectifs de la
phase organique et aqueuse

Aprés division par CoVo et utilisant la definition de Kpon obtient
E=KpV/(1+KpV) ol V=Va.e/Vorg le rapport des volumes de phase organique et phase aqueuse.

Pour une extraction en une seule étape, Kp doit étre grand, c.a.d = 10, pour une recuperation
quantitative( = 99%) du soluté dans la phase organique. Ceci est la consequence du rapport des
phases V, qui doit étre maintenu dans un intervalle pratique de 0,1<V <10.



B-EXTRACTION (SUITE)

B-1- Extraction par le solvant

B-1-1- Extraction Liquide/Liquide (ELL)
B-1-1-a Extraction simple/unitaire
Rappel :

Lors d’'une opération d’extraction par le solvant de type ELL, un soluté présent
dans une phase liquide de départ (phase extraite) est mis en présence d’une
deuxiéme phase liquide(phase extra tante) , non miscible a la premieére. Les
deux phases sont énergiquement mélangées (formation de micelles), pour
permettre un échange (une redistribution ou répartition) du soluté entre les
deux phases puis le systeme est laissé retourner a I’équilibre (reformation de
deux phases séparées).A la fin de I'opération, la phase
extractante(généralement organique) enrichi en soluté est récupérée et
éventuellement concentrée par évaporation.

mixing settling

shutterstock.com « 510367069

A l’équilibre le soluté se trouve reparti (distribué) entre les deux phases
conformément a son coefficient de partage Kd = ( [Slsup/[Slinf) OU sup et inf
désignent , respectivement, la phase supérieur (généralement organique,
notée o) et la phase inferieure (généralement aqueuse, notée a).

A une température donnée, Kd est indépendant de la quantité totale de soluté
en présence, et quelle que soit cette quantité elle se repartira toujours dans les
mémes proportions (pourcentages) entre les deux phases.

La fraction de soluté extraite par le solvant (sup ou o)



quantité totale de soluté extraite dans la phase organique

quantité totale de soluté dans les deux phases

_ CoVo _ 1
" CoVo+Cava _1 Va
1+Kd Vo

(Le taux d’extraction = EX 100 )
De la méme facon la fraction de soluté restante dans la phase aqueuse apres
extraction est

,_  CaVa 1
Covo+CaVa 1+KdYe
Va

Plus le Kd et /ou Vo sont élevés, plus I'extraction est efficiente. Cependant, si
le Kd est faible il serait nécessaire d’augmenter Vo pour avoir une extraction
satisfaisante, action qui présente un certain nombre d’inconvénients
(manipulation peu pratique de grands volumes de solvant organique, aussi bien
lors de son utilisation que lors de son recyclage, cout économique et
environnemental, sécurité...).

Une autre alternative pour améliorer le taux d’extraction d’un soluté de faible
Kd est la réalisation de plusieurs extractions successives, a partir de la méme
phase de départ (phase aqueuse), par des petites portions de phase
extractante (phase organique) ; Les portions de phase organique utilisées sont
ensuite réunies pour utilisation ultérieure : c’est I’extraction multiple
discontinue.

B-1-1-b- Extraction multiple
Le processus d’extraction multiple se déroule comme suit :

Considérons un soluté X de coefficient de partage Kd= 2, et présent a raison de
Q: = 300 g dans 100ml de phase aqueuse (inferieure), a extraire en une seule
opération par 100 ml de phase organique (supérieure)

Apres melange des phase et atteinte de I'equilibre le soluté se repartit entre les
deux phases a raison de (Q, g) dans la phase aqueuse et Q,= Q- Q,

Qt—Qa 300—Qa

Kd=2=—F§%— = —2— on deduit Q,= 100g et Q,= 200g

Va 100



Si Va=100 ml et Vo= 200 ml, on peut calculer Qa=60g et Qo= 240g ( Vo
augmente, Qo augmente).

Maintenant, si au lieu d’utiliser Vo =200ml en une seule fois nous la partagions
en deux portions de 100 ml chacune, et realisions deux extractions successives
selon le shema ci-apreés, la quantité totale de soluté extraite apres les deux
operations se trouve augmentée ( 267g au lieu de 240g) :

200miL
solvent 2

It is more efficient to carry o
two extractions with 1/2 volumr
of extraction solvent than one
large volume!

Donc I'augmentation du nombre d’extractions permet d’augmenter le taux
d’extraction, tout en utilisant moins de solvant.

Dans le cas général, considerons Qt grammes d’un soluté, presente
initialement dans Va ml de solvant aqueux, a extraire par des portions
successives et égales (pour simplifier) Vo de solvant organique, nous avons :

Kd= Co/Ca; Qt=Qa+Qo ; Qa=CaVa; Qo=CoVo
Apres le premier équilibre (la premiere extraction)

La fraction ,notée E’, de soluté restante dans la phase aqueuse :

E' = Qal _ CalVa _ Va Va
~ Qt CalVa+ColVo Va+VOCL1 Va+Kd.Vo

Va
Va+KdVo

Et Q a,1=Qt ( )



La deuxieme extraction est identique a la premiere , sauf que Qt, qui est la
quantité initiale de soluté, est remplacée par Qal, la quantité restante dans la
phase aqueuse apres la premiere extraction ; Alors, par analogie (en repetant
le méme raisonnement que precedement) on a :

_ Va _ Va 2
Qa2=Qa,1 (Va+Kd.Vo) - Qt(Va+Kd.Vo)

De la méme facon, apres n extraction :

Va
Qa,n = Qt (Va+Kd.Vo

Qt=Qa,n+ Y-, Qo0

)” , Qt etant la quantité initiale de soluté en presence,

*1Qoi =Qol1+Qo2+Qo3+.....+Qon

La quantité de soluté extraite par le solvant organique aprées n extractions est

r,Qoi=Qt-Qa,n=Qt-Qt (V—a)” =Qt (1- (V—a)”) et la fraction

Va+Kd.Vo Va+Kd.Vo
de soluté extraite est :

E= (1 (Jareays)”

Plus le nombre d’extraction augmente plus la quantité (ou la fraction) de soluté
extraite augmente (de fagon exponentielle) ; Normalement , quelques cing
extractions doivent étre suffisantes, sinon il faudrait utiliser un solvant plus
favorable ( permettant un Kd superieur).

B-1-1-c- Pratique de la LLE

La selectivité et |'efficience de la LLE est fortement influencée par le choix des
deux phases non miscibles.Le solvant organique (extracteur) doit repondre a
certain critéres, tels que :

-faible solubilité dans la phase aqueuse (typiguement < 10%)

-Volatilité elevée afin de faciliter son evaporation et la concentration de
I’échantillon



-haut degre de pureté (pour eviter la concentration des impuretés lors de
I’evaporation)

-Compatibilité avec les techniques d’analyses prevues (en particulier les
méthodes de detection)

-Polarité relative et capacité de former des liasons Hydrogene, ce qui permet
une meilleur extraction (augmentation du Kd)

D’autre part, le kd peut étre influencé par d’autres facteurs affectant la
reactivité du soluté d’interet dans I'une ou I'autre des deux phases (rappelez
vous le taux de distribution D), tels que le pH, la complexation, la formation de
paires d’ions....

Water \
Acetic Acid Polar
Ethyleneglycol
Methanol

Ethanol
Isopropanol
Pyridine
Acetonitrile
Nitromethane
Dichylamine
Aniline
Dimethylsulfoxide
Ethylacetate
Dioxane

Acetone
Dicholoroethane
Tetrahydrofuran
Dicholoromethane
Chloroform
Diethylether
Benzene

Toluene

Xylene
Carbontetrachloride
Cyelohexane
Petroleum ether
Hexane W
Pentane

Non-polar




Deux approches distinctes sont possible pour une LLE, le mode dicontinu,
durant lequel un equilibre est atteint entre les deux phases, et le mode continu
durant lequel I'équilibre pourrait ne pas étre atteint.

La LLE discontinue est celle réalisée dans une fiole a decanter (voir plus haut) ;
En fonction du Kd (normalement suffisament grand), I’extraction est unitaire
ou alors multiple.

Dans certain cas la cinétique de distribution du soluté entre les deux phases est
lente (Kd faible) et le choix d’une LLE continue s’'impose ; Dans ce cas deux
dispositifs differents sont utilisables selon que le solvant extracteur
(normalement organique) est plus dense ou moins dense que la phase a

extraire.
(A)H
i /= <— Coolant | /=« Coolant
=
PN
. w‘ater T /]
//'/ !_s_ .,-'"’) r
/J" ;)\fi water l
Heat Thell
v e
Heat
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FIGURE 6,16 Two contimsous liquad—liquid extractors, 10035

one for a solvent heavier than water (A) and the other for a

solvent ghter than water (B)

Cette approche est utilisée pour extraire de larges volumes de phase aqueuse.
Dans ce cas du solvant organique frais est chauffer a ebulition, condensé puis
forcer a percoler de fagon repetitive a travers la colonne de phase aqueuse
contenant le soluté. Le processus dure normalement plusieurs heures (6 a 24h)
et permet des concentration apreciables de I'échantillon en soluté, apres quoi

le ballon a solvant et recuperé et le solvant evaporé.
B-1-2- Extraction Solide/Liquide (SLE)

Comme nous l'avions indiqué precedement, ’lhomogeneisation d’un
échantillon solide en presence d’une phase liquide constitue une operation



d’extraction solide liquide, la phase liquide pouvant étre aqueuse ou
organique ; Dans ce cas aussi les deux phases (solide et liquide) ne sont pas
miscibles et les solutés se repartissent (partitionnent/ se distribuent) entre les
deux phases conformement a leur coefficient de partage Kd ; la théorie du
partage demeure la méme que dans la LLE.

La SLE peut aussi étre realisée en mode unitaire ou multiple, de facon
discontinue ou continue.

L’homogeneisation en presence d’une phase liquide constitue un exemple
classique de SLE discontinue (unitaire ou multiple), nous nous contenterons de
considérer 'exemple comme acquis.

La SLE continue est souvent utilisée pour extraire les solutés thermostables a
partir de divers échantillon solides a I'aide d’un dispositif appelé SOXHLET.

Lors de d’un SLE dans un soxhlet (voir schema ci apres), un échantillon solide
finement divisé est placé dans une cartouche filtrante (numero 4). Un dispositif
ingenieux permet I'evaporation (ballon 1) puis la condensation ( 3 et 9) du
solvant extracteur (faible point d’ebulition) qui est ensuite ammené a percoller
(de facon repetitive) a travers I'’échantillon (4) en emportant le soluté avec lui
avant de revenir (6 et 7) dans le ballon (1) a solvant. Plusieurs cycle
d’evporation/ condensation/ extraction sont réalisés sur une durée de 6 a 24h (
voir video).



Représentation schématique d'un extracteur de Soxhlet : 1 Agitateur
magnétique 2 Ballon a col rodé 3 Retour de distillation (tube d'adduction) 4
Corps en verre 5 Filtre 6 Haut du siphon 7 Sortie du siphon 8 Adaptateur
d'expansion 9 Condenseur 10 Sortie de |'eau de refroidissement 11 Entrée de

I'eau de refroidissement



D-PRECIPITATION DES PROTEINES
D1-Les proteines

Les protéines sont des macromolécules biologiques . Ce sont des les molécules organiques les plus

abondantes dans les cellules, elles en constituent souvent plus de 50% du poids sec. Elles jouent un

role primordial dans la structure et la fonction cellulaire et constituent le mode d’expression majeur
de I'information génétique portée par I’ADN (acide désoxyribonucléique).

Les Protéines sont des biopolymeéres, molécules formées par la condensations (par liaison covalente
= liaison amide= liaison peptidique) en nombre et nature variable d’une vingtaine d’acides aminés de
la série L ; Cette condensation est « programmeée » par l'information codée dans I’ADN (géne) et
produit une chaine polypeptidique dont la séquence (nombre, nature et ordre d’enchainement)
d’acides aminés est spécifique( structure primaire) et répond a la regle fondamentale de la biologie
moléculaire : un géne /une chaine polypeptidique.

Ac, Am, A Am, 2 Ac.AM. 3 Ao, Am, 4

Hati*- CH S =pli- CH = =N+ CH 2 &= - CH

Extrémiteé N-terminale Extrdrmute C-termunale
Tétrapeptide

Une protéine peut étre constituée par une ou plusieurs chaines polypeptidiques, identiques ou
différentes. Dans tous les cas ,la ou les chaines polypeptidiques, caractérisées chacune par sa
structure primaire, ne sont pas stables en solution aqueuse (milieu naturel des protéines) dans leur
état d’extension maximale , ce qui provoque leur repliement ou réorganisation spatiale en vue
d’atteindre un état thermodynamique stable (d’énergie minimale), correspondant le plus souvent a
leur état ,ou conformation, dite native et fonctionnelle.

Le processus de repliement des chaines polypeptidiques, comme leur éventuelle association, est un
processus hiérarchisé qui obéit a un déterminisme double : génétique (la structure primaire) et
physicochimique (interactions avec le milieu environnant).

Ainsi, une chaine polypeptidique, en fonction de sa structure primaire (définie par le géne
correspondant) , des contraintes (physiques) au rotations imposées par la liaison peptidique et par
I’existence de possibilités (chimiques) de formation de ponts (liaisons) hydrogéne entre les
substituants des liaisons peptidiques voisines, cette chaine polypeptidique adopte une
réorganisation spatiale « locale » en hélice a ou en feuillet B, appelée structure secondaire. Une
chaine polypeptidique peut comporter une ou plusieurs structure secondaires du méme type ou de
différents types ;Ces structures secondaires peuvent se réorganiser en structures tertiaires grace a
I'interaction (liaison H, Van der Waals, ioniques...) entre différentes partie de la chaine
polypeptidique.

Plusieurs chaines polypeptidiques identiques ou différentes, ayant acquis une structure tertiaire,
peuvent s’associer en une protéine multi (ou oligo)mérique caractérisée par sa structure quaternaire.

Une protéine est normalement active avec le niveau structural tertiaire ou quaternaire.



CH;—~OH 0= CH; H,C
Hydrogen bond
between side chain

and carboxyl oxygen s HC

H o Hydrophobic
N interactions
OH - = N-—CCH.
% (van der Waals
H interactions)
Hydrogen bond between

A noter que le seul type de liaison covalente participant a la stabilisation de la structure
tridimensionnelle (3D) des protéines est le pont( liaison) disulfure, ce dernier est normalement
spécifié dans ce qu’on appelle la structure covalente d’une chaine polypeptidique , a la différence de
la structure primaire qui ne tient compte que des liaisons peptidiques. La structure 3D des protéines,
ou conformation native (fonctionnelle), est donc essentiellement stabilisée par des interactions

(électrostatiques) faibles intramoléculaires, identiques a celles existantes entre molécules d’un état
condensé de la matiere.

(1) Primary structure

(3) Tertiary structure drawn in two ways
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B-Sheet (pieated sheet)

Lors du processus de repliement d’une protéine en milieu aqueux, I'interaction des chaines latérales
des résidus aminoacyles constitutifs entre eux et avec les molécules d’eau ,fait que la majorité des
chaines latérales hydrophobes se trouvent confinées a I'intérieur du globule protéique, en I'absence
de molécules d’eau et en interaction entre elles par des forces de LONDON (Van Der Waals), alors
gue les chaines latérales hydrophiles se trouvent rejetés (en majorité) a la surface du globule
protéique au contact des molécules d’eau et autre co-solutés polaires . Certaines contraintes
(physiques) stériques compliquent cependant cette situation idéale, si bien que la surface du globule
protéique obtenu se présente en réalité sous forme d’'une mosaique constituée de plages



polaires(hydrophiles) et de plages apolaires ( hydrophobes) ; L’abondance relative de ces plages
polaires et apolaire dépend de la localisation cellulaire de |la protéine et de sa fonction.

La structure « électrique » de la surface proteique, i.e la nature des chaines laterales des residus
aminoacyl de surface, conditionne en grande partie la charge electrique nette de la proteine et sa
polarité et par consequent sa solubilité dans son milieu environnant aqueux et sa fonctionnalité

D-2-SOLUBILITE DES PROTEINES

La solubilité des protéines dépend de la taille de la protéine et de sa structure , de sa polarité et des
parametres physicochimiques du solvant. La solubilité d’une protéine peut donc étre modulée en
modifiant les propriétés électriques de la protéine par modification des parametres
physicochimiques du solvant.

Sl I'on se limite a un solvant aqueux, la solubilité d’'une protéine sera fonction de :
-interactions polaires avec le solvant aqueux

-interactions ionigues avec les ions (sels) en solution

-interactions électrostatiques (attractives et répulsives) entre molécules de protéines

Toutes ces interactions vont dépendre de la température (agitation thermique dispersive),le pH du
milieu (ionisation des groupement acidobasique sur la protéine), de sa force ionique (sels) et de sa
constante diélectrique (pouvoir de d’'amortissement des forces attractives entre charges de signes
opposés).

La maitrise, la compréhension et la modulation de la solubilité d’'une protéine peut servir plusieurs
objectifs :

-biochimiques : formulation de médicaments a base de protéines hautement concentrées

- médicaux : compréhension (pour éventuelle modulation) de la pathogénicité de certaines maladies
telles que I’Alzheimer, Creutzfeldt-Jakob ou Parkinson

-biotechnologiques : la production et purification de protéines recombinantes

-analytiques : préparation d’échantillon biologiques déprotéinisés lors de la purification et/ou le
dosage d’autres molécules (acides nucléiques , métabolites.....).

Dans les deux premiers cas, c’est I'augmentation de la solubilité qui est recherchée alors que dans
les deux derniers cas c’est la diminution de la solubilité ,donc la précipitation, qui est recherchée.



D-3-PRECIPITATION DES PROTEINES

Comme indiqué plus haut, la précipitation des protéines peut avoir deux objectifs opposés :éliminer
les protéines d’un échantillon ou alors récupérer les protéines et éliminer le reste des composants de
la matrice.

Dans le premier cas, les protéines sont traitées par des conditions physicochimiques extrémes, qui
provoquent une perte irréversible de la structure tridimensionnelle (native et active) de la protéine,
c’est la dénaturation des protéines, ce qui permet d’obtenir un agrégat solide (un précipitat) de
protéine (sous forme de ce qu’on appelle pelote statistique) inactive ; Le précipitat est ensuite
éliminé (écarté) par centrifugation ou filtration.

Dans le deuxiéme cas, I'objectif pourrait étre d’obtenir des protéines inactives pour, entre d’autres
objectifs, quantifier (doser) les protéines totales dans un échantillon, pour déterminer leur structure
primaire ou leur poids moléculaire ; Ces déterminations ne nécessitent pas d’avoir une protéine
biologiquement active et peuvent étre effectuées aprés un traitement drastique(dénaturant) des
dites protéines .Cela n’est pas le cas si le but de la précipitation est d’avoir une protéine active, et le
procédé utilisé pour précipiter la protéine doit étre réversible, c’est-a-dire que la protéine précipitée
doit garder sa structure 3D native ou du moins que sa dénaturation partielle soit réversible
(renaturation) moyennant une modification des conditions du milieu.

Remarque : Dans tous les cas la précipitation d’une protéine a partir d’une solution , tout comme
I’extraction par le solvant ou en phase solide, correspond a une opération de transfert d’un soluté
(dans ce cas une protéine) a partir d’une phase initiale liquide vers une phase non miscible, dans ce
cas solide (= précipitdt) , avec la particularité que a la différence de I'extraction par le solvant ou la
SPE, la phase solide réceptrice (le précipitdt) est ,au départ, virtuelle est apparait au fur et a
mesure de I'opération.

3-1-Précipitation isoélectrique des protéines

Les protéines sont des polyacides amphoteres, les chaines latérales des résidus aminoacyls
ionisables (Glu, Asp,Lys,Arg , His) contribuent au caractéres acidobasique de la protéine et a sa
charge électrique nette a un pH expérimental donné ; Ces parametres déterminent la solubilité de la
protéine en fonction du pH.

Exemple : Si on considére un peptide comme exemple de polyacide

I+-I3N-CH-CO-NH-(IZH-CO-NH-(|:H-CO-NH-CH-CO-NH-CH-COOH
| | |

(CHy)y  CH Sy (CH),  (CHy),

|
NHy CH;CHg @NH COOH  SCH3
+HN:J"
Pentapeptide Lys-Val-His-Glu-Met |

A pH acide les bases faibles NH2 sont protonisées en NH3 et les acides faibles COOH sont aussi
protonisés. Au fur et a mesure que le pH augmente ces groupements libérent leur proton ; Donc au
départ le peptide est sous forme P3*



P3*¢> P2 ¢ P ¢>P%>P' les peptides P?*, P, PO et P sont amphotéres et peuvent se comporter
en acide ou en base.

Le profil de solubilité en fonction du pH varie en fonction de la protéine et se présente généralement
comme suit :
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Comme signalé plus haut, une protéine possede plusieurs groupements ionisables qui, en fonction de
leur pK respectifs et du pH du milieu, seront porteurs de charges électriques positives ou négatives ;
Pour chaque protéine, il existe une valeur du pH expérimental pour laquelle la protéine est porteuse
d’autant de charges positives que négatives, c’est le pH isoélectrique de la protéine (pl ou pHi). En
deca du pHi (gauche du schéma) la majorité de ces groupements est protonisé (captent un proton)
et seront de charge neutre ou positive et la protéine est globalement de charge positive. Au-dela du
pHi la majorité des groupements est déprotonisée (libération de proton) et ces groupements seront
électriquement neutres ou porteur d’une charge négative, la protéine sera globalement chargée
négativement.

La variation de la solubilité en fonction du pH expérimental reflete donc la prépondérance, de part et
d’autre du pHi, des forces de répulsions électrostatiques entre molécules de protéines de charge
électrique de méme signe, ce qui augmente la solubilité ; Ces interactions répulsives sont minimales
au niveau du pHi et la solubilité diminue. Ce phénomeéne est appelé précipitation isoélectrique et
permet, a priori, de purifier une protéine en amenant le pH expérimental au pHi de la protéine,
cependant, dans un mélange de protéines, des interactions hétérogénes perturbent la spécificité de
la précipitation et des agrégats hétérogénes de protéines sont formés par précipitation

(Rem. Struct.l, 3D, charg.elec)
La précipitation isoélectrique peut étre améliorée par ajout modéré de sels dans le milieu. (Schéma)
3-2-Précipitation par les sels

La solubilité d’'une protéine en solution aqueuse dépend de la concentration en sels dissous, c’est-a-
dire de la force ionique

I—1 Ci.Zi2
—Ez 1. 41



Ou Cireprésente la concentration de chaque ion i et Zi2 correspond a la charge électrique de l'ion i .

La solubilité des protéine varie en fonction de la nature des ions en solution, de leur concentration et de leur
charge électrique ; En général le profil de solubilité se présente comme suit

L

Solubilité

. Protéine

lon

Solubilisation
saline

Précipitation
saline

>

Concentrationen sel

a-Salting in

Dans l'intervalle de concentration en sels allant de 0 a 0,5 M, la solubilité de la proteine augmente
avec la force ionique (concentration en sels) : c’est le Salting in (solubilisation) ; Dans ces conditions
les ions salins (en quantité modérée) se lient avec les charges électriques de signe opposé sur la
surface protéique, ce qui favorise I’hydratation (I’adsorption de molécules d’eau, formation d’une
coque d’hydratation) de la protéine et diminue les interactions attractives entre molécules de
protéines.

Signalons (voir schema) que la solubilité de la proteine diminue a faibles concentrations en sels, cela
se produit lorsque le milieu aqueux est dilué ou lorsque la solution proteique est dialysée contre un
tampon hypotonique. Cela pourrait étre intéressant pour précipiter notre protéine d’intérét ou alors
des protéines interférentes au cours d’un processus de purification.

b-Salting out ou relargage

L'augmentation excessive de la force ionique provoque une diminution de la solubilité et la
precipitation des protéines ; Ce phénomeéne est appelé salting out ou relargage et consiste en fait en
une exclusion des protéines de leur environnement aqueux.

C’est un procédé facile, peu couteux et tres utilisé, tout a fait au début des protocoles de purification
des protéines ; Il permet non seulement I'élimination éventuelle d’interférents de toutes
sortes(protéines et autres molécules) mais aussi d’éliminer I’excés de solvant et d’obtenir la protéine
a I’état concentré.



Le salting out résulte lorsque les ions salins en excés séquestrent la majorité des molécules d’eau,
privant ainsi la protéine de sa coque d’hydratation ; Cela conduit au démasquage des plages
apolaires a la surface des molécules de protéines, plages qui vont avoir tendance a s’associer entre
elles par des interactions hydrophobes (LONDON) conduisant a I’agglutination des protéines.

Le salting out est donc largement dépendant de la richesse de la surface protéique en plages
Hydrophobes, richesse qui augmente généralement avec la taille de la protéine.

Le sel le plus utilisé pour le salting out des protéines est le sulfate d’ammonium, car il est un
précipitant assez fort, trés soluble dans I'eau, peu cher et ne dénature pas les protéines ; les
protéines précipitées par le sulfate d’ammonium peuvent étre re-solubilisées dans un tampon
adéquat et retrouvent leur conformation native

3-3-Précipitation par les solvants organiques

L’addition d’un solvant organique miscible avec I'’eau, comme I'éthanol ou I'acétone, diminue la
solubilité des protéines ; Cela est d{ a la diminution de la constante diélectrique du milieu et donc de
son pouvoir de s’opposer au forces attractives(F) entre charges électriques de signes opposés
portées par les molécules de protéines.
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Ou € est la constante diélectrique du milieu (elle est a 25°C de 78,5 pour H,0, 24,3 pour I'éthanol, 33
pour le méthanol)

Par ailleurs la miscibilité du solvant organique avec I'eau est due a la formation d’interactions
polaires entre les molécules de solvant organique (polaire) et molécules d’eau, ce qui conduit a un
appauvrissement de la coque d’hydratation de la protéine d’ol son exclusion/relargage du milieu
aqueux, et donc sa précipitation.

Comme pour le relargage par les sels, la précipitation ou I’exclusion des protéines par ajout de
solvant organique est d’autant plus facile que la taille de la protéine augmente

3-4-Precipitation par les polymers inertes

Les polymeéres hygroscopiques tels que le polyethylene glycol (PEG, HOCH,(CH,0CH,),CH,OH) sont
des composés trés hydrophiles, qui lorsqu’ils sont ajoutés a une solution protéique provoque
I’exclusion et la précipitation des protéines par un mécanisme analogue a celui d'un exces de sels.



C- L’EXTRACTION EN PHASE SOLIDE (SPE)

L’extraction en phase solide (SPE) est une technique de préparation de
1I’échantillon, plus récente que la LLE, mais trés populaire et de premicre
importance pour isoler, enrichir ou éliminer un composé présent dans une
matrice complexe.

Comme dans le cas de la LLE, la SPE consiste en un transfert plus ou moins
sélectif d’un soluté, depuis une phase liquide ou gazeuse (Extraction
liquide/solide ou extraction gaz/solide) vers une phase solide. Le transfert est
une opeération de distribution/partition du soluté entre deux phases non miscibles
(une fluide et une solide) en fonction de 1’affinité relative du soluté pour
chacune des deux phases ; Cette distribution est gouvernée, comme pour la LLE,
par une constante ou coefficient de partage Kd

Kd=[S]¢/[S]¢ ou [S] est la concentration de solute a la surface de la phase
solide (s) ou dans la phase fluide (f, liquide ou gaz).

L’affinité relative du soluté vis-a-vis des deux phases est déterminée par sa
polarité relative, et par la nature et les capacités absorbantes de la phase solide ;
Le soluté interagit avec la surface de la phase solide par 1’intermeédiaire de
liaisons hydrogene, interactions dipolaires, forces de London ou interactions
ioniques.

En général les phases solides (ou adsorbants) utilisés en SPE peuvent étre
groupés en trois classes :

- Les phases normales
- Les phases inverses
- Les phases échangeuses d’ions

La majorité des phases solides sont basees sur des particules de silice
(particules de formes irrégulieres et de diametre allant de 30 a 60 micron)
porteuses de groupements silanol( —Si-OH) a leur surface.
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Ces groupements silanol peuvent étre substitués (liés a, greffés par) d’autres
groupements fonctionnels modifiant ainsi leurs propriétés absorbantes (de
rétention) :

groupement silanol

4 CH,
|

/’_
Si - OH Si - O - Si - CH,, - (CHyp),g - CHg
“~__ silice non modifiée |
Sili ffe ilane
/_ ilice graiiee aorganosianes C H3

Si- NH - (CHyp), - OH

Silice substituée par des fonctions amine
Q— Si-O-CH, - (CHy),g - CHy
Si- O - (CHp), - OH

Silice greffée par une chaine aliphatique & 18 carbones
\-——-- Silice substituee par des fonctions hydroxylees

Remarque : en plus des adsorbants basés sur la silice , certains sont a base
d’alumine (AI203) , florisil (oxyde de magnesium et silicium) ou autres
polymeres macro reticulés

La nature des groupements fonctionnels déefinissent la classification de la
phase solide (voir quelques exemples dans le tableau ci-apres) :

-Les adsorbants en phase normale : ont des groupes fonctionnels polaires de
type cyano,amino, alcool (ou diol) ; Ces groupes retiendrons/adsorberons les
molécules polaires .

-Les adsorbants en phase inverse : ont des groupes fonctionnels apolaire de
type octadecyl (Cis), octyl (Cs) et méthyl (CHz) ; Ces groupes sont apolaires
et retiendrons les molécules apolaires.

-Les adsorbants échangeurs d’ions : ont des groupes fonctionnels porteurs
d’une charge électrique nette (entiere) positive ou négative de type acide
sulfonique (SO37) ou ammonium (N+) ; Ces groupement retiendrons les
molécules ions de signe opposeé.



Silica base Silica base Silica base
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F'ﬂ ] E4 Solid-phase extractants utilizing nonpolar, polar, and electrostatic interactions.

{Adapled from N. Simpson, Am. Lab., August, 1992, p. 37. Reproduced by permission of American
Laboratory, Inc.)

Table 2. Typical SPE sorbents and interaction mechanisms

Sorbent Polarity Interaction mechanisms
Silica SiO, Polar Adsorption;
H-bonding
Florisdl, MgSiO, Polar H-bonding
alumina ALO, Polar H-bonding
Bonded phases (modified silica)
-CH., (C18 or ODS) Nonpolar Van der Waals interactions
-C.H,, (C8 or octyl) Nonpolar Van der Waals interactions
-C.H, (phenyl) Nonpolar Van der Waals interactions
and x-x
interactions
-(CH,),CN (cyanopropyl) Polar Polar interactions;
H-bonding
-(CH,),NH, (aminopropyl) Polar H-bonding
-{CH,),C,H.SO.H lonic Cation exchange
-{CH,),N(CH,),CI lonic Aniol  wchange

PRATIQUE DE LA SPE :

Un dispositif de SPE peut avoir différents formats, chacun avec ses avantages
et avec ses limitations, en fonction du nombre d’échantillons a traiter, de la
nature de I’échantillon et de son volume.

Le dispositif le plus courant est un conteneur (un barillet) en plastique
(polypropylene) de type seringue (voir schéma ci-dessous) dans lequel le
matériel adsorbant (la phase solide, 50mg a 10g) est tassé (empaqueté) sous
forme d’une cartouche de quelques centimeétres de hauteur, la taille de la
seringue est choisie de fagcon a ce que un espace vide suffisant est laissé au-
dessus du lit d’adsorbant , espace qui va recevoir 1I’échantillon liquide
contenant le soluté ainsi que les différents solvants utilisés dans la suite des
opérations.



D’autres dispositifs sont disponibles pour accommoder des échantillons de
volumes variables, voir des micro volumes ou des échantillons gazeux (voir

ci-apres)

Syringe Barrel —

Prefilter
(Optional}

Holder

i d
(B}
Gradad-dansity
E-_raﬁher
Pipette Tip |
Extraction
disk
Single Sorbent ——
Extraction
Disk
Manifold System
e f
Stainless
stesl rod EPEW
= T
Fiber Syringe Plunger ?' PDMS Glass
needle (c) Cap

Figure 4.1. SPE devices. (a) Typical syringe barrel cariridge design. (b) Typical SPE disk configuration. (c) Schematic diagram of a
96-well SPE extraction plate system (3M Corp.). (d) SPE pipette tip. (e) SPME syringe assembly. (f) Coated stir bar.

Quel que soit le dispositif utilisé, 1’échantillon liquide (et les différents
solvants utilisés dans le protocole opératoire, voir plus loin) est forcé a
percoler a travers le lit de phase solide par pression positive a ’aide d’un



piston ou alors par pression négative/succion grace a une pompe a vide , les
solutés, dont celui d’intérét sont alors retenus par la phase solide , d’ou ils
pourront étre détachés plus ou moins sélectivement (voir plus loin).
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Figure 4 1
Solid phase extraction using a cartridge
and a smgle side-arm flask apparatus
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Figsurc 4.2
Vacuum mamfold for solid phase exuactuion of muluple
cartridges. Reproduced by permission of Intermational
Sorbent Technology Ltd
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Figure 4.2. SPE apparstux: (a) prossurization, (b) vacuom, (¢) centrifugation, and (d) vacoom manifold



ETAPES D’UNE SPE

Indépendamment du format (cartouche, filtre, pipette..) et du type (phase
normale, inverse ou échange d’ions) de SPE, il existe deux types de stratégies
générales pour enrichir un échantillon en un composé d’intérét :

-adsorber /retenir sur la phase solide les composes interférents alors que le
soluté d’intérét est non retenu et passe librement a travers le dispositif.

-adsorber/retenir le soluté d’intérét sur la phase solide alors que les composés
interférents ne sont pas retenus et passent librement a travers la phase solide.

La premiere stratégie est choisie lorsque le soluté d’intérét est présent a forte
concentration dans 1’échantillon. Lorsque le soluté d’intérét est présent a faible
concentration, ou alors lorsque plusieurs solutés de polarités différentes sont a
isoler c’est la seconde stratégie qui est privilégice

Une fois la stratégie choisie, le mode opératoire comporte cing étapes, que nous
allons décrire pour la deuxieme stratégie ; Chaque étape est caractérisee par la
nature et le type de solvant utilisé qui, en retour, dépend des caracteristiques de
la phase solide et celles de I’échantillon.

Step 1: Wetting of sorbent Step 2° Conditioning of sorbent Step 3: Loading cf sample  3tep 4. Inderferance alution Step 5: Analyte elution
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l‘lgun‘ 3.4 The five stages of operation of solid phase extraction. From Dean, J. R.,
Exin v Meth for Environmental Analysis, Copynight 1998, © John Wiley & Sous
Limos J Reproduced with permission

Etape 1 : Imbibition/solvatation ( wetting)de I’adsorbant, étape qui permet
d’exposer les groupes fonctionnels a la surface de I’adsorbant et assurer un
contact optimum avec 1’échantillon , ainsi que 1’élimination d’éventuelles bulles
d’air qui pouvaient &tre emprisonnées par la phase solide.

Etape 2 : Conditionnement/équilibration (conditioning ) de 1’adsorbant, étape
durant laquelle un solvant ou un tampon (volume généralement 5 a 10 le
volume de 1’adsorbant), de composition similaire a la phase liquide a extraire,
est percolé a travers I’adsorbant ; Cela permet de saturer la phase solide en



molécules de solvant et accélérer I’atteinte de 1’équilibre de distribution des
solutés entre les deux phases

Etape 3 : Chargement /adsorption (loading) de 1’échantillon, étape au cours de
laquelle I’échantillon (liquide) est forcé a percoler a travers la phase solide grace
a une pression positive par un piston ou alors par pression négative par succion a
I’aide d’une pompe.

Remarque : Au cours de cette étape, et comme nous avons choisi d’illustrer la
deuxieme stratégie (voir plus haut), le soluté devrait étre sélectivement retenu
par I’adsorbant, préférentiellement a d’autres composant de la matrice
cependant cette situation idéale est rarement réalisée car des molécules
(interférents) de propriétés similaires a celles du soluté d’intérét sont souvent
présentes et peuvent aussi étre retenues.

Etape 4 : Lavage (washing) des interférents en percolant a travers la phase
solide, plusieurs volume d’un solvant /tampon (force supérieure a celle du
solvant d’équilibration) capable de détacher/désobéir et entrainer les interferent
adsorbés a la phase solide mais sans affecter 1’adsorption du soluté d’interét.
Cette étape est fondamentale et sa réussite dépend de 1’affinité relative
(différentielle) du soluté d’intérét et des molécules interférentes pour la phase
solide et du choix du solvant/tampon de lavage.

Etape 5 : Elution/désorption du soluté d’intérét, étape au cours de laquelle le
soluté d’intérét toujours adsorbé a la phase solide, est désorbé/détaché de la
surface de celle-ci par un solvant/tampon adéquat, notamment de force
supeérieure a celle du solvant utilisé lors de 1’étape de lavage ; Le volume de
solvant utilisé pour 1’¢élution doit étre minimisé afin d’achever une meilleure
concentration du soluté d’intérét.

Choix du solvant

Le choix du solvant influence directement la rétention / adsorption du soluté par
la phase solide et son élution subséquente, et c’est la polarité du solvant qui
détermine sa force (c’est-a-dire sa capacité a eluer/désorber /détacher un soluté a
partir de la phase solide dans un volume minimal). La force relative de certains
solvants utilisés en SPE en phase normale ou phase inverse est donnée dans le
tableau suivant :



Table 3.2 Solvent strengths for normal and reversed phase sorbents. From Dean, 1. K.,
Extraction Methods for Environmental Analysis, Copyright 1998. © John Wiley & Sons,
Limited. Reproduced with permission

Solvent strength for normal Solvent strength for reversed
phase sorbents phase sorbents
Weakest Hexane Strongest
[so-octane
Toluene
Chloroform

Dichloromethane
Tetrahydrofuran
Ethyl ether
Ethyl acetate
Acetone
Acetonitrile
Isopropyl! alcohol
Strongest Methanol
Water Wealkest

Bien évidemment, cette classification correspond a une situation idéale car, en
pratique, on a souvent recours a un mélange de solvant pour achever un
enrichissement adéquat de 1’échantillon en soluté d’intérét.

En ce qui concerne la SPE par échange d’ions, la « force » du solvant, qui dans
ce cas est un tampon aqueux, est en fait déterminée par son pH et/ou sa force
ionique (concentration en ions) par rapport au pK du soluté d’intérét (son état
d’ionisation) est sa densité de charge (sa capacité a compétir avec les contre-ions
du tampon vis-a-vis des groupes fonctionnels de la phase solide). Nous
reviendrons sur cet aspect lors du cours sur la chromatographie.

Autres facteurs affectant la SPE

Le choix de I’adsorbant pour SPE depend en premier lieu des caractéristiques du
soluté d’interet, mais d’autres facteurs peuvent affecter les resultats de
’operation :

- Le nombre de sites actifs (groupes fonctionnels) doit étre en exces,
suffisant pour accepter toutes les molécules de soluté, sinon la phase
solide est saturée. Il faut donc tester la capacité de 1’adsorbant avant son
utilisation.

- Le flux de I’échantillon liquide a travers la phase solide doit étre ajusteé
afin d’optimiser le temps d’interaction entre les solutés et I’adsorbant. Des



flux de 3 a 10ml par minutes sont souvent utilisés avec des dispositifs en
cartouche

- Le solvant d’élution (comme pour le solvant d’extraction en LLE) doit
étre compatible avec les techniques d’analyse ultérieure de 1’échantillon.

La MICROEXTRACTION EN PHASE SOLIDE (SPME)

SPME est une technique de SPE qui n’utilise pas de solvant ; Elle typiquement
utilisée pour collecter directement des soluté/analyte a partir d’une phase fluide(
liquide ou gaz) pour étre analyse instrumentalement par chromatographie en
phase gazeuse (GC) ou chromatographie liquide de haute performance (HPLC).
La figure suivante illustre un dispositif pour SPME
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Le composant principal de ce dispositif est une fibre d’extraction, protégée a
I’interieur d’une aiguille en acier inox attachée a une seringue.La fibre 8 SPME
est constituée par une fibre de silice enveloppée/recouverte par une fine couche
(7 a 100 micron d’epaisseur) d’un materiel adsorbant (phase solide). Dans un
échantillon liquide ou dans « I’espace de tete » (head space, atmosphere
entourant une echantillon liquide ou un organisme) les analytes sont exposés a la
fibre adsorbante (pendant un temps suffisant) et se distribuent entre la matrice de
I’échantillon et la fibre.

Apres (equilibre) extraction la fibre et retranché/retournée dans I’aiguille de la
seringue puis :

-directement transférée pour injection dans un appareil de GC au niveau duquel
I’analyte est désorbé par augmentation de temperature avant de continuer son
chemin a travers le dispositif d’analyse ou alors

-La fibre est introduite dans un solvant adequat qui permet de desorber 1’analyte
avant de le recuperer pour analyse HPLC ; Certain appareil pour HPLC sont



pourvu d’un compartiment special, integre a 1’appareil, pour la desorption et
I’injection automatique de 1’échantillon liquide dans la suite du dispositif
d’analyse.

La SPME est particulierement pratique pour 1’echantillonage ciblé, in vivo ou in
situ pour le travail sur le terrain.

La SPME sera illustrée par des videos.
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