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Procédé pour un type nouveau de chromatographie et dispositif pour I'application de ce procédé.

Linvention concerne un procédé de chromatographie 3

colonne dynamique pour la séparation d'un ou de plusieurs-

composés présents dans une solution, qui se caractérise par
I'emploi d'un lit mobile de matiére adsorbante solide.

Le dispositif comporte un piston C muni, 3 la base, d'un
élément d'étanchéité O et présentant un canal longitudinal
contenant la matiére adsorbante P entre deux barriéres F1, F2,
ainsi qu'un tube 3 essai R muni, 3 la base, d'une valve 3
plusieurs voies LV, - -

Ce procédé s'applique & la chromatographie_ au gel de silice,
en phase liquide inversée, par affinité capillaire, & la chromato-
focalisation, & la filtration par gel et 2 la chromatographie a
échange d'ions.
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La présente invention concerne un procédé de chromatographie nou-
vesu, qul sera appelé ci-aprés "chromatographie en phase liguide
sur colomme dynamigue” (et qui est désigné en anglais per 1tabré-
viation D € L C), destiné & la séparation'de deux ou de plusieurs
composants. Liinvention concerne en particulier un procédé unouveaun
de séparation de deux ou de plusieuis composés présents dans une
solution, selon leguel on ntilise un systéme chromatographique 3

11t mobile,

Comme on le salt, le terme chromatographie désigne un certain
nombre de procédés physigues qui sont ntilisés en chimie et en
biologie pour séparer et identifier des mélanges de composés chi-
niduese. Le principe gui est & la base de toutes les variantes de
procédés de chromatographie réside en ce que 1lfon éoumet dé fa~
gon répétée un mélange de composés chimiques & une extractioh par
liquide ou & une adsorption sur une surface d'une matidre solide.
Le mélange est déplacé physiquement sur une phase fixe (1it ou
colonne), qui peut &tre soit une matidre 'solide, soit une matidre
liguide immobilisée dans les poresrdfune matidre solide (placée 7
dans le 1it ourdans la colonne précité)e Pour la sépsrafion de
composés chimiques par chromatographié peuvent 8tre utiliséés,
selon le systéme chromatographique particulier dont il slagit,
1l'une ou plusieurs des forces physico-chimiques qui sont indi-
quées ci~aprés:
(a) différences dladsorption par le milieu poreux, appelé sor-
bant;- 7 '
{b) aifférences entre les solubilités relatives d'un liquide
couvrant le milieu inerte (phase fixe) et le liquide, appe- -

" 16 phase mobile, qui filtre & travers la colonne poreuses

(¢) différences d'échange dlions avec le sorbants
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(8) différences de dimension moléculaire, comme la solution fil-

tre & travers un gel de irds petite dimension.

Ia chromatégraphie est sussi apéelée chromatographie préparatoire
lorsqu'elle est utilisée 3 1'isolement dfune fraction dfun mélane
ge préalablement & llexdcution d!'autres opéxations,.telles que
celles que comportent la spectroscopie, 1l'identification et la-

synthése & des fins de recherche ou dans des buts commerciaux.

Le travail initial, en ce qui concerne la chrbmatographie, est ba-
88 sur les différences d'adsorption sur une matidre inerte conte~
nue dans une eolonne. La séparation des composants, dégalement
conrmue sous 1'appellation de chromatographie de partage, est ba-
sée sur les solubilités relatives dans le solvant que l1lton fait
Passer sur la ¢olonne. Le pouvoir résolvant qui est obtemu dans
le cas de cette chromatographie est fonction du rH et de la résis-
tance ionigue du solvant -~ la phase mobile - ainsi que des solu=~
bilités relatives des constituants dans les deux phases; les dif-
férentes matidres peuvent &tre éludes an moyen d'un solvant con-
venable et les fractions liquides peuvent 8tre recueillies dans
une série de tubes et 8tre ensuite analysées par des procédés
chimiques ou physiques, la chromatographie sur couche mince (dé-
signée en anglais par 1'abréviation TIC) et la chromatographie

sur papier sont basdes sur les différences dtadsorption relative
d'un composant sur wn milieun inerte. Dans le cas de la chromato-
graphie sur couche mince (PLC), 1la phase fixe est constitude par
une mince couche dlune substance fingment divisée appliquée & une
feuille, .2 un support de matidre plastique ou 2 une plaque de
verre. Les sorbants communément utilisés, qui peuvent &tre ob -

termus dans le commerce sous la forme de plaques finies, sont
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1'glumine, le gel de silice et la cellulose. Dans le cas de la
chromatographie sur bapier,,la phase mobile peutrse'déplacer
vers le haut, par effet de qapillarité,'auquei cas il sfagit
de la chromatographie ascehdaﬁﬁe, ou la phase mobile peut se
déplacer vers le bas, par gravité, auquel cas il stagit.de la
chromatographie descgndanteo' |
ﬁa chromatographie & échange d'ions consiste en la séparation
de molécuies sur base de lenrrcharge ionique. Le sorbant ou
phase fixe est constitué par des polyhéres 4 ions 3 ldaison
covalente. Dans les résines échangeuses de cationé, les ions
étroitement 11és sont chargés négativemenﬁ.ef.sont-associés a
des lons positifs qui sont‘réliés,de fagon 18che par des charges
€lectrostatiques. Ies Substancesrchargées ﬁqsitivement qui sont
& séparer d'un mélange sont tout d'gfo:i adsorbées vers le sor-
bant, les cationé présents dans la résine étant déplacés. la 7
solution est tamponmée & un pHE. qui facilitera la liaison eﬁﬁél—
le est ensuite éluée su moyen du méme tampon afin qulen soient
éliﬁinées les fractions hon liantes. Un échangeur dtanions agit
exactement de la m8me fagon, si ce n'est que ses ions & liaison
covalente sont chargés de fagon opposée pouf attirer lés anionq

en dehors de la solution.

Le séparation basée sur les différences de dimension moléculai- -
re se rencontre dans la filtration'par gel et est également con-
nue sous llappellation de chromatographie & tamis moléculaire.
Par ce proéédé, les molécules sont séparées selon leur dimen-

sion, bien que la forme de la molécule affecte.la filtration

dans une certaine mesure. Les gels se présentent sous la forme

" de perles contenant un réseau d'ouvertures de pores dans les-
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quelles de petites molécules peuvent 8itre retemues. Le vaste in-
tér&t commercial porté 2 la chromatographie, d'une manidére gene-

rale, et & la chromatogxanhie en phase liquide préparatoire, en

particulier, est révélé par le grand nombre de publications dans
lesquelles il est question de remplissages de colonmes micropar=
ticulaires de genres divers et de colonnes préalablement remplies
de différentes sortes devant permettre d'obﬁenir une meilleure
séparation que ne le permettent les adsorbants connus gqui sont

utilisés dans ce domaine.

Les inventeurs du procédé de ch:omatégraphié qui est proposé
dans la présente demande de brevet ont concentré leur recherche
sur la mise au point d'un prineipe nouveau de chromatographie
selon lequel on utilise des adsorbanis de types conmus, mais
qui permette de mener la séparation.trés rapidement et plus ai-
sément que ce n'était le cas jusqu'z présent, Le principe nou=~
veau de la chromatographie consiste, suivant la présente inven-
fion, 4 utiliser une colonne dynamigue dans lagquelle le 1it
contenant 1'adsorbant soit mobile, contrairement & ce qui se
présente dans le cag de la technique de larchromatographie clas=

sique et couranté, selon laquelle la matidre adsorbante est fixe.

Ia présente invention concerne donc un procédé pour un type nou-
veau de technique de chromatographie, appeld ci-apris chmnatogra-
phie en phase liguide 3 colonne dynamique (désigné en anglais par
1'abréviation DCLC), préva pour la séparation d'un ou de plusieurs
composes présents dans une solution, le procédé proposé étant ca=

racterzse en ce qu'il est utilisé un 1it de matisre adsorbante S0~

lide mobile et un dispositif comportant un piston qui est muni 2
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la base d'un élément d!étanchéité et gqui présente un canal longi-

tudinal contenant une matidre adsorbante qui est maintenue entre
deux barriéres, ainsi gqulun fube & essai qui est muni & la partie
inférieure d'une valve & plusieurs voies, le piston précité s'a-
Justant étroitement dans le tube & essai, et en ce gufen poussant
1le piston dans le tube & essai, on fait passer dans le canal 1'é-
Juant vouln, qui a tout dlabord é4é amené & traverser la valve,

a

les composés adsorbés & séparer se trouvant entre les barriéres

- précitées étant ainsi déplacés et la solution obtenume sortant par

un ajutage préva & l'une des extrémités du piston. Le cas général,
gui semhle se présenter le plus fréquemment, est Llemploi dlune
colonne ou dlun 1it de matidre adsorbante solide comme zone dlade
sorption, auquel cas le procédé concurrencera le plus favorable-
ment les procédés de chromatographie classiques et usuels. Le pro-
cédé qui est proposé gselon la présente inventioﬁ est dlune tres
grande précision et il offre, par rapport & ces procédés de chro-
matographie classigues et'ﬁsuels, lés principaux avantages qui

sont indiqués ci-aprés:

(a) contrairement au fait que, dans le cas de la chromatographie

clagsigue et usuelle, il se présente un écoulement gravita-
tionnel, dans le cas de la chromatographie en phase liguide
& colonne dynamique, une certaine pression est exercée de
fagon inhérente dans le 1it de matigre adsorbante, ce qui as~
sure un meilleur pouvoir résolvant dans la séparation des

L

constituants{
(b) le procéds est dlune exdoution trés rapide, en conséquence de

ce que la pression intrinstque est exgrcée dans le systime;

(¢) 1a quantité d'éluant que nécessité 1'application du procédé

-
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est moindre gue 22lle que nécessite l'application des procé-

édés de chromatographie classiques et usuels;

(&) 1la présence de la pression intrimsique dans le systime de
chromatographie dynamigue permet d'utiliser uvne matidre ad-
sorbante & particules de moindre dimension que ce ntest le
cas pour la chromatographie classigque et usuelle, ce qui

donne lieu & une plus haute sensibilité.

La prévision de la valve & plusieurs voies revét un caractére -
d!importance particﬁliéie loisqﬂ'il doit 8tre introduit dans le
tube & essai plusieurs éluants c§nsécutifs, gqui doivent ensuite
pasgsexr par le 1it de matidre adsorbante en vue de llobtention

du fractionnement voulu. Lorsque le 1lit de matidre adsorbante
est utilis€é en ordre principal pour le traitement préalable dtun
&chantillon ou pour 1l!'élimination de 1l'un des composés, ls pré-
gsence de la valve n'est pas obligatoire, et un simple tube 2 es-
sai fermé 3 la base, qui est adjoint aun piston, peut &tre utili-
sé. Dans ce cas, l'éluant doit &ire introduit dans le tube & es=-
sai avant que le piston soit abaissé. Il semble évidemment qué,
méme si aucun fractionnement n'est nécessaire, il soit plus avan-
tageux dlutiliser le tube 3 essai mani d'une valve, en ce qui
concerne le lavage de la matidre adsorbante et 1'introduction

de 1l'éluant par aspiration de celui-ci par la valve.

L¥é1ément 4'étanchéitsé giisse le long de-la face interne de la
parol du fube & essai et se trouve donc en méme temps en bon
contact avec cette face interne, ce qui permef un ajustement

étroit du piston dans le tube 2 essai. L!'élément dtétanchéité

sera en régle générale constitué par un joint torique fait de
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caoutchouc ou d'une autre matiére’convenable, Jjoint torique pré-
sentant une ouverture de passage et prévu pour glisser le long
de 1la face interne de la paroi du tube 2 essai. 5i- le disposi- .

tif est fait de verre, la face externe du piston recevra & la .

- fabrication un poli tel qu'elle puisse remplir le réle du joiht

forique.

Le procédé, dans sén'ensemble, est d'une trés grande éouplesse
et il peut frouver son #pplication dans un grand nombre de cas,
étant donné ses diverses formes de réalisation possibles entrant
dans le cadre de la présente invention. Une question difficile &
résoudre,.qui se présente dans le cas de tous les genres de
chrdmatographie, est 1'applicatidnrunif0rme de 1%'échantillon a

la surface du 1it. Si 1'échantillon est afpliqué directement par
écoulemeﬁt gravitationnel, une application uniforme peut Stre re-
lativement difficile & obtenir, étant donné que le 1it a tendance
& tourbillonner lorsque 1'échantillon yrest introduit. Ctest 12
la raison pour laquelle il est d'une impértance toute particulid-
Te que la surface soit protégée, par exemple au moyen d'un mor-
ceau de papier-filtre de rayonne. L'un des fabricants de colon-
nes (1la Pharmacia Fine Chemicals 4B) mﬁnit'certaines des colonnes
d'un dispositif spéeial, auquel 11 a donné le nom de "sample ap-
plicator" (dispositif applicateur d'échantilléﬁ), qui est desti-
né & protéger la surface du lit. Dans ce dispositif de probtece
éion, il est prévu un mince tissu de-Nylon qui est placé & llex-
trémité d'un court bout de tube de Perspex qui,é'adabte 2 1t'inté-
riéur du tube de chromatographie. Ia prévision d'un dispositif de
ce genre augmente évidemment le prii de la fabfication de i'éppa—

reil, sans compter qu'elle présente un inconvénient, en ce sens

que la présence de ce dispositif a péﬁ;'effet de faire agir une
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pression sur 1'écoulement de 1l'échantillon, ce qui entrafne un
ialen%issement de la filtration de celuiw-ci dans la colonne.

Dans le cas de la ﬁluparf des sysiémes de chromatographie dans
lesqﬁels le principe de la présente invention est appliqué, la
difficulté alobtenir une applicatiop uniforme-et régulidre est
allégée dans une iﬁportapte mesure. Dans le courant dynamique
qui se présente dans le 1lit chromatographique, le liquide étant
chassé vers le haut lorsque le piston est poussé dans le tube 2
essai, 11 ne se manifeste aucune tendance au tourbillonnement

du fait de i'introduction de i'échantilloﬁ. De plus, la pres-
sion qui est exercée dans le systime lorsque le piston est pous-
'8€ dans le tube & essal accélérera 1l'écoulement de 1'échantillon;
Un auftre moyen augquel on a recours pour favoriser une applica-~
tion uniforme et »égulidre de 1léchantillon consiste 3 placer
au-dessus du 1it une autre matidre adsorbante convenable, diffé-
rente ae_la matidre adsorbante qui est déja présente dans le 1it,
cette matidre adsorbante supplémentaire ayant pour réle de sou-
mettre 1'échantillon 2 une concentration préalable et de favori-

ser de cette manidre 1tobtention d'une éitroite bande de résolu-

tion. Un exemple type d'une telle matidre adsorbante convenable

est la silice grossidre, qui différe de la silice active pér ses

hautesrpropriétés d3adsorbant,

La dimension des particules et la répartition des dimensions des
particules doivent &ire contr8lées avec mimutie dans la plupart
des opérations de la chromatographie classique et usuelle. Comme
on le sait, un lif,qui sera constitué de petites particules donne-
Ta en régle générale un bon pouvoir résolvant. La Teison de ceci

est que les mécanismes qui donnent lieu & un élargissement des
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zones sont amplifiés & mesure gue la dimension des particuies est
accrue. Lorsque les particules'sont de grosse dimension, la diffu-
sion dans les particules et hors des particules prend plus de
temps. L'écoulement dans un 1it de gros#es particules est infé-
rievr, ce gui donne davantsge lieu & un mnouveau mélange. D!antre
part, la résistance & 1l'écoulement dans un 1lit qui contient de
grosses particules est plus faible et la vitesse d'écoulemehﬁ ma-
ximum qui peut &tre atteinte est plus élevée. Par conséquent,
dans le éas des opératioﬁs de la chromatographie classique et
usuelle, il s'agit de réaliser, en ce qui concerne la dimension
des particules; un compromis qui puisse assurer le maximum &e
résolution de zones dans les conditions d'écoulement requises.
Dans le caé‘du procédé nouveau de chromatographie en phase liqui-
de & colonne dynamique (DCLC), qui est proposé par la présente
invenition,; on peut utiliser une matidre adsorbante eh particules
de petite dimension sans éprouver 1l'inconvénient que 1l'on rencon-
tre lorsqu'on a recours aux procédés conmug, la faible pression
qui est exercée de manidre inhérente dans ie systéme dominant la
résistance & 1l'écoulement qui est due 3 la petite dimension des
particules. Par conséguent, ce procédé peut m8me &tre adopté dans
les cas ol il 8'agit d'obtenir un fractionnement'xigqureux, lors=-
que llemploi d’ﬁne matiére relativement finé est nécessaire en

vue de l'obtention du pouvoir résolvant voulu.

Dans 1'une des demandes de brevet antérieures de la Demanderesse,
(R.F.A, No.3126926.5), on a décrit un procédé nouvean de transe
fert: de masse et de séparation au moyen de barridres sélectives
selon lequel on utilise un dispositif qui comporte des &léments

semblables & ceux qui sont prévus dans le cas de la présente in-
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vention. Comme on 1'a indigué dans cette demande de brevet, le
dispositif comporie un séparateur-mélangeur qui est muni d'une
meumbrane et un wéservoir mélangeur dans leguel le séparateur-mé-
langeur est poussé. Sur le séparateur-mélangenr, il est prévu un

<

digpesltif destiné & assurer 1l'accumlation d'une poche dlair en

vue dtune dimimition de la pression exercée sur la membrane. Au

cours du fonctionnement du mélangeur-séparateur, une gquantité
d'air déterminée est retenue dans la poche dfair, gquantité dlair

gui, lorsqulelle est comprimée,-joue le #8le d'un coussin ou d'un

_amortisseur de choe pour reprendre une partie de la pression qui

résulte de la résistance de la membrane & 1l'écoulement du liqui-
de. En ce qui concerne la chromatographie en phase liguide 3 co-
lonne dynamigue qui fait llobjet de la présente invénfion, la
présence-de 1la poche dfair peut &tre considérée comme moins nécese
saire que dans le cas précédent. Toutefois, en ce qui concerne
certains systdmes, dans le cas desquels des pressions relative-
ment élevées sont mises en jeu, la poche dlair semble avoir un
r8le important 2 jouer, la quantité dlair retenﬁe renvoyant dans
le tube & esgsai tout ligquide pouvant avoir grimpé dans l'espace
compris entre la face interne de la paroi du tube 2 essai et la
face externe de la paroi de llextrémité de bout du piston. La
guantité d'air retemme par ce moyen sur le piston sera fonction
de nombreux facteurs, tels que.le type de barridre utilisé, les
constituants des mélanges & séparer et les conditions particulid-
res régnant dans le sysidme chromatographique spécifique en ques-
tion. Un avaniage particulier de 1?utilisation.d'une telle poche
d'air se présente dans le cas ol il est nécessaire de laisser
sortir compldtement 1'éluant par un joint torique placé & la par-

tie inférieure du piston pour jouer le r8le d‘élément,d'éfénchéité.
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Le procédé qui fait 1l'objet de la présente inveﬁtion peut &tre
utilisé avec succés dans les différenfes.sprtes de chromatogra-
phie: chromatographie au gel de silice, chrbmétographie en phase
liquide inversée; chromatographie capillaire, chromafpgxaphie
paxr affinité, chromatofo@alisation, chzomatpgraphie 3 exclusion
de dimension (également conmie sous 1'appellation de filtration
par gel) et chromatographie & échange d'ions.

La chromatograpﬁie au gel de silice est 1l'un des procédés les
plus commnément répandus, le gel de silice, qui réprésente de
loin 1%une des meilieureé matidres adsorbantes conﬁues,'étant
relativement peu cofitenx par rapport.aux autrés matidres adsor-
bantes. Les résultats ae séparation qui sont obtemus 2 1l'aide

du gel de silice dans le cas du procédé faisent 1%objet de 1a
présente invention sont en substance les némes ou'sont'meilleurs,»
en ce gqui-concerne la précision de la séparation et les rende-

ments de récupération, que ceux qui sont obtemus dans le cas

- des procédés de genre'classique et nsuei, méis cette séparation

20

est plus rapide et nécessite égalements l'emploi d*une moindre
quantité de solvant, Ce procédé offre aussi un avantage particu-
lier en ce sens que la colonne peut &tre réutilisable, De plus,
on peut utiliser des particules de gel de silice de dimension

relativement petite et prévoir un remplissage relativement den-

se, en bénéficiant des avantages d'une séparation plus élevde.

La chromatographie en phase liguide inversée se caractérise par

25 le fait que sa phase fixe est moins polaire gque la phase mobile.

Le principal inconvénient que présente llutiliéﬁtion;du gel de

silice est qu'il ne peut 8tre obtenu qulune récupération partielle
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deg composés gui passent par un tel 1lit. Etant donné les avanta-
ges quloffre le proeédé de éhromatographie en phase liguide 3 co-
lonne dynamigue (DCLC) qui fait l'objet de la présente invention,
la chromatographie en phase liquide inversée pourrait édgalement
&tre utilisée avec succeés dans la chromatographie préparatoire.

Au cours des derniers temps, un vif intér8t a été porté & la chro-
matographie capillaire, en particulier en raison de mises au point
de microcolonnes'permettant 1lg chromatograpﬁie en phase liquide de
haut rendement. La ralson de ces mises au point rdside déns les

avantages de ce type de chromatographie gqul sont indiqués ci-apris:

(a) obtention possible de plus grands rendements de séparation

pour des mélanges complexes et des produits difficiles & dis-

soudres

(v) dimimition sensible de la consommation d!éluant.

Le procédé de chromatographie en phase liguide & colonne dynamique
(DCLC) qui fait 1'objet de la présente invention pourrait aisément
trouver son application dans le cas de la chromatographie capillai?

re, avec un étroit canal dans le piston gqui a été décrit plus haut.

La filtration par gel, qui est également cohrme sous 1'appellation
de chromatographie & exclusion de dimension, fait actuellement
1'objet d'un intéré&t de plus en plus marqué dans 1l'épuration de -
substances biologiques, moyennant l'utilisation dlune matidre ad-
sorbante convenable comme miljeu de séparation. De bons résultats

ont été obtenus dans la séparation de 1'Todine-hCG marquée & par-

25 tir d'Iodine marquée, par llemploi d'une matidre adsorbante du

type Sephadex G (produite par la.Pharmacia Fine Chemicals, Sudde),

la chromatographie dynamique qui fait 1ltobjet de la ﬁrésente in-
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vention étant utilisde (véir exemple 3)., La chromatographie 2

filtration par gel est également. considérde comme un procédé
simple et rapide pour le dessalement ou le chaﬁgément de tan-
pons Le 1it de gel dpit &tre équilibré avant 1'expérience au
moyen d'une solution présentant la composition ionique qui est
voulue, par exemple de ll'eaun distillée.dansrle cas du dessale-

ment: L'élution est effectude 2 l'aide du méme liquide. Etant

donné les hautes viteéseé qui peuvent &tre prévues, l'ensemble
de llopération peut se terminer'en un court laps de temps, la
matidre dessaléde étant recueillie en quelques mimutes. Dfaufres
applications de la chromatographie & filtration par gel asso-
ciée & la chromatographie dynamique sont le traitement préala-
ble & la chromatographie en phase liquide & hauté pression

(désignée en anglais par 1'abréviation HPLC et la concentra-

tion d'échantillons dilués suivie de séparation.

Lz chromatofocalisation est utilisée dans une ample mesure pour
la séparation de protéines selon leurs péints isoélectriques.
Etant donné que la chromatofocaiisation produit des bandes ex-
trémement étroites de matiére adparde et nécessite en rééle gé=
nérale de longues colonnes étroites, il est clair que la chro-
matographie en phase liguide sur colonne dynamique sera un pro-
cédé idéal pour ce type de chromatographie, avec un étroit pis-

ton pour le dispositif qui a été déecrit précédemment.

La chromatographie en phase liguide sur colonne dynamigue (DCLC)
représente également un procédé qui se pré&te de fagon avantageu-
se & la chromatographie & échange dlions, bien conmue comme 1fun
des procédés de séparation les plus courants. On a effectué dif-
férentes expériences pour séparer.du sulfate de cuivre et du bi-

chromate de sodium sur du Dowex 50 WX 8 comme matizre adsorbante
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(voir exemple 2). On a constaté gu'en utilisant la chromatogra-
phie en phase liguide sur colonne édynamigue (DCLC), on pouvait
obtenir d'importants avantages en ce gui concernait la durde,

le volume de solvant et la commodité,

Un amtre avantage qu'offre la chromatographie en phase liquide

sur colonne dynamique (DCLC)rqui fait llobjet de la présente

“invention est une importante diminution du volume mort. Comme

on le sait, le volume mort est défini comme le volume de ligui-
de qui est contemn dans l'espace intersticiel entre les grains

de la matidre adsorbante constituant le 1lit. Dans la plupart

des opérations de chromatogréphie clagsique et usuelle, le vo-
lume mort.représente une difficulité qui affecte 1a détermina~
tion d'un résultat précis. En ce gqui concerne la chromatogra-
phie en phase liguide sur colonne dynamique (DCLC), étant donné
qu'lun remplissage dense est possible, la répartition d'éguilibre
de la substance entre la matidre adsorban?e et le liguide est
établie trds rapidement, avec un %rés faible volume morE. Par
conséquent, il sera possible d'obtenir des zones nettes et étroi-
tes. Ceci est trés important dans le cas des expériences de fracs
tionnement, dans lesquelles les différences de wolume d'élution
entre les substances sont en régle générale faibleg. Dans le cas
de la filtration sur gel, en particulier, d'importants volumes

morts affaibliront le pouvoir de résolution obtenu,

Suivant une autre forme de réalisabion de la présente invention,
la matidre adsorbante est contenue dans une cartouche que 1'on
place & 1lintérieur du canal longitudinal du piston. De cette ma=-

nidre, le dispositif de chromatographie se prétera & 8tre utilisé
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a de nombreuses,fins;'il suffira, dans chaque cas particulier,

de remplacer la cartouche par une cartouche contenant la matid-

- ve adsorbénte convenable. La figﬁre 5 des dessins qui soht anne-

xés & ce mémoire illustre cette forme de réalisation de la pré-
sente invention. Le procédé est trés simple, et sa grande sou-
plesse dfapplication peﬁt &tre citée au nombre de ses divers
avantages. Il_existe de nombreuses formes dé réalisatio@, que
1'on propose par la présente invention, du dispositif qui per=
met dfappliquer le procédé nouveau débrit dans ce mémoire. On
expliqueravci—aprés, dé fagon aﬁplemenﬁ détaillée; certaines de
ces formes de réalisation du dispositif en ée référant aux fi-
gurés l1a 9 des deésins ci-annexés, mais il est bien entendu
que ces formés de réalisatidﬁ ne sont présentdes qu'a simple
titre d'exemples, afin de faire mieux'comprendre>1'invention,-

et qulelles n'ont aucune poritde limitative.

Sur la figure 1 des dessins annexés a ce mémoiﬁe, on'a répré-
senté un tube 3 essal, désigné par la lettre de iéférence R,
qui est muni d'un obturateur de Iuer L, auquel est fixée une
valve & trois voies IV, L'eluant voulu, des:gne par la 1etﬁre
,de référence E, est chasse dans le tube 3 essai R. Le piston,
desngné par la letire de référence C, que comporte le disposi-
tif présente un canal long;tudinal, dans legquel est placéde la

matiére adsorbante, &ésignée par la letire de référence P, qui

est maintenue par les deux membranes Fl et F2, prévues respec-

tivement & la partie inférieure et & la partie supérieure du
piston €, Au-dessus de la membrane supérieure F2, il est préwu

un bouchon S; qui est percé dfun passage D, par 1éque1 la frac-
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3

tion ayant éte-séparée du 1it de matidre adsorbante est recueil-
lie; 4 la partie inférieure du piston C, il est prévu un joint
torigue 0, dont le r8le est d'assurer l'étanchéité, joint tori-
que qui est monté de fagon qu'il puisse glisser le long de la fa=

ce interne de la pareci du tube 2 essai R.

Dans le cas de la forme de réalisation du dispositif qui est pro-
Posé pour ll'application du procédé faisant i'objet de la présen-
terinvention gue llon a illﬁstrée par la figure 2 des déssins -
ci-annexés, il n'est pas prévu de valve 3 la partie inférieure
du tube & essai, désigné ici encore par la 1éttre de référence R,
une quantité limitée de 1!'éluant choisi E étant introduite dans
le tube & essai R des le débﬁt de 1l'opération. ie piston C pré-
sente, ici encore, le canal longitudinal dans lequel la matidre
adsorbante P est placéde et est mainfenue entre les deux-membra-
nes Fl et F2, Au~dessus de la membrane supérieure F2, il est,
dans ce cas comme dans celui qui est illustré par la figure 1,
frévu un bouchon S. L'ajutage D, par lequél est Tecueillie la
fraction séparée du 1it de matidre adsorbante, est en communi-
cation avec le piston C. 4 la partie inférieure du piston é, i1

est 1éi encore prévu un joint torique O comme §1ément d'étanchéi-

+é. Le dispositif dont il vient df8tre question peut &tre utili--

8é lorsqulaucun fractionnement n'est nécessaire, ltopération ne

comportant qu'un seul cycle et un seul éluant étant utilise.

Dans le cad de la forme de réalisation du dispositif proposé se-
lon la présente invention qui est illustrée par la figure 3 des

deasins ci-annexés, le tube 3 essai se présente exactement comme

celui qui est représenté sur la figure 2, clest-i-dire qu'il
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n'est pas mni de valve & la partie inférieure. Le piston € pré-

sente encore le canal 1engitudina1 dans lequel la matidre adsor-
bante P est placde et est maintenue par les deux membranes Fl et
F2. Aumdgssus de la membrane supérieure F2, il est, ici encore,
prévu un bouchon S, qui est pércé d'un passage D par lequel est
recueillie la fraction séparée du 1it de matidre adéoz‘banteo A la
partie inférieure du piston €, il est encore prévu un joint tori-

que O comme élément: d!'étanchéité.

Dans le cas de la forme de réalisation dﬁ dispositif quiiesﬁ il=-
lustrée par la figure 4 des dessins cinannexés, le dispositif

se présente sous sa forme la plus simple§ il ne comporte toujours
ras de valve & la partﬁe inférieure du tube & essai R et il ne’pot-
tan@aa*de-bouchpn S & la partie supérieufe_du piston C. Uné quan-
tité limitée d'éluant choisi B est intx?oquite dans le tube 3 es-
sai R d2a le début de 1l'opération. Le piston C présente toujours
le canal longitudinal dans lequel la matidre adsorbante P est pla~
cée et est maintenue entre les deux barritres Fl et F2 - membra-
nes ou filtres, Le joint torigque O est préva & la partie inférieu-
re du giston C et a pour r61§ dtassurer 1l'étanchéité; il est monié,
ici encore, de fagon qu'il puisse glisser & la face interne de la
paroi du tube & essai R, Aveo le canal longitudinal qui contient

la matiére adsorbante P communigue un ajutage D, par lequel la

fraction géparde est recueillie.

La figure 5 des dessins ci-annexés illustre le cas du procédé se-
lon leguel on utilise une cartouche, désignée par les lettres de

référence CA,contenant la matidis adsorbante voulue P, cartiouche
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gue l'on introduit dans le canal longitudinal, désigné par la
letbre de référence L, que présente le piston €. L!'éluant peub
8%re reomeilli par un passage, comme dans le cas des formes de
réalisation que 1l'on a déerites plue haut en se référant aux

-

figures précédentes. Le joint torique 0, destiné & assurer 1'é-

tanchéité, est prévu & la partie inférieuré du piston C.

Le mede de travail est trés simple, comme on pourra sfen iendre
compte en se référant & la description qui sera donnde ci-apres
avec référence & la figure 1 des dessins ci-annexés, Le piston |
C est abaissé dans le tube & essai. R, qui»esﬁ rempld de 1'éluant
choisi B. De cette manidre, 1'éluant est chassé i travers la
menbrane inférieure Fl, puis 2 travers la matidre adsorbante P
gue contient le canal loengitudinal du piston G,et il stéeoule
enfin goutte & goubte par l'ajutage D (voir figure 4). Lorsque
le disp&sitif est rempli d'une matidre de support convenable P,
11 agit comme une cclonne-de chromatographie. Le remplissage du
tube & essai R est effectué simplement; il suffit dfouvrir la
gsortie du tube & essai et dlintrodulre une gquantité dféluant

paxr la valve LV (voir figure 1).

La figure 6 des desging ci-annexés illustre une forme de réali;
sation de la colonne dynamique dansrle cas de laguelle le pisdon
¢ de la colonne se déplace vers le haut pour pénétrer- dans le
tube & essai R et dans le cas de laguelle la sortie de 1!'éluant
a lieu par un étroit canal vertical X, qui se frouve dans le
prolongement direct de la matidre de support chromatographigue

de la colonne. La figure T illustre une variante de réalisation
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de la colonne dynamique qui est représentée sur la figure 6,

variante selon laguelle un réservoir de solvant en colonne est

relié & la colonne dynamique.

Ia figure 8 des dessins ci-annexés illusire une forme de réali-
sation du dispositif qui. fait l’objeﬁ;dewlé préseqte invention
selon laquelle'lé piston C de la colonne dynamique est formé de
deux oﬁ de plusieurs sous~unités qui peuvenf contenir chacune
la méme matiére adsorbante ou une matidre adsorbante différen-

te P, avec possibiliié de recueillir 1'éluant obtenu de chacu-

ne des sous~unités,

La figure 9 des dessins ci-ahnexés illustre nne aufre forme de
réalisation encore du dispositif proposé pour ll'application du
procédé faisant 1tobjet de la présénte invehtidn et elie pérmet
de se rendre compte de'larsouplesée d'apﬁlication de 1a chroma-
tographie en phase liguide sur colonne dynamique (bch), dont
1'utilité peut, dans ce cas, étre'plus-étendue; se}oﬁ cette au-
tre forme de réalisation, 1'é1uaht sortaﬁt est trangporﬁé vers
une autre colonne, qui peut contenir la méme matiire adsorbante
P que celle qui est coﬁtenue dans la premi®re ou une mafiére |

adsorbante différente P, transport gqui a lieu par le conduit ¥,

Les figures 10 & 12 des dessins ci~annexés représentent par des

" diagrammes les résultats de la séparatibn de divers mélanges,

telle qu'elle est décrite dans les exemples 4, 5 et 6 donnés”
Plus loin, Quant & la figure 13, elle illustre par un disgramme

-

le procédé de chromatographie par affinité pour 1'isolementde

16, tel qu'il est décrit dans 1'exemple 9 donnd plus loin.

-~

En principe, il peut &tre envisagé d'utiliser la chromatographie
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dynamigue dans des échangeurs dlions liguides également. Ies

échangeurs d'ions liquides sont définis comme des systémes

~ dlextraction ligquide - liquide qui travaillent, au moins dans

le principe, par échange d'iomns 2 1lt'interface entre une solu-
D Pey

tion aqueuse et un solvant non miseible, avec distribution né-

. 8ligeable de l'agent d'extraction dans 1a phase agueuse. Des
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échangeurs d'anions liquides sont utilisds dans 1a chromato~

graphie par extraction & phases inversdes. Selon ce procédé,

" la matidre de support (gel de silice, poudre de cellulose,

eto.), imprégnée de 1'échangeur d'anions liguide, est utilisde
comme phaée fixe et une solution d'un acide ou de 1tun des

sels de 1l'acide est utilisde comme €luant (phase mobile). Pour
I'application de la présente invention, la membrane doit &tre
choisie de telle sorte qu'elle ne soit perméable qu'a 1'éluant,
mais qu'elle ne puisée Pas lalsser passer l'échangeur dlions li-
quide, lequel doit rester dans le canal longitudinal gque présen-

te le piston,

Le dispositif 2 ntiliser pour 1lapplication du proéédé de chroma=-
tographie en phase liquide éur colonne dynamique (DCLC) qui fait
1'objet de la présente invention peut 8tre fait de toute matidre
inerte, telle que du verre, dun polyéthyléne ou toute autre matid-
re plastigue convenab%e, et il peut méme étre envisagé d'utiliser

un dispositif fait de métal pour certains usages spéciaux.

On expliquera encore 1'invention de fagon plus concrite 3 1ltaide

des exemples d'application de celle-ci qui seront donnés plus
loin, mais il est bien entendn que la portde de 1tinvention

n’eét nullement limitée 3 ces exemples, ni aux formes de réali-
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safion qui sont décrites dans la ?résente spécification. Il est
an contraire prévu qﬁe soient couvertes ici %outes variantes,
modifications et équivalents pouvant entrer dans le cadre de la
présente invention tel qu'il sera défini dans les revendications

gui seront formulées en fin de ce mémoire.

. Exemple 1: Séparation d'un mélange de ferrocéne et d?aldéhyde de

1o

15

20

25

ferrocéne,

(a) Procédé de remplissage

1,0 g de silice (Merck, Kieselgel E (gel de silice), type 60)

est mis en dispersion dans 5 ml d'une solution dégazée de dichlo-
rométhane/hexane 1:1 dans le tube & essai fermé, en vue de 1l'ob-
tention d'une boue, Le piston, muni du bouchon et de la membrane
gupérieure, est introduit dans le tube & essai de telle fagon
qu!il soil obtenu un ferme contact entre le joint torigue et le

tube & essai,

Liensemble de l'unité ainsi formée est retourné de manidre A occu-
per wne position verticale, le bouchon se trouvant & la base et
1tair est éliminé de cette unité bar la sortie que présente le
tube 2 essal. La sordie du tube 2 essai est ensuite fermée et le
remplissage est effectué par abaissement. du tube 3 egsai sur le
piston fixe, & une vitesse dfécoulement d'environ 1 ml/min, Tors-
que le 1it de siliee s'est complitement déposé, la sortie du tube
4 essal est ouverte et le tube & essai est retiré du piston. La
membrane inférieure est alors mise en place, et la colonne est

ainsi préte & recevoir 1l'échantillon.

€b) Mise en place de 1!'échantillon

Un mélange de ferrocdne et d'aldéhyde de ferrocéne est dissous
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dans 0,2 = 0,4 m1 de dichlorométhane et la solution est mise en
place sur la membrane inférieure de la colonne, qui occupe la
position verticale. la solution iraverse la membrane et les com-
posants sont adsorbés par la silice., Ia marche de ce procédé peut
tre e;ccélérée si 1'on appligque une certaine pression dlair, en

utilisant le tube 2 essai fermé.

{c) Elution

Le piston rempli est introduit da.ps le tube 3 essai, qui contient
5 ml de 1!'éluant choisi. L'air est éliminé comme lors du remplis-
sage de la colonne et 1!'élution est effecjbuée par descente du

piston dans le tube & essai rempli, & une vitesse d'écoulement

dtenviron 1 ml/min,
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 TABLEAU I

I) Séparation d'un mélange type contenant du ferrocine (13 mg)
et de 1l'aldéhyde de ferrocdne (19 me)

N* de  Volume  Eluant  Poids de Caractéristique

5 fract. d'éluant ~résidu

0 1ml hexane O ’ -

1 " 0 11,4 ﬁg ferrocéne

2 " " 0,79 ferrocéne

3 " " 0,31 ferrocéne
10 4 " dichloro~ +%races - ) -

méthane

5 " » - 1,79 aldéhyde

6 L " 13,36 aldéhyde

7 u " 4,59 aldéhyde
15 s " " 1,60  aldéhyde
7 9 " n . traces ' -

II) Séparation d'un mélange type contenant du ferroctne (25,3 mg)
et de 1l'aldéhyde de ferrocdne (15,6 mg)

m® de Vblﬁme Elnant Poids de - Caractéristique

20 frack., dat&luant résidu

0 1l ml hexane 0,2 ng aferrocéne.

1 " " 19,0 ferrocéne

2 " " 1,7 » ferrocene

3 » " 0,3 ferrocéne
25 4 n " _ 0 -

5 n ~ dichloro- 0 -

' méthane

6 x om 0,2 © aldéhyde

7 wm 11,5 aldéhyde
30 8 L -om 2,9 aldéhyde

9 " n 0,7 aldéhyde

10 1] " . 0 -
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Exemple 2: Séparation de NagCrp07 . 2 Hy0 de CU S04+ 5. HZ0

paxr échange dfions.

La matidre adsorbante’est constituée par du DOWEX SOHWX_Q
{dimension de maille 200 —~ 400). La matidre adsorbante est tout
dtabord lavée et, ensuite; laissée pendant un laps de temps de
30 minutes environ dans de l'ean distillée acidifiée au moyen
dtacide chlorhydrique (2N). Llacidité est alors éliminée par
lavage & llean distillée, et la matitre adsorbante neutre est

introduite dans le canal que-présente le piston. Les deux mem-

branes qui maintiennent le 1lit de matidre adsorbante sont cons-

tituées par deux disques de filire de polyéthyléne poreux.

 Ltéchantillon de solution aqueuse est constitué par 359,3 mg de

Na26r207 - 2 Héo et par 569,7 mg de Cu SO4

1 cc d'ean. L'dchantillon est introduit dans la matidre adsor-

« 5 Héo dissous dans

bante, la quantité d!'échantillon prise pour l'analyse étant de
100 unl, Les ions gont séparés de la colomme par lavage et séparés
comme il est indiqué ci-apriés:

. ~ les anions par eau distilléde,

- les cations par'une solution acide constituée par de
1%'acide chlorhydrique 2 N. )

_Les parties sont recueillies dans des tubes & essai. La fin dn la-
vage est déterminde d'apréé la couleur de la solufion'de sortie.
Les échantillons sont ensuite analysés gquantitativement par sé-
chage des différentes parties 2 110° C et par pesée du résidu sec.
On a effectué une expérience pour le résidu en introduisant 100

Al de 1'échantillon dans un tube & essai et en séchant 2 la tem~

Pérature de 110* C. Le résidu solide pesait 68,5 mg.

Les résultats relatifs aux différentes fractions séchées pesées
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sont donnés dans le tableau 2 qui suib. Pour 1l'expérience 2,
1la colonne, aprés l'expérience 1, a été lavée au neutre et

neutralisée.

TABLEAU 2: Séparation par échange dlions par la chromatogra-

5 phie dynamique
¥ de ¥° de la ZEluant Poids de Poids Remarques
1ltexp. fract. utilisé la fract. total
: séchée mg 1mg
1 1 HO 43,0°
10 2 u 0,2
3 » Y 43,2 *
4 HC1(2N) - 0,5
5 i 15,2
6 " 27,5
15 7 "’ 3,52
8 " 7 1,3 4757 *
¥ fraction sans couleur
2 1 E,0 44,2
20 2 " 1,1
' 3 " 0,1 45,3 *
4 EC1(2K) 0,4
5 " . '2,3
6 " 34’0
25 7 " 5,7
s " 0,8 43,2 »

* fraction sans couleur

Il ressort des résultats qui sont. donnés ci-dessus qu'apreés la
30 filtration de 8 fractions & travers la matidre adsorbante, pra-

tiquement tous les composés avaient été enlevés et séparés.
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1

Afin de mettre en évidence llefficacitkdé durprocédé de chroma-
tographie en phase 1iquiae sur colonne dynamique (DCIC) gui
fait ll'objet de la présente invention, on a effectué un egsai
comparatif en ubtilisant la chromatographie classique et usuel-
le, par écoulement gravitationnel, & l'aide de la méme quanti-

té de 100Ju1 d!échantillon et de la méme matidre adsorbante.

Les résultats de cet essai sont donnés dans.le tableau 3 gqui

suit.
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TABLEAU 3: Séparation par échange d'ions an moyen. d'une colonmne

de chromatographie de genre classique

¥® de la Eluant Poids de Poids N Remarques
* fraction wutilisé la fractéd total :
5 L séchée mg - ng
1 E,0 0,6
2 " 50,3
3 1] - 1’3
4 " 0,5
1o 5 " 0,2
6 " 0,3 .
Vi ”» 0, 4
8 u 0,1
9 " 0,3
15 10 » 0,4
11 » 0,1
12 " 0,3 _
13 " 0,1 54,9 fraction sans
_ couleur
14 BC1( 2N) - 0,0 '
20 15 » 2,3.
16 " 23,0
17 " 12,7
18 " 333’
19 . 1,4
25 20 " 1,4 44,1 fraction sans

couleur
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Exemple §A

An cours de cette expérience, on a séparé une solution de 100 nul
de :3~h0G contenant 30 ~ 35 % a'iodine marquée (*12) par le pro-
cédé de chromatographie en phase liguide sur colonne dyramique
(DC1e), en utilisant comme matidre adsorbante du Sephadex G~10.
On a effectué 1'élution & 1%aide de 10 ml de tampon au pH dten-

viron 8. Chague fraction &tait dtenviron 0,4 mi.

Les résultats de cette expérience sont donnes dans le tableau
4 qui suit.
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TABLEAU 4: Séparation de j3=hC@ contenant de 1l'iodine marquée

¥I, sur du Sephadex G-10, avec élution & 1'aide d'un

tampon pH environ 8

N* de la En blanc ¢ p m déterminé Total
fraction '
1 29,0 0
2 9348,0 9578,0
3 1946,0 1962,8
4 292,0 267,71
> 130,0 104,8
6 . 114,0 84,5
7 108,0 82,0
.8 78,0 48,2 12125 epm
9 79,0 49,6
10 98,0 67,7
11 1340 102,9
12 182,0 152,5
13 414,0 389,35
14 485,0 46444
15 766,0 757,45
16 854,0 83457
17 635,0 615,5
18 450,0 424,6
19 - 504,0 486,4
20 378,0 348,5
21 284,0 256,8
22 158,0 127,7
23 131,0 , 99,8 5169 cpm
Total 20534,0 20594 ,4

17294
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I1 ressort du tableau qui précéde que la récupération est dlenvi-
ron 85 %. Cette séparation, lorsqulelle est effectude par le pro-
cédé de chromaicgraphie classique et usuel, exige llutilisation
dlune guantit€ besucoup plﬁs iﬁportante'd'éluant et elle prend

également un temps plus long.

Exemple 4

An cours de cette expérience, une solution d'un mélange de colo=-
rants se composant de 35 % de rouge Cérdés 7B, de bleu Nitro ra-
pide 2B 3 raiszon de 28 %, de violet Nitro rapide FBL & raison

de 25 % et de jaune Cérés R & raison de 12 % (pourcentage en
volume pour chacun des colorants) a été séparée par le procédé
de chromatographie en phase liguide sur colonne dynamique .
(DCLC). Le mélange de colorants avait été procuré par Merck

(muméro du catalogue 9354).

Une quantité de 30 ul du mélange de colorants dans du dichloro-
méthane a été injectée dans une DCLC contenant. du LICHROPREP
8i-60 (marqge de Merck, numéro du catalogue 9336), matidre ad-
sorbante & base de silice comportant des particules de silice
d'une dimension de l'ordre de 15 & 25 um. ILes diménsions de la
colonne étaient les.sﬂivanteszllongueur 10,6 cm et diamdire in-
terne 10 mm. La vitesse d'écoulement fut de 2 ml/min et 1'élu-

ant étailt du dichlorométhane.

Les résultats de la ééparation sont rendus par le diagramme que
représente la figure 10 des dessins annexds 4 ce mémoire, dia-
gramme dans lequel on a Porté en ordonnée la densité ovtique

(0.D.) 2 254 nm et en abscisse les fractions. Comme on peut
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sfen rendre compte en se référant 3 ce diagramme; il a été ob=-
' g

tenu une séparation rapide et nette.

Exemple 5 -

Az cours de cette expérience, un mélange d'aromatiques polycy=-

cligques se composant de benzéne & raisdh de 50 %, de naphtaline
& raison de 30 % et d'anthracéne 3 raison de 20 % (pourcentages
en volume) dans uné solution de n~heptane a été séparé par le

procédé de chromatographie en phase liquide suf colonne dynami-

aue (DCLC).

Ltéchantillon injecté était de 50 ul et 1'on o wtilisé une co-
lonne présentant les mémes dimensions que celle qui a été nti-
lisée dans le cas de l'expérience décrite dans lfexemple 4,

la'colonne contenant la méme matidre adsorﬁante que dans le

cas de cétte expérience. Ia vitesse dtécoulement fut aussi de

2 ml/min.;;lelwaiumécdé'chaqmetﬁnaetion étant de 1 ml., L'éluant
était du n-heptane. :

Les résultats de la séparation sont rendus par le diagramme
que représente la figure 11 des dessins'annexés a4 ce mémoire,
diagramme dans lequel on a porté en ordomnde la densité opti-
que (OoD;) a 254 nn et en abscisse les frac?ions~ Comme on
peut s'en rendre compte en se référant & ce diagramme,:les

composants ont &%é séparés en trois pointes aigul's.

Exenple 6

Au cours de cette expérience, un mélange'd'alkylphtalates a

25 €té séparé par le procédé de chromatographie en phase liquide

sur colonne dynamique (DCLC) et l'on a utilisé une colonne
semblable & celle qui_a é+4 utilisee dans le cas de l'expe-

rience décrite dans llexemple 4, la colonne contenant la méme
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matidre adsorbante que dans le cas de cette expérience.

Ie mélange dfalkylphitalates était. un mélange de -@ibutylphtala-
te, de diéthylphtalate et de diméthylphtalate dans du n~hepta-
ne / acétate d!'éthyle (90/10 parties par volume). L'éluant
5 était un mélaﬁge de n-heptane ./ acétate d'éthyle (90/10 parties

par volume). La vitesse d'écoulement fut de 3 ml/min, le volume
de chaque fraction étant de 1 ml. Les résultats de la séparation
sont rendus par le diagramme gue représente ia figure 12 des
dessing annexés 4 ce mémoire, diagramme dans lequel oﬁ a porté

10 en ordomnde la densité optique (0.D.) 3 254 nm et en abscisse

les fractions.

Comme on peut d'en rendre compte en se référant 3 ce diagramme,

une séparation nette a &té obteme.

Exemple 7

15 Epuration d!anti-hCG

L'épuration de 1'anti-hC@ a &té effectude par le procédé de chro-
matographie en phase liguide sur colomne dynamique (DCLIC) et 1ton
a utildsé deux sources différentes de ce composé: a) SERONO et

b) MILES, la seconde étant conmue pour &tre moins concentrée que

20 1la premidre,

a) Epuration de 1'anti-hCG (SERONO)

Uné ampoule d'anti-hCG a été reconstitude an moyen de 1 ml de

tampon de phosphate (pH = 6,3). La solution a été appliguée sur

une colonne de 10,6 cm de longueur et de 10 mm de diamdtre inter-
25 -ne, qui contenait comme matidre adsorbante 3 grammes de cellulose

(DEAE DE-52, marque de Whatman). La colonne a été élude au moyen
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de tampon de phosphate (pE = 6,3) & une vitesse d!'écoulement de
2,5 ml/min.rUne frés haute péinte'de protéines fut immédistement
visible dans les premidres fractions (4 & 8). Ia colonne était
reliée a une cellule d?'éooulement avec enregistreur pour la dé-
tection immédiate. Un changement de tampon, pH = 7,1, a détermi-
né une apparition quasi immédiate de protéiﬁes. Deux éutres poin-

tes majeures de protéines ont été Sludes.

La détermination a été effectuée par lecture dtadsorbance 3 la
densité optique (0.D.) 280 nm pour chaque fraction. On a établi

ltactivité immnologique de chacune des fractions de hCG par le

procédé RIA (essai radio-immunologique), en utilisant les solu-
tions qui sont indiquées ci-aprés: 100 ul delzsI - hCG, 100 nl
de sérum exempt de hCG et 100 pl de chacune des fractions. Liin-
cubation eut une-durée de 3 heures et eut lieu & la température
ambiante. O g effectué la séparatioi en utilisant un polyéthy-

l3ne glycol / double anticorps (20/1 parties en volume).

Les résultats qui ont été obtenus par cette expérience sont in-

- diqués dans le %ableau 5 qui suit.
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Séparation d'anti-~-hCG SERONO sur du DEAE DE-52

N* de la fraction

Densité optigue

Besai radio-immuno-

0.D, logique RIA
% liaison
1 0,004 0,1 %
2 0,002 0,1 %
3 0,004 14,1 %
4 0,006 2,1 %
5 0,63 22,8 %
6 0,879 12,3 %
7 0,097 2,8 %
8 0,01 0,1 %
9 0,008 0,1 %
10 0,003 0,1 %
11 - 0,1 %
12 0,002 0,1 %
13 0,002 0,1 %
14 0,003 0,1 %
15 0,01 0,1 %
16 70,013 19 %
17 04039 16,4 %
18 0,03 5,0 %
19 0,012 3,0 %
20 0,019 6,4 %
21 0,044 10,3 %
22 0,029 4,5 %
23 0,018 4,0 %
24 0,015 3,0 %
25 0,008 2,6 %
26 0,002 2,4 %
27 0,002 0,1 %
28 0,01 0,1 %
29 - 0,1 %

Comme 1'indiquent les résultats qui sont repris dans le tableaun

5 qui précdde, trois crétes majeures ont été obtemues; l'activi-
té immnologique est restée extrémement élevée en comparaison de

la concentration en protéines.
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') Epuration de 1'anti-hCG (MILES)
70;u1~d?anticorps—(tel que du sérum de lapin) ont été,éppliqués
& la colonne de DEAE DE-52, comme dans le cas décrit précédem-
ment et 1'on a tout d'abord procédé & 1'élution au moyen dtun
5 tampon de phosphate (pE = 6,3). De méme gue dans le cas déerit
précédemment aussi, une cré%e‘de protéines rapide a été élude
en fractions 3 et 4; par une diminution de la densité optique
(0.D.) et un changement de tampon - pH = 7,1 -.on a recueilli

 trois autres cridtes majeures.

10 Les résultats qui ont &té obtemus par cette expérience sont

indiqués dans le tableau 6 gui suit.
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Séparation d'anti-hCG MILES sur du DEAD HE-§52

2532055

N* de la Densité optique Essai radio-immu- Protéine A¥
fraction 0.D, nologique RIA % .liaison
% liaison

1 " 0,01 0,1 % -

2 0,102 0,1 % -

3 0,656 64,2 % 2,6 %

4 0:416 45:6 % -

5 0,091 0,1 % -

6 0,055 0,1 % -

7 0,044 0,1 % -

8 0,022 0,1 % -

9 0,016 0,1 % -

10 0,007 0,1 % -

11 - 0,005 0,1 % -

12 0,003 0,1%- -

13 0,003 0,1 % -
14.. 0,004 0,1 %

15 0,001 0,1 % -

16 0,004 0,1 % -

17 0,011 - 0,1 % -

15 0,034 65,4 % 7,2 %
19 0,291 55,5 % 12,1 %
20 0,247 61,4 % 11,6 %
21 0,094 63,6 % 7,0 %
22 . 0,042 64,8 % T2 %
23 0,041 63,4 % -
24 0,07 1,0 % - -

25 0,518 60,3 % 559 %
26 0,518 67,7 % 5,3 %
27 0,299 55,5 % 4,5 %
28 0,161 58,4 % 3,7 %
29 0,120 66,0 % 2,5 %
30 0,112 54 4% 1,8 %
31 0,091 51,3 % 3,9 %
32 0,074 59,7 % 2,4 %
33 0,062 55,7 % non conmu
34 0,062 60,9 % -

35 0,043 59,5 % 1,9 %
36 0,034

37 0,035
38 0,029

39 - 0,021
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Comme il ressort des résultats qui ont étd repris dans le tableau
6 qui préciéde, 1l'anti-hCG sépéré a été recueilli en troisicfétes
ou pointes principales., Chacune de celles-ci présentait une acti-

-

vité immnologique, l'absorption & 280 nm et la détermination

protéine A*, Toutes les crétes ont 646 nettement séparées 1llune

de i'autre et recueillies.

Exemple &

Séparation de sérum humain

On a effectué une séparation de sérum humain en utilisant le Pro-
cédé de chromatographie en phase liguide sur colomme dynamique
(pc16£), suivant la méme marche de traitement que celle qui est
décrite dans le Handbook of Experimental Immnology (D.M. Weir,
Md, Blackwell Scientific Publications, Oxfbrd,rLondres, 1973,

2%me éd.).

Ia chromatographierétait basée-surrl'échange dtions sur une ma-
tidre adsorbante de cellulose et un gradient d'élution & 1'aide

d'un tampon de phosphate (0,02 M) de pH 5,7.

La colonne, d'un diamdtre interne de lorﬁm,_aQété chargée de.
3 g de DEAD DE-52 (marque de Whatman) et elle a &8 lavée 3
1'aide du tampon de phosphate (pE = 8), & la vitesse d'écoule-
ment de 2,5 ml/min. Le gradient a &té produit & 1l'aide d'un
systéme & deux chambres, avec utilisation de 40 ml de tampon
de phosphate de pH 6 et de 60 ml de tampon de phosphate de pH

557« Une quantité de 3 ml de sérum humain a &té séparde, des

25 fractions de 1,5 ml chacune ont été recueillies et leur teneur

en protéines.a é4é déterminée par densité optique (0.D.) 2 280

un,

Les résultats de cette expérience sont indiqués dans le tableau
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Tablean 7

Séparation de sérum humain (densité opfigue 0.D, & 280 nm)

W de la Densité opbique N* de 1z Densité optique

fraction DsDs fraction 0,D,
1 0,0017 19 0,379
2 1,3 20 0,361
3 1,3 21’ 0,313
4 1,3 22 0,233
5 0,554 23 " 0,156
6 0,262 24 0,098
T 0,135 25 0,06
8 0,082 26 0,026
9 0,067 27 0,008

10 0,064 28 0,004
11 0,055 29 0,011
12 0,052 30 0,003
13 0,052 31 0,008
14 0,061 32 0,015
15 0,102 33 0,016
16 34 - 0,011
17 0,187 35 0,005
18 0,355 36 . 0,006

Comme il ressort des résultats qui sont repris dans le tableaun 7
Qui précéde, la séparation effectude par le procédé de chromato-
graphie en éhase liquide sur colonne dynsmique (DCLC) donne le
schéma traditionnel de la séparation de sérum humain & deux cr@-
tes majeures (IgG, albumine). Ia séparation a été effectude en

un court laps de temps.
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Exenple 2

Dans le cas de cet exeﬁple, on a appliquéjle procédé de chromato=-
graphie en.phase liquide sur colonne dy’nvamique (pe1c) & 15 chrox;la-
tographie par affinité, en vue de 1tisolement de igG de lapin, en
utilisant comme ligand du SEPHAROSE-4B (margue de la Pharmacia) =

anticorps (anticorps = double anticorps IgG). -

-

SEPHAROSE-4B ~ anticorps: 1tanticorps a été'couplé 34 la matizre

adsorbante SEPHAROSE-4B (marque de la
Pharmacié), éeloﬁ les directives données
par Axel Porath et al. (Nature 214, 1967);
1 g de SEPHAROSE-4B .
_ , +liaison
30 mg de donble anticorps IgG 50 %
Colonne DCLC: colonne de vérre de'6 nn de diamdtre ine
: terne, chargée de SEPEAROSE-4B - anti-
corps; .
Détection: a été effectuée directement & partir-de
7 la colonne, avec cellule d'écoulement;
par UV & 280 nm adsorption;
Tampon: | " 1. tampon de phosphate / NaCl, pH 7,8;
2. glyeine / BEC1 (0,1 M), pH 2,5.

La marche du t;aitement com@ortait les opérations qui Sént'indi-

quées ci-apréss - 7

1, couplage du SEPHAROSE-4B au sérum de lapin double anticorps IgG;

2, remplissage de la colonne DCLC au moyeh de 3 ml de gel SEPHAROSE-
4B - anticorps,“fermeture aux deux c6tés au moyen de filtres '
systéme VYON (marque), approximativement 40 ym; |

3. lavage de la colonne chargée 3 l'aide de 6 ml du tampon 1;



2532055
- 40 -

4. charge de ia colonne au moyen de 0,5 ml de N.R.S. {sérum de
lapin normals; | _

5, incubation d'une durde de 2 h 3 la température de 37° C;

6. élution & 1faide du tampon 1 et recueillement de fraétions
jusqu'a ce que la densité optiqﬁe au photomttre soit devenue
inférieure 0,1;

7. élution & 1l'aide du fampun.Z de pH 2,5 et recueillement de

fractions jusqu'a ce que la densité optique soit devenue in-

férieure 2 0,1

Un diagramme de la chromatographie par affinité de cet exemple

est représenté sur la figure 13 des dessins qui sont annexés 3

> zheen

“ce mémoire,
LEGENDEé DE LA FIGURE 10
1. Rouge Cérés 7B

2. Bleu Nitro Rapide 2B

3. Violet Nitro Rapide FBL
4. Jaune Cérés R

LEGENDES DE LA FIGURE 11
1. BENZENE

2. NAPHTALENE

3. ANTHRACENE

LEGENDES DE LA FIGURE 12
1. DIBUTYLPHTALATE
2. DIETHYLPHTALATE
3. DIMETHYLPHTALATE

LEGENDE DE LA FIGURE 13
v Sérum. protéins
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Revendications’

1. Procédé pour un type nouveau de technique-de chromatographie,
appelé ci-aprds chromatographie en phase liquide 3 colonne dyna-
migue, prévu poui la séparation d'un ou de plusieurs composés
présents dans une sélution, le procédé étant caractérisé en ce
qutil es?d ubtilisé un 1lit de matidre adsorbante solide mobile el
un dispositif comportant un piston qui est muni & la base dtun 7
élément d'étanchéité et qui préseﬁte un canal longitudinal con-
tenant une matidre adsorbante gqui est® mainteme entre deux bar-
ridres, ainsi qu'un tube & essai gui est muni & la partie infé-
rieure d'une valve & plusieurs voies, le piston précité s'ajus-
tant éiroitement dans le tube & essai, et en ce qu'en poussant
le piston dans le tube é essai, on fait passer dans le canal
1!éluant voulu, qui a tout &!abord;été amené i traverser la val-
ve précitée, les cbmposés adsorbés & séparer se trouvant entre
les Barridres précitées étant ainsi déplacés et 1la solution ob-
temue sortant par un passage prévu & l'une des exirémités du

piston.

2. Procédé suivant la revendication 1, caractérisé en ce que,
lorsque la valve précitée se trouve en position de fermeture,
le liquide péndtre sous pression intrinsdque dans le canal, les

composés adsorbés & séparer se trouvant entre les barridres

étant ainsi déplacés.

3. Procédé suivant les revendications 1 et 2, caractérisé em ce
qulitne matidre adsorbante convenable additionnelle, différente
de la matidre adsorbante utilisée dans la chfomatographie en

phase liquide & colonne dynamique, est incorporde afin que 1'é-

-

~ chantillon introduit soit soumis A une concentration préalable.

30

40 Procédé suivant les revendications 1 & 3, caractérisé em ce

que le tube & essai est fermé 3 la fartie inférieure, 1'éluant
é%ant introduit dans le tube & essai avent que le piston soit

abaissé dans celui~ci.
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5. Procédéd suivant une des revendications 1 3 4, caractérisé
en ce que la chromatographie en phase liquide est réalisée
sur du gel de silice; en phase ligquide inversée; par affini-
té, par capillarité, par chromatofocalisation, par filtra-

tion sur gel ou par échange d’ions.

6. Procédé suivant la vevendication 1, caractérisé en ce que
la matiére adsorbante, solide, est contenue dans une cartou-
che gui est placée dans le canal longitudinal que présente
le piston.

by

7. Disgpositif de chromatographie en phase liguide & colonne
dynamique prévue pour la séparatipn d’un ou de plusieurs
composés présents dans une solution, caractérisé en ce qu’il
comporte un tube a essai qui est muni & la partie inférieure
d’un élément de fermeture et d’une valve a plusieurs voies,
un piston qui s’ajuste étroitement dans le tube 3 essai, ce
piston présentant un canal longitudinal contenant une matié-
re adsorbante, tenue entre delx barriéres; et un passage
prévu & 1’une des parties d’extrémité du piston.

8. Dispositif suivant la revendication 7, caractérisé en ce
que la sortie de 1?éluant a lieu par un étroit canal vertical
qui se trouve dans le prolongement direct de la colonne.

9. Digpositif suivant 1l’une des revendications 7 ou 8, ca-
ractérisé en ce qu’il est muni, & la partie inférieure du
piston, d’un élément d’étanchéité monté de fagon qu?il puis-
se glisser le long de la face interne de la paroi du tube a
essal, 1l’élément étant de préférence en matiére inerte, en
particulier constitué par un joint torigue en caoutchouc
présentant un passage communiquant avec le canal longitudi-
nal.

10, Dispositif suivant une des revendications 7 3 9, carac-
térisé en ce que le piston de la colonne-dynamique est for-~
mé de deux ou de plusieurs sous-unités qui contiennent cha-
cune la méme matidre adsorbante ou une matidre adsorbante -

- différente.
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11, Dispositif suivant une des revendications 7 & 10, caracté-

risé en ce que le possage est relié & la borriére supérieure

du piston.

12, Dispositif suivant une des revendications 7 & 11, caracté~

risé en ce qu'un bouchon est prévu & la partie supérieure du
piston, le passage étant relié de préférence par un canal tro-
versant le bouchon, -

13. Dispositif suivant une des revendications 7 & 12, caracté-
risé en ce que le tube & essoi est fermé & la partie inférieure.

14, Dispositif suivant une des revendications 7 & 13, caracté-

risé en ce que le piston est muni d'un dispositif qui sert &
. 1'accumulation d'une poche de gaz.

15, Dispositif suivant la revendication 14, caractérisé en

ce que le dispositif, qui sert & l'accumulation d'une poche

de gaz, est constitué par des rainures horizontales, verti-

cales ou hélicoidales, formées dans le piston.
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