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Tout le long de cct exposé, nous avons utilisé un
gystéme unique de symboles que nous définissons une fois pour

toute ou chopitre II, poges 3 ot 4 (feuilles roses).

Los équations sont numérotées dans l'ordre de leur
apparition dang le tezte. Il on est de méme des références bi-
bliographi@ues que nous cvons regroupées dans un index olpha~
bétique des auteurs (pages 67 & 70, fouilles jouncs).

Pour faciliter la lecture, nous avons rédigé au

Chapitre IX. une "Récopitulation générale des roisonnements®,
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La chiromatographie de filiration sur gel, encore connue sous le nom
de chromalographie par temisage moléculaire (FJTRT:N et T0ZBAC 1), permet de
fractionner un wélange en fonction du poids moldéecviaire de Ses constituants. L
la suite de considérations théoriques cherchent & expliquer le phénoméne, divers
euteurs ont pronosé- d'avtres dénominations : SUTAUE et LCKARS (2) + chromatographie
de rostriction & la diffusion et PEDIRSAN (3) ¢ chromatozraphie d'exclusion molé-

culeire.

Fondamentelement nous sormes en présence d'un nouveau type de caro-
matosraphie pour laquelle le coefficient de distribution d'une substance enire la
phesce nowile et le hase stetionnsire, est une fonction inverse de le taille e la
nolécule. Toutes les lois de la chromatosraphie de partage s'eppiiquent & ce nouveau
tyve de fractiomnerent, e coefficient de partage (a) est reinplacé par le coef-
ficient de distribution (I ) Dens 1'état actuel Qes travauz, les auteours discutent
encore sur le significatlon physique du facteur (‘D) aéfini expérimentalenent.

hypo-
La controverse peut se réiumer en deux theéses dillérentes mais pouvant

coexister & des de;rés variables.

1. = TLEORYLY DI R SMICTION A TA DIFTUSIOE.

Les wmolécules de substance étudide diffusent de la phase mobile 3 la
phase stationnaire «t inversement. Selon leur teille, ces molécules subiront une res-
triction plus ou moins importente & leur libre diffusion. Les petites molécules dif-
fusent dans un volume plus grand de la phase stationnaire et seront plus diffici-

lenment éluées que les grosses molécules.



"2. - THEORIE D'EXCLUSION :IOLLCULAIRE.

Le volume accessible & une substance dans un gel est fonction inverse
des dimensions de ses molécules. Ce volume accessible pour une substance est le

lieu géométrique du milieu d'une de ses molécules.

On trouve déji des précurseurs de ce type de chromatographie dens cer-
taines utilisations des polymdrea échangeurs d‘'ions (HELFFERICE 4), IATHE et
RUTHVEN (5) suggdrent qu'une molécule ne peut pénétrer dans un gel d'amidon que
dans le mesure ol l'esnace entre deux chafnes polysaccharidiques est plus grand
que le diamdtre de cette molécule, Le gel d'agar (ou son constituant principal :
1'agarose) posséde les mémes propriétés (POLSON : 6 et IJERTEN & 7).

Le dextrane polymérisé par condensation avec 1l'épichlorhydrine, fourni
des gels bien standardisés : les SEPHADEX (PORATH et FLODIN : 8), Le copolymére de
l'acrylamide et du NN' bis méthyline-acrylemide, plus récemment commercialisé sous
le nom de BIO-GZIL P, nous offre une nouvelle série de supports pour chromatogrephie

de filtration sur gel.

Dans un premier temps nous définirons les symboles et les unités qui
nous sont nécessairesg pour l'étude théorique de la chromatographie de filtratien
sur gel, et nous éteblirons les équations fondamentales qui dérivent de ces défi-
nitions. Nous passerons ensuite en revue les hypothtses et les travaux des prin-
cipaux auteurs en cherchant & traduire leurs conclusions par des équations utili-
sant un systéme commun de variables., Enfin nous chercherons & pousser les raison-
nenents aussi loin que les données physiques actuellement disponibles nous le per-

metltrons, de fagon A expliquer les résultats obtenus expérimentalement,
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II. DIFINITION DS TERMES UT DSS SYIBOL:IS QUE NOUS UTILISERONS® TOUT LE
LONG DE CET IXPOSEC,

= Volume occupé par le gel. En chromatographie’ c'est le volume de toute la
phase stationnaire (support + liquide immobile),
= Volume de liquide de la phase statiennaire,

= Volume de la matrice solide du gel = volume occupéd par les molécules du
polymére constituant cette réticulation.

= Volume totel d'une colonne pour chromatogravhie.

= Volume mort = volume de la phase mobile = Vt - Vx

= Volume d'élution = volume de rétention (en chromatographie).

= Volune de séparation pour deux substances différentes sur une méme colonne
Ve - Ve'

= Volume d'un dép8t sur une colonne,

Zn chromatographie nous pouvonsg définir g

Vo=V + K v, (Bqu. 1)
ou encore

Vo=V +K Vg (Zqu. 2)

By vy =7 (2qu. 3)

KA x = Vp (Bqu. 4)

Ces quatre définitions sont posées sans préjuger au départ de la signi-

icati 11
fication réelle de KD ’ Kk et VP.

A
n

= Volume non pénétrable = Vi - VP

Nous pouvons égalenent définir en termes algébriques les propriétés

physiques d'un gel. Soit

r

= Le poids sec de polymére correspondent & Vx de gel.



ds = La densité du gel i 1t'état sec.
dg = La densité du gel gonflé.

G = Le gonflement du gel dans l'eau ("water regain'") exprimé en grammes d'eau ab-
gsorbée par gramme de poids sec,

Enfin, nous eppelerons

Cp = La concentration d'un composant dans la phase stationnaire.
Cm = La concentration de ce composant dans la phase mobile.
QP = La quantité de composant dans la phase stationraire,

La quantité de composant dans la phase mobile.

QP + Qm

42 g
"

So : surface réelle de la section d'un pore ou surface de la section moyenne
des pores d'un gel,
S : Surface effective de passage pour une molécule (ou pour une particule sphérique)

de rayon = a, dans un pore de surface réelle So.

Su et Vu sont utilisés pour définir respectivement une surface ou un volume uni-
taire dans un gel,

3

n° ¢ nombre de petits cubes élémentaires dans une particule de gel.
n ainsi défini est utilisé pour traduire le nombre de pores,de barreaux etc...
dans un gel théorique de structure cubique.

n'=nombre de pores traversé par une particule sphérique de reyon = & au bout d'un

temps t.
Cp = concentration (p/v) du gel en polymére.
Cv = concentration (v/v) du gel en polymere,
1 = Longueur totale des barreaux constituant la matrice de Vx de gel.
2 r = largeur (ou diamdtre) d'un pore.
2 b = largeur (ou diometre) d'un barreau,
& = rayon de STOCIE d'une molécule ou rayon d'une particule sphérique

M

poids moléculaire.



Tableau I. — Equivalence entre nos

symboles et ceux utilisés par différents auteurs.,
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L, A1, A2 etc... B, B1, B2 etc... sont utilisés pour représenter des constantes,
dea nombres ou dos fucteurs de proportionnalité.

Lorsque dans une équation Kb traduit une hypothese d'interprétation on

dorit ¢
raisonneuent d'exclusion moléculaeire

Kz

KbR raisonnenent de restriction & la diffusion.

ITI. - DONNZES PRATIGUZS SUR L7S GELS COMYERCIALZ.NT DISPOITBLES.
Conventionnellement on défini un SEPHLDEX par le poids d'eau utilisé pour
obtenir le gonflement maximum de 10 g. de poudre seche, On obtient donc le gonflement
(G) en divisant ce nombre conventionnel par 10. Le gonflement dans 1'eau est fonction
inverse du nombre de ponts glycéryls. Une réticulation trés importante s'oppose & |
la dilatation dans l'eau des grains de SEPHADEX. C'est ainsi que le SEPHADZX G. 10
est tres finenent réticulé alors que les mailles du SEPHADEX G. 200 seront beaucoup
plus lAches. La taille des grains de ces produits est généraleient comprise entre

40 et 120. 10 %en.

SECHIADEX limite d'exclusion ex-

comnercialement primée en poids molé-
disponibles. culaire,
-G. 10 700
-G, 15 , 1 500
- G, 25 3 0G0
-~ G. 50 9 0G0
-G, 75 45 000
- G. 100 100 CCO
- G, 200 200 000

S . T

.'I_‘E'_Ql.e‘gg_l}: -~ SOPHADEX COIJMURCIAL.CasNT DISPONIBLE
(PHARIACIA ~UPPSALA- Sudde).
Cot exposéd étcit en cours d'impression lorsque nous cvons appris que la firme
P RLCLL ajoutait & soa catelogue le SIPI.DIN G. 15C, dont la limite dterclusion
est de 150 OCO.



Un BIO-GEL est défini par un nombre conventionnel qui est approxima-

tivement le milliéme du poids moléculaire de la plus petite molécule exclue par

ce gel,

BIO-GEL

poids moléculaire

- P,

- P,
- P,
- D,

-
LaadiP Y

- P,
- D,
- P,
- P,

- P,

-P. 4

6
10
20
30
60
100
150
200
300

Limite d'exclu-
sion exprimée en

————in

1 600

3 600
4 600
10 000
20 000
30 000
60 000
100 000
150 000
200 000
300 000

e

Gonflement
eau/g. sec

1,5 31,6
2,6
3,2
5,1
5,4
6,2
6,8
7,5
9,0

13,5

22,0

Tableau I1I :

s s e o S G 0t e e

BIO-GZLS COICIIRCIALE ZNT DISPOIIBLIS
(BIO~RAD ; RICIMOID ~CAL.

2-U.)

Le BIO-GEL P. 2 est disponible sous plusieurs formes (50 & 10C mesh.,
100 & 200 mesh. et 200 & 400 mesh.) (temis mouillé). Les eutres sont livrés sous
la forme 50 & 150 mesh.
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IV. - EQUATIONS FONDAMENTALES POUVANT ETRE ETABLIES EN TENANT COMPTE
DES PROPRIETES IU GEL ET DE LA DEFINITION DES CONSTANTES.,

A~ SIGNIFICATION DE KD ET DE KA'

—a— o S an

En combinant les équations 1, 2, 3 et 4 on peut écrire

Ve - Vm v
KD 2 e menm———— = -2 (Equ. 5).
v v ’
i i
Ve - Vm )
g -om (5 ).
* v v
X X

KD et ;A expriment donc les rapports entre deux volumes : V_ d'une

part et V, ou Vx dtautre part, Ils sont établis pour un composé chimique dont le

i
comportement est étudié en chromatographie.

De par sa définition VP est un volume obtenu expérimentalement. Le
fait de lul donner une signification implique le choix d'une hypothése d'inter-
prétation du phénomeéne

1= Vp peut représenter la fraction de Vi ou Vx accessible & une molécule
. donnée (hypothdse d'exclusion moléculaire).

2~ Vp peut représenter un volume virtuel qui traduit une relation algébrique
entre KD et Vi d'ine part et KA et Vx d'eutre part, (hypothdse de restriction 2
la diffusion).

-d'aprés 1'équ. 5 @ vp =K, Vy (Bqu. 7).

~d'aprés 1'équ. 6

vp =K,V (Equ. 8).

Avec les deux hypotheéses que nous avons retenues Vp ne peut-8tre
qu'une fraction de Vi‘ Le coefficient de distribution Kb est donc compris entre
zéro et 1, L'eau tritide, dont le KD est forcément identique & celul de l'eau
(= 1), permet la mesure expérimentale de V;+ Le chlorure de potassium dont le
K, est trés élevé (KD = 0,98 sur SEPHADEX G. 25) est d'utilisation plus écono-
mique et donne une précision suffisante pour la plupart des cas,



Les trés grosses molécules ne pénslrent absolument pas dans la phasge
stationnaire, et leur Kb = 0, L'encre de Chine, le'bleu dextran" ou la thyroglo-

buline permettent de mesurer le volume mort (Vm) d'une colonne.

Dans quelques rareg cas on peut trouver un KD supérieur & 1. Il
faut alors admettre 1'intervention de phénoménes d'adsorption sur le trame poly-~
saccharidique du gel., Les dérivés aromatiques ou hétérocycliques fournissent de

nombreux exemples de ce phénoméne,

B~ EQUATIONS FONDAMENTALES EXPRITANT LES DIFFERENTS VOLUIES EN FONCTION DES

‘2R - Ch s e sw aeS PN - ae

CONSTAITES PHYLICGUES DU, GEL.

[PV v8 Pty

Le volume de liquide de la phase stationnaire peut—8tre calculé en

connaissant le poids sec et le gonfleuent du gel.

V. =G.P (Bqu. 9.)

i

Nous supposons que la densité de 1l'eau est égale & l'unité.

Une partie ae®Folume de phase stationneire est constituée par de l'eau
d'hydratation fortement liée aux chaines du polymére et donc inactive comme solvant,
Dans le cas Ce chaine polysaccharidique le volume de l'eau liée peut atteindre
environ 20 p, 100 de celui de la phase stationnaire (LATURAZE -16-). Lorsque ce
volume d'eeu liée est connu, on doit le retrancher de Vi etlajouter & Vg ¢ volume
occupé par les molécules du polymére constituant la réticulation du gel, Avec

cette restriction on peut aussi écrire :

P n
Vg = —E-—— (uqu. 10).
8
Vx = Vg + Vi
1 P n
=P (G + == ) = = (G ds+1) (Equ. 11).

d d
8 8



10~

C~ ZQUATIONS FOFDAILITTALES DKPRINANT LA COLCETRATION DU GEL EN POLY'TRE EN
FONCTIQN DS QQISTALS PIRIQUES.
C = ;Yg_
v Vx

C, = —mm—mmmmm (Zqu. 12).
G, d_+1
)
et ds
C. =0 ol = ecme—————— Equ. 13).
p v s God_ + 1
S
D~ RELATION INIRG LA DEiGITE DU POLYMURI A L'ETAT SEC ET SA DENSITE APRGS GON~
SLONENT DANS L'EAU,
Par définition ds = -g- (zqu. 14),
a
poids de V_ poids de (v]L +V)
et d = = (Equ. 15)
€ v v
p e X

D'anreés l'équation 11 ¢
(¢.P. + P) d _
d S I (ou, 16).

in introduisant Cp d'apres sa valeur de 1'équ, 13 ¢
d =C_(G+1 Equ. 17).
2 p( ) (Bqu. 17)

E~ SIGNIFICATION D2 G, 4 ¢

O R T = IV ALY S WP 3 S N S W,

Des équations 9 et 10 on peut tirer des valeurs de G et de ds et

écrire Vi p V.
God  =--2 .o =i (Zqu. 18).
P Vv Y
g £

G. ds est donc le rapport entre le volume de liquide de la phase stationnaire

et le volume de la matrice solide du gel.
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F- RELATION ALGEBRIQUI ENTRE Kb ET K}.

B - s

Ces coefficients ont une signification anslogue., Selon les raison-
nements & élaborer on peut passer de l'un & l'autre par une relation algéhrique

simple.

D'aprés les équations 5 et 6 on. peut écrire

Ky, %
Xy LA

en remplagant Vi et Vg par leur valcur des équations 9, 10 et 11.

en introduisent Cp d'apreés sa valeur de l'équation 13 :
Ky =K C, .6 (Equ. 19).
ou

Ky,  =Kp.Co.Gud (2qu. 20).

V.- EXPERIZNCDS TZTDANT A ETABLIR UNE RELATION DNTRE LE COEF~
FICIENT D2 DISTRIBUTION (KD) ET LE POIDS !MOLICULAIRE,

="

Sur une période de quelques années un nombre congidérable de travaux
prouvent que la chromatographie sur gel séparent les constituents d'un mélange
en fonction de leur dimension moléculaire., La plupart de ces utilisations de la
chromatographie sur gel se limitent volonteirement & une utilisation pratique dans
un but d'isolement ou d'identification.

Un nombre plus restreint d'auteurs cherche & préciser le peremetre
moléculaire qud doit treduire le KD d'un composé,
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Sur SEPHADIX, GARIATH et FLODIN (17) trouvent pour une seris de
nolécules de dextrane un rapport linéeire eatre log M et_Yg_
v

t
Ce que nous pouvons écrire i
Ve
~2- = L +Blogl (Zqu. 21).
Vs

ICITTAIER (1€) trace expérimentalement la courbe représentant les

variations de —= en fonction de log. 1I, avec le SEFHLDIX G. 75 et G, 100, Les
v

droites qu'il Tobtient peuvent se traduirent par 1l'équetion ¢
ve
-—=- = A +3, logll Zqu. 22) (Figure N° 1),
v
o

Enfin AORIS (19 - 20 - 21) ottient avec le SOIHADI G, 75 et

G. 100, une reletion linéeire entre Ve et le log M. que 1l'on peut écrire :

Vo = A, + B,logl (Equ. 23) (Figure ¥° 2).

Les trois équations 21, 22 et 25 sont en fait équivalentes, car
pour une colonne donnée et dans des conditions expérimentales constantes Vt
et Vm sont constants, llous retiendrons donc l'équation 22 qui nous peraft mieux

présenter les résultats,

v
——— = L+ B, loz (i) (Bqu. 22),
v

m

! 1 o . - 7
mais d'apreés l'équation 1 Ve = Vm + LD. Vi

donec Ve Vi
—— 1 + K_D ———— (Elquo 24) .
v v
m m

In combinant les équations 22 et 24, on obtient :

1+ vi-A+Bl
—E = . log (M)
KDVm |



i

(3
T 4
&Ny t\:‘\
~ \< \~
2p0 1 W
\\\‘ \\\*
x\\ \\\
o \\\
* -\\\\\\\\\
1,2 \
. . e IR >.
4,1 4,5 4,9 " {log M)
ve
Figure nI ¢ Variations de V;; Aen fonction dgvlog M.

cur vne colonne de S

% X % ¢ sur une colonne dez SEPIADEX G 5 (;,2 x I84 cm.)
( WHITAKER, 22 )

A

-
Tlae

marwmmew of 0 s sy

Variations de Ve

™,
<

g Y
\\\ \\\

®

'

TO%

-
Iég» M

de M (coordonnées

I0
en fonction

mi-logarithmiques)

2,10
Figure ne2 g
2ams
+ o e §f SUT une
X % ¥ : sur une

(ANDREWS ,23

a colonne de SEFFADEX (.75

colonns de SEPFADEX G.I00 ( 2,4 x 50 cm.)
(2,4 x 50 cm.)

23)



14~

v
Pour mme expdrienca donnde A est constant (= A1>

v
m

byo Ky = (A -1) + B, log (1)

Ky, = A, +B, log (1) (Zqu. 25).

Donc les trawvzux de ces auteurs aboutissent & la conclusion commune
que le coefficient de distribution (KD) "4'une substance est une fonction linéaire

- o

de son moids moléculaire.

LNt s

lNalheureusenent lorsque l'on cherche 4 établir expérimentalement une
relation entre le Kb et le roids moléculaire, les résultats semblent beaucoup

moins homogénes, Pour PORATH (24) on peut écrire :

k17 = e n '/ (Equ. 26).

Pour ALBERTSON (25)et pour ZJEIRTEN et MOSBACH (26) les résultats

expérimentaux peuvent se traduire par :

M=4, +B log ) (Equ. 27).

DISCUSSION,

I1 faut tout de suite remarquer que la plupert des courbes que nous
trouvons dans la bibliographie présentent en abcisse les poids moléculaires

exprimés entre 2. 1O3

et 106, ce qui oblige & utiliser une échelle extrémeument
grande ou alors & prendre des coordonnées semi-logarithmiques. Il est évident que
de toute fagon l'on n'obtient jaimis une bien grande sensibilité, Par ailleurs,
lorsque l'on travaille sur ces protéines connues pour contr8ler une hypothese

ou l'expression algébrique d'une théorie, les constantes physiques de ces
conposés de référence ne sont établies qu'avec une certaine approximation
parfois + 10 p. 10C , La combinaison d'une échelle trés large et de constantes
de références assez imprécises peut expliquer que toutes les expériences cher-
chant & contr8ler le valeur de diverses théories aboutissent toujours & d'assez

Temes corrélations,
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VI. - RAISONNEM:cNT EN FONCTION D'ELEMENTS JUSTIFIANT UNE RESTRICTION
A LA LIBRE DIFFUSION D'UNE IOLECULE DANS LA PHASE SATIONNAIRE,

Travaux de ACKERS (27).

On détermine expérimentalement le Xy de toute une série de molécules
de protéines selon deux méthodes différentes mais dans des conditions sussi

comparebles que possible (pH, force lonique, concentration en protéine, etc...)

~ lére méthode par chromatographie sur colonne en appliguant 1l'équation
fondementale (Equ. 1).
ve = vm * Kb vi
¥
et en posant Ky = —E- (Equ. 3) sans préjuger de la signification de Vp.

Vi

- 2¢me méthode ¢ on réalise 1l'équilibre complet entre les deux phases
(intérieure et extérieure aux particules de gel). Un poids de gel (p) est mis
& gonfler dans une solution de protéines (contenant Qt g. de la substance &
étudier) on compldte & Vt ml, et on laisse reposer jusqu'au lendemain. On mesure
la concentration en protéine dans le liquide surnageant (= Cm).

Dans cette seconde méthode, 1l'égquilibre de concentretion entre les
phases est certainenent réalisé ce qui, & priori, ne peut &tre admis dans l'ex-
périence chromatographique. Ceci permet d'éteblir de nouvelles équations pour

cette expérience.

quantité de protéine dans la phase stationnaire QP
V.= R WY
C

P concentration de protéine dans cette phase p
Q - Q bt C . v
V = __‘E._.._._%“;_ - L m. B (Bqu, 28),
c C
)% P

Ce qui permet de calculer V. car C_=C_.
P )% n
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V Q - C . V
or Kb S - -t = ?
A Ve cp
9
Aot KV, = -V (2qu, 29).
c
m

Ce qui permet ce calculer KD’ Vi

Par ailleurs la quantité totsle de protéine se rectrouve dans les

deux phases, D'ol ¢

o by

D'ou Ll'on tire une valeur de Qt que 1l'on reporte dans l'équation 22 pour
obtenir : Cm

V.C

Ky = 2 P (Zqu. 30).
V.. C
i* m

cette équation n'est valeble que pour Cp = Cm. Flle permet lors de la deuxilme

expérience de calculer KD 4 partir des résultats des équations 28 et 29.

Si le coefficient de distribution (Kb) est uniquement fonction du
volume reletif accessible & une protéine, sa valeur obtenue & 1l'équilibre dans
la deuxitme expérience devrait &tre identique & celle établie par chromatographie
et on doit pouvoir écrire en combinant 1'équetion fondamentale 1 et 1'équation

70 s

: Ve - Vm V.. C
Ky = =S-—- z_ = BB (3qu. 31).
Vi Vi. c
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ACKERS (28) effectue ces calculs de K, avec des échantillons de
SZTHADEX G. 75, G. 100 et G, 200. Il obtient les courbes que nous reproduisons
figures N° 3, 4 et 5. Il est évident que pour un SEPHADEX G. 75 1'hypothése
de 1'équation 31 est vérifiée, Pour le SEPHADIX G. 200 l'hypothése n'est pas
confirmée et il faut remplacer l'équation 31 par 1'inégalité :

V -V 7 V.. T
e e
... \\\ Lo P Zqu. 32).
Vi Vi’ Cm

D'aprés la figure I° 5 il apparalt que cette inégalité est fonction
de la taille de la molécule étudiée,

Pour expliquer ce phénomene ACIZRS (30) propose d'assimiler la région
pénétrable du gel & un ensemble de cylindres, La limitation & la libre diffusion

d'une molécule dans une telle structure, peut se décomposer en deux facteurs 3

1=~ Limitation au passage par l'entrée circulaire du pore.
2~ Une fois pénétrée dens le cylindre, la molécule subit des frottements

sur les parois, ce qui limite ainsi la libre diffusion.

ACIERS spécifie bien que ce schéme est probablement plus simple que

la réalité. Nous reviendrons sur ce point lors de la discussion.

Les équations, permettant le calcul de ces deux coefficients, ont
été établies par RENKIN (32) lors d'une étude de la filtretion, de la diffusion
et du tamisage moléculaire au trevers de diverses membranes ce nature cellulo-

sique.

I, ~ Limitation au pessage par l'entrée circulaire d'un pore :

goit & ¢ le rayon de STOCKE de la molécule.
r : le rayon du pore,

La surface de l'entrée du pore (= So).
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s =T} :r'2
)
Soit S la surface effective de passage d'une molécule de rayon = &
dans le pore de rayon = r, elle peut &tre représentée par le lieu géométrique du
milieu de celte molécule, donc du centre de sa section circulaire dans le plan

de S . Ce lieu est le cercle de rayon=(r - a).

S = (r - 8)2

= - = (1-2) 2 (Equ. 33).
r r

2, - Frottement limitant la diffusion d'ureparticule sphérique dens un cylindre.

Ce vphénoméne & ét6 étudid expérimentalenment par LADENBURG (33)
FATEN (34) en a fait 1'étude théorique que LAIZ (35) & appliqué & la diffusion
au travers d'une membrane selon l'équation ¢ -

3 5
S 1 -2,108 (B2) 42,08 (&) ~0,95 (&) (Bqu. 34).

S by r T
o

Cette équation est valable pour des valeurs de -%— pouvant descendre
plus bas que 0,08 (RENVIN -36-). Nalheureusement les auteurs ne précisent pes les
linites supérieures de la validité de cctte expression. Cette limite doit exister

car pour & = r, le rapport S/S° ne tend pas vers zéro.

Pour obtenir la limitation totale 3 la libre diffusion RENKIW (37)
multiplie les deux facteurs et obtient :

S

S

2 3 5 .
= (1 --2) 1 -2,104 (=2-) + 2,09 (-2) -0,95 (=) (Equ. 35)
r
0

r r by
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Au coura d'une expérience mir gel dlagar i diverses concentrations

ACK?RS et STRCRE (38) montrent que 3

S = _P_ (2qu. 36).
S D
) 0

D représente le coefficient de diffusion de la molécule de rayon &

dens le milieu poreux et Do son coefficient de libre diffusion.

ACKZRS (39) propose donc l'équation @
vV -V '
e

Ky = == = "?," (Bqu. 37)
Vi Sy

S/So pouvant se traluire per sa valeur de 1l'équation 35.

La comparaison entre les coelficients de distribution (Kb) obtenus
expérimentalement par chromatographie e% ceux obtenus par le calcul au moyen
de 1'équation 37 présentent une assez bonne corrélation, si la courbe traduisent
les variations de KD est tracée en fonction de &/r. Si les méues données expé-
rimentales gont utilisées pour exprimer KD en fonction du logarithme du rpoids

moléculaire les résuitats sont beaucoup moins satisfaisants,

~ DISCUSSION -

e e —

Ce travail constitue un apport fondamental pour 1l'étude théorigque
du phénoméne. Pour un rayon de pore (r) faible (SEPHADEX G. 75) on ne peut
étudier que des molécules de faible rayon et dans ce cas le fractionnement s'ef-

fectue selon la théorie de l'exclusion moléeculaire,

Pour des pores de rayon (r) plus importent (SEPHA ZX G 200) le
phénomene d'exclusion moléculaire semble jouer un r8le mineur et il faut faire
intervenir des facteurs traduisant les limitations & la libre diffusion des mo-
lécules.
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Nous avons tracé figure 1I° 6 les courbes correspondant aux équations
%3, 34 et 37. Yotons dds maintenant que la courbe ¥, = (1 - -%—) 4 est exti8-
mement voisine de la courbe v, = KD de l'équation 37 et que expérimenta~
lement il serait difficile de les séparer d'sutant plus que r (= reyon d'une

molécule tout juste exclue du gel) n'est pas connu avec précision.

Si sur les abcisses de cette figure nous faisons figurer & eau lieu
de a/r, les courtes ne changent pas si nous multiplions l'échelle deg abcisses
par r. On pout tout d'eborl constater que la megure expérimentale e r est
pretiqueient impossible cer pour e =C,7 r les courbes Y5 et y@ sont pra-

tiquement confordues avec l'axe des abcisses.

Tout le reisonnement A'ACKERS repose sur la courbe de la figure K° 5
qui met en évidence un KD beaucoup plus grand dans le cas des mesures & l'équi-
libre (deuxidme exPérience), ue dans celui des mesures var chromatographie.

Or, en ezauinant minutieusesient cette courbe, on peut observer que seulle point
correspondant & a = 150 I détermine la forme de la courbe entre a =60 X et

a = 160 I, Ce point extréne est obtenu lors d'une expérience evec un virus. Toute
dépolymérisation ou sdsorption se produisant pendant le temps nécessaire pour ob-
tenir 1'équilibre entraine une aucmontation ertificielle du KD’

Cette restriction mise i part, il faut justifier par des considérations
théoriques, ces courbes établies expérimentalenent et expliquer les diffdérences
de comportement des gels en chromatographie et & 1l'équilibre, lous reprendrons

cette discussion lorsque nous aurons passé en revue les autres travaux théoriques.
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VII. -~ RAISOIWEITNT DN FOICTION DU CALCUL DU VOLULG ACCZSSIBLE A UNE
MOLECULE.

et — )

Il est universellement admis que la vitesse d'écoulement d'une chroma—
tographie ne modifie en rien le rapport Ve/vm donec le KD des dérivés soumis i
l'expérience, C'est en tenant compte de cette constatation fondamentele que de

nombreux euteurs 4liminent au départ toute intervention possible de phénomdnes
de diffusion.

PORATH 41 et 42) propose d'assiniler le gel & une structure géomé-
trique simple, ce qui permet de calculer le volume accessible A une molécule
de rayon conmu. SOUIRE (43) géndéralise ce raisonnement et cherﬁhe & calculer
le volume accessible dans un systime complexe comprenant des pores de forme

conique, cylindrique et parallélépipédique.

A~ Raisonneuent selon PORATH (44),

On suppose que certaines molécules ne peuvent pénétrer & l'intérieur
du gel que dans la mesure ou elles: ne se heurtent pas sux chafnes de polymére
constituant la réticulation solide de ce gel. Les ouvertures & la surface du
gel sont probablement de forme irrégulidre. Il en est de méme de la forme et
du rev8tement des pores. Supposons que ces pores solent de forme cdnique et

de dimension moyenne

rayon de base = r
profondeur totale = H
Le volume moyen d'un pore = V = 3;: 2, " (2qu. 38,)

Une molécule de rayon =& (e plus petit que r) pourra diffuser

4 l'intérieur d'un pore jusqu'd une profondeur h. Le lieu géométrique de ges
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déplacements & 1l'intérieur de ce pore est représenté par un c8ne homothétique

@ celui du pore et de volure = v = ;gz— h (r - a)2 (equ. 39)

Le coefficient de distribution (Kﬁ) est proportionnel au rapport

des deux volumes V et v,

K, J

)]

V
h. (r - a)2 A h a 2
= 222022 = AL (1. 2) % (2qu. 40),

A est une constante de proportiomnalité, Par ailleurs h et H sont eux-ménes

fonction de a et .

Lo rT-e oy L R
H r T
donc, 1l'équation 40 devient s
a 3
Ry = A (1= =) (Zqu. 41).
r

Par ailleurs le volume r3 est certainement proportionnel au volume
de solvant dens la phase stationnaife, donc de l'easu utilisée pour le gonflement
du gols' ..

3

r = BV, =B (G -x) (BEqu. 42).

i
B est une constante de proportionnalité - x représente la fraction de l'eau &
1'intérieur du gel qui est fortement lide & la matrice et qui ne posséde aucun

pouvoir solvant,

Pour des molécules d'une nlie série chinique, on adnet que "a"

représente le rayon de rotation ("gyration radius"). Celui-ci est proportionnel
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4 la recine cerrée du poids moliculaire () (ZIT! et STOCKIEYAR ~45-).

e = 31.111/ 2 (Zqu. 43).

Reportons les veleurs de a et de r des équations 42 et 43 dans

1'équation 41 ¢

g B,. /2 §

Kyy = A (1= cfmeeer

&'D.u B G - v) /3
1/2

L et A1 gont des constantes de proportionnalité.

¥n faisant intervenir les valeurs ces équetions 1 et 9

Vo o=V o+ KLV, (Bqu. 1).

Vv, = G.P (Bqu. 9).

L'équation 44 devient ¢

v, -V A /2 3
E St -

o 7)7/3 (Zqu. 45),

KDE = ——g—;- =

Cette équetion permettrait d'une part de mesurer le KDD
chromatographique d'une substince et d'autre part de comparer ce K‘DE avec
ie poids molécrlaire en fouction de la théorie d'exclusion moléculeire. Les
autcurs ovtiennent ainsi une assez bonne corrélation entre les K OF chromato-

grapniques et lcs K’DW‘ caleulés (dernier mewbre de 1'équation 45).
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B- Raisonnenent selon SQUIRE (46).

TP

% tan «

Le volume d'un pore cbnique =

a est l'angle d'ouverture du céne et r le reyon de la base,

Réduisant implicitenent le systéme & un seul pore, 1'aulenr pose

W

vV, = =B,V (Zqu. 46).
i 3 tan a n
Vs
eveg ==~ = B (Equ. 47).
v
m

“a

Le volume accessible pour une particule sphérique de rayon
est un c8ne homothétique de celui du pore dont la base possdde un rayon de
(I‘ band a).

T (r - &)

3 tan «

(Equ. 48),

En combinent les équations 46, 47 et 48, on obtient s

oo <r;a>3 o
Vi r B. Vm
- a_ 3 ,,

Les équations fondauientales 1 et 3 peuvent s'éerire :

Ve = 'Vm + KD' Vi = Vm + Vp

En reaplagant Vp par sa valeur de l'équation 49, on obtient

vV, =V + BV (1- -i- ) 3 (Equ. 50).
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Notons au passage que cette fagor. de mener les c.. culs aboutit &
faire disparaftre l'angle d'ouverture du c8ne, qui combiné & r en détermine

la profondeur,

On veut appliquer un calcul analogue pour un cylindre de paramétres

h ‘et r.
[n]
(<8 .
Vy = b = BV (Voir Baqu. 47).
2
Vv = h -
> (r - a)
2
A T - v
I ( 2a) __'p
Vi r B. Vm
a \2
v, o= BV, (1 - =)
V =V +V =7V +B. V. (1--2)2 (Bqu. 51)
) m P m * 'm ¢ e

r

Dans le cas d'un parallélépipéde de paramétres : h, 1 et 2 r.

vV, = 2rlh =BV (Voir Equ. 47).
, (r -2a) 1.1
v 2 (r-a)ln a v
v 2 r,1.h T B. V



28—

V. =3B,V (1--2)
P m -
a n
v, _.vm+v§ ='%1+B.Vm(1--) (Zqu. 52).

r

Nous insistons sur le fait que dans les équations 50, 51 et 52,
B est identique et correspond & la définition de l'équation 47, Wotons aussi
que cette fagon de mener les celculs conduit & é.iainer la hauteur du cylindre
ainsi que la largeur et la hauteur du parallélépipdde, ce qui aboutit & un
résultat mathématiquenent tres curieux : dans le cas d'un céne le volume d'é-
lution est fonction de (1 — -%— )3 , dans le cas d'un cylindre il est fonction de

(1 - 2;-J2, et dans le cas d'un parallélépipede il est fonction de (1 - _2_5? .
T

Pour poursuivre le raisonnement, il faut attribuer & chacune des
formes géométriques un coefficient représentant sa participation au volume

intériecur total du gel (Vi)’ Pour ce faire, SQUIRD i'spécifie" que :

- dans 1'équation 50 (cas d'un céne) = 3g3
- dans 1'équation 51 (cas d'un cylindre) B =9 gf
- dans 1'équation 52 (cas d'un parallélépipdde) B=9g

"oar cela permet d'obtenir une équation relativenent simple et cadrant assez

bien avec les résultats expérimentaux" !!.
2= f1ve (1227 (3qu. 53).

Ceci correspond & admettre que le nombre de c8nes dans une particule
de gel est beaucoup plus important que le nombre de cylindres et considéreblement

plus important que celui des parallélépipedes,
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L'auteur admet per ailleurs que le rayon (a) d'une molécule est

proportiormel A la recine cubique da son poids moléenlaive et peut écrire

v /3 3
v 73

C étant le poids moléculeire d'une protéine totalement exclue du
gel, la signification ce la constante : g est assez compleze mais SOUIRE 1'éta-

blit expérimentalenent lors de l'étalonnage d'une colonne,

L'auteur applique cette équation & un grand nombre de molécules et
trouve dans l'enserble une assez bonne corrélation entre les résultats expéri-

mentaur de plusieurs auteurs et les poids moléculaires admis pour ces protéines.

~ DISCUSSTON ~

Admettons avec SQUIRE (44) que d'une part le volume intérieur du gel
puisse &tre représenté par un assemblage géométrique simple et que d'autre part,
seul le principe d'exclusion moléculaire intervient dans la définition de l'équa-
tion fondamentale 1. Il est possible d'effectuer le calcul de Vp de fagon plus

orthodoxe,

Un volume peut toujours s'exprimer sous la forme de

3

V =A. T (Equ~ 55)-

Dans le cas d'un cube ou d'une sphére r représente le seul para-
métre, Dans des cas plus compliqués, r représente la moyenne des paramétres.
Pour les formes géométriques trés complexes r représente un perametre algé-

brique défini par l'équation 55.
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A, r3

Done V.
i

3
Vp A1 (r - a)

On peut admettre que A ## A1 car les deux volumes ont certainement

des formes assez voisines, seuls les angles vifs de V, ne se retrouveront pas

i
dans Vp' On peut donc écrire avec une approximation acceptable @
3
V r -
Kp = -2 = S___gﬁz_-
Vi by
Kp = (1--2) 3 ' Equ. 56).
r

Cette équation est & comparer avec 1l'équation 41 de PARATH (47).
Elle ne different que par un coefficient de proportionnalité dont la signifi-
cation est difficile & expliquer.

L'équation 56 doit aussi &tre comparée avec les équations 35 et 37
d'ACKTRS (48). La signification de r en est la mBue car si le pore est supposé
cylindrique il pourrait tout aussi bien avoir une autre forme car & aucun moment

on ne fait intervenir la hauteur de ce c¢ylindre.

On peut voir figure N° 6 que la courbe KD = yécorrespondant )
1'équation 37 est assez voisine de la courbe K, = Vs de 1'équation 56 Vu le
manque de précision de notre connaissance des rayons moléculaires, il semble peu
. probable que des expériences, mémes minutieuses, puissent trancher le débat en

faveur de 1l'un ou l'autre des hypothdses,

Toutefois, tous les raisonnements qQue nous venons de passer en revue
sont en défaut sur le méme point : ils supposent que les parois des pores du gel
sont assimilables & des surfaces, Or il est évident cue ces parois sont consti-
tuées par des chafnes de polyméres et il serait plus vraisemblaeble de les comparer

& un assemblage de barreaux disposés de fagon plus ou moins régulidre,
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Cette considération nous améne & prévoir un coefficient de correction
ayent pour effet de diminuer le deuxidme facteur de l'équation 37, celui qui
traquit le frottement sur les pearois lisses d'un cylindre. Donc, on peut prévoir

un KDR plus faible que celui nrévu par LCL3IRS (49).

De méiue, les espaces entre les berreaux constituant les parois d'un
pore sont accessibles & certaines molécules, ce qui a pour effet de corriger en
housse la valeur du volume acuvesaible. On veut dono prévoir un KDB plusa grand que ~

celni obtern par J'Aquation 55.

Ilous ellons voir dans quelle mesure un tel raisonnementl peut nous
faire progresser dens cette étude théorique de la chromatographie de filtretion

sux gel,

D- Calcul du volume accessible & une nolécule dans un gel théorique de

structure cubique.

Incginons une- particule cubique de gel, dont chaque face est divisée
en n2 carrés par des barreaux représentant les chaines de nclyméres constituant
la matrice de ce gel., Il en est de mfme & 1'intérieur de la particule, si bien
que le cube de gel se trouve divisé en n3 petits cubes creux délimités par les

barreaux qui metérialisent les erétes (Voir figure N° 7).

~ Soit 2 b 1la largeur de chaque barreau (supposé parallélépipédique)

- Soit 2 r 1la largeur du pore creux qui correspond & une face d'un petit cube

La longueur d'une arfte d'un grend cube = 2 n.r + 2 (n + 1)b
2n(r+1b)+2b (2qu. 57).
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avec b plus petit que r et n treés grand,
2 b est négligeable & c6té de 2 n (r + b) et on peut écrire :

- Longueur d'une eréte A 2n (r'+ b) (Equ. 58).
- Volume d'un cube # 8 w0 (r + 1o)3 =V (Equ. 59).

1=~ Calcul du nombre de petites facettes dans cette structure.

Sur la figure N° 7, ont peut compter ces facettes :

-~ Dans un plan horizontal on trouve n2 facettes, comme il y a (n+1) plans

Lorizontauz, on obtient n? (n + 1) facettes horizontales.

~ Dans un plan verticel on compte égalenent n? facettea, Il y a (n + 1)
plans verticaux paralléles au plan de la feuille et (n+1) perpendiculaires

4 ce plan, Donc, on trouve 2 (n + 1) plans verticaux et 2 w2 (n+1) facettes

verticales.,
Au total la structure comporte 3 n? (n + 1) facettes,
: Pour n trés grand on peut admetire que ce nombre est peu différent
de 3 o (Equ. 60).

2~ Calcul du volume interstitiel.

Ce volume interstitiel (Vi) peut se décomposer en deux volumes

élémentaires (voir figure N° 8),

Le volume (V correspondant i n3 cubes de volume (2 r) 3 et le

» :
volume (Viz) correspondant au volume des 3 n° (n + 1) facettes creuses de 2 r.
2r. 2b., soit 24 n? (n+1) b.r.

v, =8 2" 4 24 n° (n+1) v, °
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Pour n trés grend on peut écrire

vy 48 0, r° (r + 3b) (Equ. 61).

sphérigue de rayon (e).

Ce volume (Vp) peut se décomposer en Ceux voluies élémenteires (voir
figure N° 9),

Vp1 = Volune de n° cubes do cBté 2 (r-a) = 8 o (r - &) 5
sz = Volume accessidble dans les 3 n3 facettes creuses

3 2. 2 (r-e).2(r- a). 2 (a +b)

24 (r - a)2 (a +1b)

I

Vo= V4V, =8 P(r-a)2(r+2a+3b) (Squ. 62).

- Cal z
4~ Calcul de K...

in introduisant les valeurs de Vi ot do VP des équations 61 et 62 dans .
1'équation 3 on peut écrire @
A (r - a)% (r+2a+3b)

Kim
DI Vi r2 (r + 3Db)

K - (1 - ;2_)2 (1 + .._g..?‘._.__ ) --(Equ. 63)-
DE T (r + 3b)

ot -
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S Calcul de L

2n introduisaent dana l'équation 4 les valeur Vp et Vx des
équations 62 et 59; on peut écrire ¢
v (r - a)2 (r + 2a + 3b)

'a — D _ ( .~.- 6
Zon = = Squ. 64).
L3 v (r + b)3

(Equ. 65).

6~ Calcul de la concentration du gel en polymeére.

Reportons dans 1l'équation 20 les valeurs de KD“ et de K AT des
équations 63 et 64.

K " (r+30)
0 = £ —— 5 (Bqu. 66).
v 1Ged G. d (r + v)

Mais G, ds est fonction de r et b, Nous allons donc chercher & le

renplacer pa- sa valeur. Pour cela il faut calculer Cv par une autre méthode @

v 4 1.0°
C = _...g_ e, (Equ- 67)0
v
v v
X X

ou 1 est la longueur totale de barreaux dans - Vx de gel.
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T~ Calcul de la longueur totale de barreaux dans un volume Vx de gel,

ORSTEIN (50) propose de calculer cette longueur par une technique
arithmétique, mais il est amené & négliger les intersections entre barreaux.
Les volumes correspondants sont ainsi comptés deux ou trois fois, Ceci peut
entrafner une erreur négligeable dans le cas ou b est trés petit par rap-
port & r. Il est toutefois préférable d'éviter cette imperfection par le
calcul algébrique suivant,

~ Nous savons que la longueur dfune ar&te =2 n (r + b) (Equ. 60)

Sur la figure N° 10 on peut voir que :

- Dans un plan horizontal, il y & (n + 1) barreaux de longueur égale & celle
d'une ar8te et (n + 1) fois n petits barresux de longueur = 2 r,

soit (a+1)2n(r+v)+2r.n(n+1)=2n(an+1) (2r +v)

Comme on trouve (n + 1) plans horigzontsux : la longueur totale des barreaux
horizontaux = 2 n (n +'1)2 (2 r+ b

~ Ces plans horizontaux sont reliés par des barreaux verticaux de longueur
=2 Yo _
Or, on en compte n (n + 1) sur une face et il y a (n+ 1) plens
verticaux paralldles & cette face.

Donc la longueur totale de barreaux verticaux =2 r, n (n + 1)2

Longueur totale de barreaux dans un cube de V? de gel =1

=2 n{n + 1)2 (3 r+b)

Pour n trés grand @ 1 A 2 0 (3r+ 1) (Bqu. 68).



8- Autre calcul de la concentration du gel en polymére,

Reportons dans l'équation 67 les valeurs de 1 eo% de V_ des équa—
tions 68 et 59

v 41, v° (3r + b) b°
Cv S - S e 5~ (Zqu. 69.)
v v (r + b)

G- Calcul de G. ds'

En comparant les valeurs de Cv des équations 67 et 69, on peut

écrire

¢ d r2 (r + 3b)

s (Equ. 70) .

b° (3r + b)

Dlaillcurs, on retrouve ce résultat si dans 1l'équation 18 on remplace

Vi et ¥g par leur valeur des équations 61 et 69,

10—~ Expression de r en fonction des constantes physiques du gel :

L'équation 70 peut &tre développée et réarangde en fonction de r,
G, ds.b2 (3r+b) = 22 (r + 3b)

r3 + 3 b, r2 -3 b2. G. ds' r - G, ds; b3 = 0 (Equ. 71).

our; b Get ds sont positifs,.
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Ltétude de la dérivée pernet de tracer la courbe @

y=1 §3b. 15 ~ 312, a. 4.1 - G ds.b3 (Bqi. 72).

qui peut avoir une ou trois solutions, Vu les racines de cette dérivé, on peut

prévoir une seule solution. Nous reproduisons cette courbe figure N° 11,
La résolution de l'équetion 72 doit se feire nar le calcul en donnant

& r différentes valeurs successives de fagon & encadrer progressivement la solu-

tions y= O,

11= Calcul de r pour des gels bien définis.

Pour un SETIADIEX G. 200 on sait que le gonflement G est voisin de
20 g/g; et pour un sephadex G. 100 il est voisin de 10 g/g. (gremmes d'eau par
gramme de produit sec), La densité du dextrane polymdrisé (ds =1,64) (FLODIN 51),
I1 est beaucoup plus difficile de fixer une valeur pour b; Le rayon d'une chefne
polysaccharidique est de l'ordre de 3.10—8 cm. Toutefois les déformations provo-
quées par les liaisons entre chafnes obligent la plupart des auteurs & utiliser
dans leurs calculs des vclevrs sensiblement plus élevées : 7. 10—8 cm: ( LAURENT
et KILLANDZIR -52-), De plus nous avons vu au chapitre IV B, qu'une partie
souvent appréciable de l'eau interstitielle éteit lide A la chafne polysacchari-
dique. Comme cette eau liée ne posséde aucun pouvoir solvant, on doit, dans les
calculs, l'ajouter au volume de la metrice solide (Vg), ce qui contribue &

augmenter sensiblement la valeur de b,

Nous avons résolu 1l'équation 72 en prenant successiveunent @

b= 3. 10-8 ch,

et b Te 10—8 cm,
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Nous trouvona pour la SEPHADEX G. 100

pour b = 3 X r=18 &

pour b =7 X r=412
Pour un SEPHADEX G, 200 s

Pour b= 3 X r=262%

Pour b= 72X r=61 X

Les valeurs de r obtenues en posant b =3 X sont effectivenent trop
faibles. Celles obtenues pour b = 7 K sont plue en rvepport avea 1a taille des

molécules fractionnées par ces gels.

12— Calcul d'une valeur approchée pour n 3

n est naturellement fonction de le taille de chague particule de gel.
Le tamisage d'une poudre séche de SEPHADEX G. 200 fixe cette taille des grains. Elle

est généralement comprise entre 4 et 12, 1()"'3 cm. Nous retiendrons donc une taille

moyenne D = 8, 1072,

r = v, = 8 1077 o (Equ. 72).

Prenons comme nous l'avons vu au paragraphe {1

b= 7,10 en

r =61, 10-8 cm

On peut écrire avec les restrictions que nous avons signalé pour
1'équation 10 3

v g
= ——5— = 3 3 (Equv 73).
v 8n (r+0)

n’ = 5 (Zqu. 74).
8 (r +b) c,
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En remplagant Cv par sa valeur de l'équation 12 ¢

3 _ (e dg+1)
8 (r +b)

(Equ. 75)-

Pour uvn SIPHIDEX G, 200 en prenant G = 20

ds=1,64
=61 X
» = TE

12

On tpouve n = 7. 10 7. Ce qui nous donne pour n une valeur appro-

chée de 1,51 . 107,

Un calcul identique pour le S PHADIEX G, 100 donne pour n un ordre
de grandeur de 2,15. 104. I1 faut noter que la différence de n pour ces deux
gels n'est pas considérable.

Enfin, il feut insister sur le fait que n a été celculéd pour un
nodéle théorique qui n'est certainenent pas identique & la structure réelle d'un
ScPEiDEX. De plus, nous rappelons encore une fois l'imprécision inévitable pour
la valeur fixée pour b, Il faut tenir coupte de ces restrictions chaque fois que

nous utilisons ces valeuvrs de n,

13~ Discussion de l'équation 63,

8 2 2 8 -
Kp = (1 - —;-) 2 1+ - 3;.). g (BEqu. 63).




3 2
-—--..l ...... = —-8-“1:41-4:--2—— (Equ. 76).
(r +3 1) A
On peut tirer de l'équation 55 une valeur de n?.
3 Vv
n = —————E————g— (Equ. 77).
8 (r + 1)

Reportons cette valeur de n? dans 1'équation 76.

. 2 v
-1 = T ~E
(r +3 1v) (r+b)3 v,
1 _ r2 : vx
- - 3 )
(r +3 1) (r +v) Vx - Vg
leis V g/Vx = C,
2
- ; (Bqu. 78).
(r + 3b) (r+1)7 (1 -c)
r2
b~ Etude du facteur ¢ ———ie-
omsenn s iereeees (1 + D)
r2 traduit une surface. En effet la surface d'un pore = ¢ r2.

(r + b) 3 traduit un volume, Dans la structure cubique que nous avons défini au

début de ce chapitre le volume d'un cube de gel de n: petits cubes = Sn; (r + 1) 3

Le volume d'un de ces petits cubes = 8 (r +b) 3
2
Le facteur ——-2—-—-3 reprécente donc & un coefficient numérique
r+b

prés le rapport entre la surface unitaire d'un pore (Su) et le volume uniteire |

de gel (vu) .



S
_____ ad = A—E—""-- (Eq\l‘ 79) .
vu

Su / Vu caractérise parfaitement un gel. !8me si sa définition
apérimentele présente des difficultés, ce facteur est tres intéressent sur le

plan théorique,

¢~ Nouvelle expression de K.

Reportons dans 1l'équation 63 les veleurs des différents facteurs
selon les équations 78 et 79,

a A2 . Su' 2a
Kpp = (1 -=2-) 1+ A (Zqu. 80).
r v (1 -0)
u v
2k, S
Mais pour un gel donné -—E-E----) = B est une constante. L'équation 80 peut
vV 1 =¢C
u v

donc s'éderire

Kp = (1 --g- )2 (1 +B. a) , (Bqu. 81).

La courbe y = KDE de l'équation 81 sera légdrement au-dessus de la courbe ¥,=

(1 _ _g_) 2 ety tend vers y 1 quand a tend vers zéro et & tend vers r,
T

c'est~b-Cire quand K., tend vers zéro et vers 1 (Figure N6 )3

Le KbE calculé selon l'équation 81 est effectiveinent plus élevé q&;
le KDW plus epproximatif obtenu avec l'équation 56

K = (1-5)°

Si nous comparons maintenant le KDR calculé selon l'équation 37
d'ACIERS (53) avec le KDE de 1l'équation 81, les différences sont suffisantes

pour 8tre mises en évidence expérimentelement quand & est assez grand.
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Par contre quand a est petit (cas d'une expérience sur SIPHLDIX G. 75) les
coefficients de distribution calculés per ces deux équations sont assez voi-
sins, ce qui expliquerait les courbes expérimentales d'ACKERS (voir figure N° 3).

Toutefois nous ne pouvons pas justifier les courbes de la figure N° 5,

VIII, - RAISONNEIEXT D'IXCLUSION MOLECULAIRE FALSANT INTERVENIR LA
CONCENTRLTION DU GiIL EN POLYMERE,

Cette notion de concentration du gel en polymére de constitution
présente un grand intér8t, car c'est le paramétre fondamental dans la prépa-
ration d'un gel d'agar, d'un gel d'amidon et wéme d'un gel de polyacrylamide,
Lvec le SEZPHADEX ce paramétre est moins évident car le polymére est livré tout
préparé, mais le gonflemert, qui est & la base de la classification de ces
matidres premidres, tradvit en fait la concentration en polymére comme le montre

les équations 12 et 13,

ALLISOW et HUMPHREY (54) étudient la diffusion de certaines protéines
dans des gels d'agar et de gélatine de concentrations variables, ce qui pernet
de clagser ces protéines dans l'ordre de leur poids moléculaire et méme de
faire un parallile entre la concentration en gélatine empé&chant toute diffusion

et le poids moléculaire de la protéine étudiée,

STITHIES (55), par électrophordse sur gel d'emidon, établit que
la migration d'une protéine est fonction inverse de la concentration du gel en
emidon., Le coefficient de retardement relatif est fonction de la taille d'une

molécule et non de sa charge électrique,
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POLSON (56), aprés une étude de la diffusion de divers virus au
travers des gels d'ager, établit que la concentration en agar capable d'ex-
clure une molécule est une fonction inverse de son diametre moléculeire, ce

que nous pouvons écrire avec nos symboles
C, == (Zqu. 82);
a

D'eutres expériences amdnent POLSON (57) & faire intervenir les
différences de coefficients de diffusion plutbét que les différences de poids

moléculaires.

AVDREWS (58) mesure le volume d'élution pour diverses protéines
eu cours de chromatographies sur gels d'agar, la phase stationnaire étant
constitude par un granulé de gel de concentration varieble en agar (2,5 a
12 p. 100). Les courbes obtenues mettent en évidence une relation entre le
poids moléculaire et le volume d'élution, il trouve que cette technique est
plus précise pour l'étude du poicls moléculaire que pour celle dea coefficients
de diffusion.

STEERE et ACKERS (59) dﬁgsugge expérience analogue montrent qu'il
noléculaire
existe une relation entre le diamétre et le volume d'élution.

ORNSTEIN (60) au cours d'une étude théorique sur le gel de poly-
acrylanide, établit que le diamdtre moyen des pores est fonction inverse de la rac
concentration du gel en polyacrylamide, ce que nous pouvons écrire avec nos

symboles
5 p = __;%72,__ (Zqu. 83),

C
p

Enfin LAURENT et IILLANDER (61) proposent wne équation liant le
coefficient de distribution (KA) 3 la concentration du gel en polymére, Nous
allons étudier ce travail plus en détail,
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A~ RAISOIMAZINT SHLOYN LAURENT et IILLANDER (62)

1 s'egit de calculer le volume accessible pour une molécule de
rayon a dans un gel hypothétique, constitué per des tarreaux cylindriques,
tres longs par rapport 2 leur diamdtre et répartis au hasard dans une particule

sphérique de gel,

Ce calcul a été effcctué par OGSTON (63) en exprimant la concen-

tration du gel en polymere en centimétres de barreaux par millititres de gel
(=L).

a = rayon de la molécule sphérique

b = le rayon d'un barreau,

Tn appliquant 1l'équation A'OCSTON & leur modéle théorique, LAURENT et KILLANDER
obtiennent : _ 5 .
K, = e( - 17 L (a +b)° ) (3qu. 84).
L'application de cette formule présente quelques difficultés, Pour
un gel bien standardisé comme le SEPHADII, on peut attribuer i la chaine drcite
de polysaccharide un rayon de 2 a 3. 10—8 cm. ilals comme le dextrane consti-~
tuant le gel est flexible et présente un certain nombre d'embranchements, on
doit lui attribuer un rayon plus important. Comme nous l'avons déjh signalé,

LAURSNT et EILLANDER (64) proposent pour b 1la valeur de 7. 107,

La valeur de L (concentration en dextrane exprimée en cm de chatne
par ml., de gel) est encore plug délicate & fixer. Finelement les auteurs doivent
établir cette concentration & partir des résultats d'expériences chromatogra-
phiques,

Une fois ces deux valeurs déterminées, il est possible de calculer
lo rayon de STOCKZ d'une molécule & partir du coefficient de distribution (KA)
Les auteurs donnent de nombreux exemples concluant & la vérification de 1'hypo-

thése.
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Pour faciliter la discussion il nous faut exprimer L (cm/ml.)

en fonction ce Cv (mLﬁﬂl.)

L = nombre de cm. de barreaux dans 1 ml de gel.
L.Vx = nombre de cm., de barreaux dans Vi ml, de gel.

2

'””b L.V . = volume occupé par les barreaux de Vx ml, de gel.
C l/ Ob2 .L ov
v am—————
vV
x
d'ol 1'on tire
[
L = _2_2 (Zqu. 85).
77

Reportons cette valeur de L dans l'équation 84.

-2 2
Ky o o= Oyed (a + 1)

A 2
= e (-CV (1 + -2 ) ) (E'qu' 86)-
b

On pcut remplacer_cv per sa veleur de 1l'équation 12

KA = &P ”("““1“~~—) (1 + -2 2

G et ds sont des constentes pour un SEFHLDEX, Il n'est donc plus
nécessaire d'établir arbitrairement des valeurs pour L. Toutefois nous devons
rappeler que nous avons négligé le volume de l'eau lide & la chaine polysec-

cheridique, Il feuvt en tenir compte lorsque l'on choisit une valeur pour b,
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C- [PPLICATION D'UN C.LCUL DI VOLUME ACGESSIBLE A UN GCL DE STRUCTURE
DEFIRTS PiR LLURIWT BT KILLANDER {65).

Soit 1 1la longueur totele de barreeux supposés cylindriques.
le milieu d'une molécule sphérique de rayon & ne peut pénétrer & l'intérieur

d'un volume cylindrique concentrique de celui du barreau et de rayon (a + b).

Le volume non pénétrable total pour cette molécule est donc ¢

. 2 n
lo // . (a + b) = Vn + Vg (uquq 88)5

Ce raisonncuent est en fait trop simple, car on ne peut assimiler
le gel & un cylindre unique. L'équetion 83 n'est en fait valable que pour £ @

(distance minimale entre deux barreaux) vlus grand que 2 &.

V. =V, +V = V. +V +V
X i P n g
V. =V +77.1(a+1b)?%
x P *
21 1 =
Comme d'aprés l'équation 4 1@ VP Ki. Vx
V. = Koo V_ +/1 1(a+b)2
x AR® 'x ¢
e 1. b2
K = 1= ——mm (Equ. 89).
\'
X
P(G.d +1)
Meis d'apres l'équation 11 ¢ V_ = g
dS
or, 'v'g =i =TT, 1, b2 (Equ. 90).
a



En combinent les équations 89, 11 et 90 on écrit

£ = 1 (a + b)?
= - -3
< (G. d + 1)

(Equ. 91).

En introduisant Cv evec sa valeur de l'équation 12 :

a 32 =

Avec la vestriction f plus grend que 2 a (voir restriction pour 1'équation 88) |

I1 nous feut comparer les Kh obtenus par l'équation 87 (raisonnement
statistique et différentiel d'0GSTON (66) et par 1'équation 92 (raisonnement

d'exclusion moléculaire dans le ces simplifié oi f est plus grand que 2 a.

L'équation 87 peut se développer s .

(c, (1+-2)°2 (¢, (1+2)2)% (¢ (1+2)°

K, = 1 = =t b + 7 b + I Boee
A

14 2 1. 31 ete.

Ltéquation 92 est donc le développenent de l'équation 87 limité au premier ordre
ce qul est tout & fait compatible avec la restriction ¢ f plus grend que 2 a.

D- CONCLUSION ¢

Ce mode de raisonnement permet de comparer la théorie d'exclusion
‘moléculeire awx résultats obtenus en étudiant le partage des protéines entre
les deux phases liquides contenant des polymdres solubles (LLBZRTESON 67, 68).
Le coefficient de partage (K) d'une protéine entre ces deux phases est une

fonction exponentielle de son poids moléculaire, ce qui peut s'écrire

c1 A
= e

e = K

%

(Cqu. 93).
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Tout ceci tend & confirmer que, d:ns la mesure ol 1l'équilibre est
réalisé le phénomdne se¢ réduit & une exclusion moléculaire. Par contre nous ne

pouvons toujours pas expliquer le phénomdne dens le cas d'une chromatographie sur
SEPHADEX G. 200 (Voir figure N° 5),

IX, - APPLICATION D'UN RAISONNZENT DI RESTRICTION A LA DIFFUSION A
UNS 3TRUCTURE CUBIQUE (définie au chapitre VII D).

£~ BISTRICTION A LA DIFFUSION SELOMN UM AYE FERPENDICULAINE A LA SURFACE D'UN
PORE,

La diffusion d'une molécule dans un liquide homog®ne peut se traduire
par wn déplacement selon trois axes perpendiculaires l'un & 1l'autre (Ox, Oy et 0z).
In un point O le gradient de concentration imposera le déplacement selon un de ces
azes (Ox par exemple) et dans une direction (0 vers x par exemple). Les concen-
trations en 0, y et z étant égales, la diffusion sclon les azes Oy et Oz se fait
dans les deux sens et n'intervient pes dens la répartition statistique des molé-
cules étudides. (Voir figure N° 13),

Nous savons que la restriction i la diffusion au travers d'un pore

=(1 - —%- )2 (voir équation 33). Une molécule ayant traversé n' pores a subi
une restriction & la diffusion = R.

2 n!

R=(1 - ->) (Zqu. 94).
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Une particule de gel de n? petits cubes schématise la phase station-

naire (Vx) et baigne dans une phase mobile qui se déplsce,

Supposons ces déplaceents de la phase mobile suffisamment rapides
pour que au temps to, la concentretion en produit étudié soit identique eur

toutes les faces externes du cube de gel,

La diffusion d'une molécule, qui au temps to se trouve dans la
phase mobile, se fait vers le centre du cube de gel, selon les six axes perpen~
diculaires & chacune des faces. Lorsqu'une molécule a traversé un pore, elle

diffuse ensuite librement dans le volume interstitiel ¢u petit cube correspordant.

On supnose que les concentrations sont assez faibles, si bien qu'au
niveau du front de diffusion le passage de la concentration CO a la concentration
nulle se fait sur une distance dx négligeable., Au temps t les molécules du fron!
de diffusion suront traversé n' pores sur l'axe Ox et effectué un déplacement
de 2 n' (r +1b) sur cet axe. Si au temps + : 2 n'<<;n, les molécules se répartis-
sent dans le volume périphérique du cube de gel, Un certain volume au centre de ce
cube ne contient pas de substance étudiée, mais fait toujours partie du volums

interstitiel (voir figure N° 14).

1~ Calcul au cocefficient de distribution (KDR).

Dens la zone ou la substance a diffusé, elle occupe un volume cor-
respondent au volume eccessible selon la régle de l'exclusion meléculaire, Nous
pouvons donc celculer lo coefficient de distritution (KDR) selon la théorie de

regtriction & la diffusion, valable pour un temps .t et pour un gel théorique de

stiucture cubique.
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Dans un grand cube de gol de n: petits cubes, au temps t, 11y a

(n -2n') {ﬂge contenant pas de substance étudide, Cette substance se trouve

dans le volume périphérique, correspondant & n3 - (n -~ 2n')3 petits cubes soit

2n' (3 2% - 6n. n' + 4 n'? )

Or d'apriés 1'équation 62 on sait que le volume accessible pour une

mclécule sphérique de rayon a dans un cube de n3 petits cubes élémentaires =V

VP =8 n; (r - a}z (r-+ 2a + 3b) (Equ. 62)f

Donc le volume accessible & la molécule sphérique de rayon a dans la zone

périphérique o elle se trouve = va

‘
va = 2n! (3n2 ~6n. n' +4 n‘2) E 8 (r - a\2 (r + 22 + 3b) 3

(Equ. 95).

En eppliquent 1l'équation fondanontale 3 3 Kﬁvi = VP avec les valeurs de V:.L

et de Vp des équations 61 et S5, on obtient :

VpR on! (3 2? ~ 6n. n' + 4 nt? )8 (r - a)2 (r +2a+3%b)
b E aseimemes =
D2 A 8w 1 {r + 3b)

fam 2 { 3B 6 (B we (2P Ul Re

(Squ. 96) .

En introcduisent dens cette équetion S6 la valeur de KDE de 1'égquation

6%, on peut écrire

‘ Kp = 2% 3@«4-6( )2 +4@J- Ko l(Mm9ﬂ.
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Avec 2 n'<:\ n

/ ! 2 ' '
Donc o<\2 E 5 (=—) -6 (---— + 4 (=) 3 ; <\1

2-Cazou2n' =n

Si le tenps de diffusion t est suffisant 2 n' = n et dans 1l'équa=-
tion 97 KDR = KDw

Ceci neut correspondre & une expérience dans laguelle on réalise un
équilibre entre les deux phases, C'est dens le cas de la mesure du KD a 1'équi-

libre selon la premidre expérience d'ACIERS (69) (voir chapitre VI),

Ceci peut égelement &tre obtenu quend la diffusion s'effectue rapideuent
et que dens une chromatographie le temps tx vour lequel 2 n' =n est compatible

avec la vitesse de déplecement de la phase mecbile,

3~ Discussion de 1l'équation IIT

Cette équation qui traduit un raisonnement de restriction & la diffusion
prouve que le coefficient de distribution KDR est une fonction de KD“’ obtenu par
un raisonnement d'exclusion moléculeire. Le facteur de multiplication de KbE est lui

méme une fonction de n' / n= £ (t).

Ceci nous conduit & une conglusion fondamentale

|

si 1'on adopte un raisonneent de restriction & la diffusion, cela corres-
pond & affecter le coefficient de distribution (KbE) d'un facteur fomction

du temps et de toute fagon inférieur ou égal a un,

Si le termps t , pendant lequel la diffusion peut epérer, est court
KbR est bteaucoup plus petit que KDE' Si au contraire le temps accordé est plus
prolongé, CDR tend vers LDE et 1l'éxpérience traduit uniquesent un phénomene 4'ex-

clugion moléculaire.
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4~ Cas particulier ol la restriction & la diffusion joue un r8le plus important.

Soit t!' le temps nécessaire pour qu'une molécule de la substance étudiéc
diffuse librement dans la phase liquide sur une distance de n(r +b). Ceci revient ;
& choisir pour le temps t' de 1l'équation 97, le temps qui est nécessaire & une
molécule de substance & étudier, pour occuper un volume de phese liquide égale &
celui d'une particule de gel ( =8 > (r + b)3 )e

Vu les restrictions & la libre diffusion dans le gel, la molécule ne
parcourt pas n(r+ b) en un temps +t! mais traverse n' pores sur une distance de
2 n! (r +b).

Le rapport distance effectivement parcourue / distance parcourue en
diffusion libre est une fagon d'exprimer une restriction & la libre diffusion. Donc

d'aprés 1l'équation 94

= (1 = 8- 2n! = ?._E.'_ .(.?.—t—b.}. = _g_f.l.'. 3
( r ) n{r + b n : (zqu. g8).
Pour & = R=0
Pour & = 0 R =1

1
Donc R est compris entre O et 1. La forme de la courbe R =(1 - _%_)Zn est ana~
logue & celle de y3 et Yy = f (—g—)de la figure N° 6 avec une dérivée nulle pour
a/r =1 et une dérivée = - 2 n' pour &/r = 0; '

L'équation 98 est mathématiquement valable car

e a 2n! rd

0 .\(1 --1;-) < 1
/ 2 nl AAAAA -

0 /\ < ""r"l"" *\\ 1

On peut donc espérer trouver une valeur de n' & un temps t' pour que

(1 _ __a__) 2n! 2n'

r n
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Ao -B P L 20 2y (Bqu ).

Pour vhaque valeur de &/r on peut résoudre 1l'équation 99 par calcul

et ancadropent de plus en plus serwé de la solution y = 0,

Em appliquent ce travail & un SEPHADEX G. 200 s valeuy approchée
de n = 191, 102 (voir paragraphe VII = D - 12), nora tronvons

pour —%— = 0,1 27 Kip' <:~28
pour -%— = 0,2 10c<:n' < 11
pour £ =05 O
pour —%— = 0,7 3 &nt < 4

e e e 4t et

a- Nous avons montré cue la restriction & la diffusion joue un r8le important
au bout d'un tenps t' tel que :
2r! 2 n! -
== (1-5) (Zqu. 98).
Dans le cas d'un gel du %ype SEPHLDEX G, 200 ceci est réalisé pour n' tres petit,
n8ue dans le cas de peti’es molécules, '
'

—%E-— traduit le rapport du nombre de pores utilisé au temps t!

au nombre total de pores sur l'axe de diffusion, Dans les meilleurs conditions

(pour —%— = 0,1) s

2nt o, 28,
2L 422 4 es 0

n

Donc méme dans lo cas de petites molécules seul 3 p. 1000 des pores
(orientés sur un axe perpenéiculeire & la surface du gel) sont utilisés pour obtenir
une restriction optimale & la diffusion. Au~delh les phénoménes d'exclusion molé—

culaire prennent plus d'importance,
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I1 faut toutefois nuancer ces conclusions, car aucune molécule ne subit
une restriction nulle. I1 faudrait établir 1'équation 98 pour un temps t" : le
temps nécessaire & la plus petite molécule d'un mélange pour parcourir dans lo

gel la distence n(r + b) et pour traverser n_  pores sur l'exe Ox,
2

b~ La sélection entre les particules est trés sévere ?our les petites molé-~

cules ( —%— = 0,2)' Elle devient pratiquement nulle pour & = 0,5 r,

c~- Les distences parcourues au teaps t! sont extrémement feibles. A titre
d'eremple, pour & = 0,5 r elles sont de 1l'ordre de ¢

)10-80

2n' (r+1b) = 2.6 (61 +7 m, = 816 I.

.I1 n'est donc pes étonnant que les équilibres se réalisent trés rapidement et que

la vitesse d'élution ne joue eucun r6le dans la détermination du KDR'

d- Enfin, eau-deld du teaps t' 1a molécule continue & diffuser dans le gel
et il reste un volume accessible & la diffusion directement proportionnel & a3.
En effet, plus & est grand, plus n' est petit au temps +', donc plus le volums
non occupé & cet instant ¢ £(n .~ 2 n')3 est grand, Dans ces ménes amditions le

facteur 5 g 3 ( _gl) -6 (_gl )2 + 4 (_%1 )3 g\ est faible, au

- ]
tenps t' , et done KDR beaucoup p;us petit que KbE’

Nous pouvons calculer les valeurs approchées de KDE st KDR dans
certains cas particuliers : prenons par exemple le cas d'un SEPHADEX G. 200
(r=61%, et n=19, 10 ) et pour une molécule de a =0,5r (n' =6 au
temps tY), ivec les restrictions que nous avons feites au paragraphe VII, D 11~

et 12~ on peut introduire ces valeurs dans les équations 63 et 97 pour obtenir

Ko # 0,44
Kp A 0,0008



Dans ce cas le coefficient de distribution obtenu par chromatogra-
phie est plus proche de KbR’ alors que celui mesuré & 1l'équilitre correspond
au 2 calculé, ce qui justifie bien les résultats expérimentaux 4'ACKERS

(voir figure N° 5),

Si meintenant nous calculons KDE et KDR pour une molecule de

a = 0,1 r sur un méme gel nous obtenons
Ky #* 0,9
eu temps t!' ¢ n! =27

/
Kyp & 0,0075

Dens ce cas le cocefficient de distribution (Kb) obtenu per chromato-

graphie correspond & K.

Donc dens le cas d'une petite molécule chromatographiée sur SEPHADEX
G. 200 (premiére erpérience d'LCEERS ¢ figure WO 5), le coefficient de distri-
bution (KD) correspond &u KDE (phénoméne d'exclusion moléculaire) car & chaque
plateau théorique de la chromatogrephie le temps t est beaucoup plus grand que
t' (temps nécesseire pour obtenir une restriction optimale & la diffusion). Dans
le cas Ces plus grosses molécules le coefficient de distribution (Kb) mesuré
par chromatogrephie est plus proche de KDR (phénomdéne de restriction & la dif-
fusion) car & chaque plateau théorique le temps t est plus voisin de t'. Ces

eonclusions justifient bien lesfésultats expérimentaux d'ACKERS (70).

X, ~ RECLPITULLTICI GENCRALZ DES RAISOINENENTS,

Nous evons vu que la chromatographic de filtration sur gel fractionne
un mélange en fonction de la taille des molécules étudiées, Les premiers auteurs
ont cherché & établir une relation entre le coefficient de distribution (KD) d'une
substance et son poids moléculaire. En fait, il semble maintenant que les résul-

tats soient plus satisfaisants lorsque l'on compare le Kﬁ avec un parametre



traduisant le volume molécul&irp(rayon de rotation, rayon de STOCKE, rayon d'une
sphére de volume équivalent etc...). Nalheureusement tous ces paramdtres molé-
culaires ne sont connus que tres epnroximativement et leur utilisation dans les
raisonnenents ne fait qu'accroftre les imprécisions provensnt des mesures expé-
rimentales, Il serait certainement plus raisonnable, dans l'état actuel de nos
connaissances, d'utiliser comie point de comperaison les constantes physiques
(constante de diffusion, constante de sédimentation etc...) plut8t que leséara~

idtres théoriques quo l'on peut déduire de ces derniéres,

Les suteurs cherchent & trancher entre les deux théories possibles @

Les molécules ne peuvent se répertir que dans une fraction du volume
intérieur du gel, qui est représentéepar le lieu géométrique du milieu d'une d'ent:

elles,
2~ THIORIE DE REQ?RICTIOH A LA DIFTUSION

Si l'expérience ne so poursvit que pendant un temps tres limité, les
molécules les plus petites péndtrent plus profondément d llintérieur du gel que
les@rosses molécules, cer elles subissent une limitation moindre au passage au

trevers des pores aing que des frottements plus feibles sur les parois,

Il est évident que si nous laissorsl'expérience se poursuivre pendant
un teups suffisamment long, la diffusion va s'effectuer Jusqu'd l'obtention d'un
équilidbre entre la phase extérieure et le liguide & 1l'intérieur du gel. A ce mo-
ment le coefficient de distribution doit traduire uniquenent des phénoménes d'ex-

clusion moléculaire.

ACKERS (71) compere les coefficients de distribution (KDE) ebtenus

3 1'équilibre avec les K. obtenus ver chromatographie (voir chepitre VI et les

D
figures 11° 3, 4 et 5). Les théories doivent 8tre confrontées avec les résultats
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de cette expérience fondamentale, Voyons tout d'abord les conclusions que l'on

peut tirer de ces trois courbes.

ACIERS admet que dans le cas des SEPHADEX G. 75 et G. 100 les KD
obtenus par chromatographie traduisent essentiellcment l'exclusion moléculaire,
car ils sont trés voisins de ceux obtenus A 1l'équilibre. I1 faut toutefois ajou-
ter que ces courbes pourraient également traduire la restriction & la diffusion

si on se trouvait dans une zone ou KDE A Kppe

Pour les expériences sur SEPHADEX G. 200, les courbes pourraient
traduire un artéfact de chromatographie, mais il est prouvé que les varietions
de la vitesse d'écoulement n'influence que treés peu la mesure du KD. I1 Faut
donc edmettre que le KD obtenu par chrometographie est plus faible que le KDE
obtenu & 1l'dquilibre, la différence s'accentuant quand le rayon de la molécule
augmente, Les KD calculés d'aprés les volumes d'élution doivent ddne correspondre

DY

4 la théorie de restriction & la diffusion. De plus, nous devons prouver que

dans cette zone le X, est trés différent du X .
)0 DR

LCKCRS propose pour traduire la restriction a la diffusion H

2
Ky = (1--2) 1 -2,108 (2-) 4 2,09 (-%—)3 ~ 0,95 (—§~)5 g (Bqu. 37).

Nous avons montré (fisure N° 6) que la courbe traduisent cette équation serait dif-

ficile & séperer expérimentalerment de la courbe :
_ a 4
y= (1 "';"' ) .

Par un raisonnement d'exclusion moléculeire PORATE (72) et SQUIRE (73) eboutissent

& des équations du type : -

3
L (1 - -%- )7 (Zqu. 41, 50 et 56).

e =
“DE
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Cea convbes sont asses volsines de celle de 1'équation 37 et des
mesuves explrimentales ne peuvent prs trancher entre les deux hypothéses. De

plus elles ne peuvent en aucun cas justifier les résultats expérimentenx d'ACKLRS.

Il faut néanmoins remarquer que toutes ces équations sont obtenues
en admettant que le gel était constitué par des parois pleines. Or la structure
d'un gel doit 8tre assimilée & un assemblage comvlexe de barreaux. L'introduction
de ce fait dans les raisonnements doit avoir pour effet de faire diminuer le KDR
et augmenter le KDE et donc de justifier les différences obtenues expérimenta-

lement par ACKLR3.

Sur une structure cubique, constituée par un assemblage de barreaux

nous avons obtenu avec un raisonnement d'exclusion moléculaire ¢

It

KDE (1 - —%—- ) 2 (1 + -;—_2;%5-—) (Zqu. 63).

ou

1

& 2 i
KDE (1 - ";"‘ ) (1 + B.a) (uqu. 81)-

B oest une constante qui caractérise le gel,

Sur une mé&ae structure, un raisonnement de restriction & la dif-

fusion nous donne au temps *t 3
n! n'y 2 nt 3 ) _,,
Kgp = 2 é 3(-) - 6 (—;1") +4 (-ﬁ"-) ) Kom (2qu. 97).
o ( ! 1 d
avec 0 2 Z 3 (-;-ri-) -6 (_I_l_r_x_) 2 4 (—g-'-—) 3 <1

et 0-L2 n! n
2 n! .
—o—— est une fonction du temps.
KDR est fonction de K., et de toute fagon KDR est toujours inférieur ou égal

’e . ; 2 o t 3 v
3l o Pour un temps t suffisant 2 n! tend vers n et R tend vers K‘DE'
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n :(nombre de pores dans une varticule de gel) est une constante qui caractérise
le gel.

n' :+ (nombre de pores traversés en un temps +t) per une molécule sphérique de
rayon &, se déplagant sur l'axe de diffusion Ox) est une fonction du

rayon & de cette molécule.

I1 nous a été possible d'établir un ordre de grandeur pour n
(voir paragravhe VII, D, 12—), ce qui nous & permit d'étudier les variations de
2n

. !
en fonction de = .

Iu nmoins, théoriquerent, les phénoménes de restriction a la diffusion

gont plus sensibles aprios un temps t', tel que :

2 n 2 n! -
(1t -=2-) = == (Zqu. 98).

La résolution de cette équation pour différentes valeurs de a,
pernet de prouver que seule une petite fraction & la périphérie des particules
de gel intervient dens les phénoménes de restriction & la diffusion, Le reste
Gu gel ne joue un r8le que pour un temps t1 plus grand que t' et dans ce

ces les phénoménes d'exclusion moléculaire prennent plus d!'importance.

Dens une trés lerge mesure, les équations 63 et 81 (KDE = f(a)

et 97 (KDR = f (n', KDE), pernettent d'expliquer les courbes expérimentales
obtenues par ACKERS (voir figures I 3, 4 et 5 et varagraphe IX B, 5-).
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arés une revue bibliographique des traveux théoriques, cherchant
4 expliquer les résultets de la chrometographie de filtration sur gel, nous
avons constaté gque les équations proposées ne pouvaient pas justifier la tota-

1ité des résultats expérimentaur,

En eppliquant les m@mes raisonnements & une structure cubique com~—
posée de berreaux, ncus avons établi des équetions pour exprimer les coeffi-
cients de distribution en fonction des deux théories actuellement admises. Dans
1l'ensemble ces équetions expliquent assez bien les courbes des erpériences fon-
damentales.

Toutefois la structure théorique sur laquelle nous avons effectué
nos raisonneients, ne saurait 8tre assimilée trop étroitement avec la structure
réeclle d'un gel. Celle-ci est ..d'ailleurs variable selon le polymére utilisé,
Los résultats de ce type de raisonnement ne pourront pas &tre exploités tant
que nous ne connalitrons pas exactenent le rayon des barreaux qui schématisent
les chafnes de polymere et la disposition relative de ceux-ci dans 1l'espace

intéricur du gel.

IZn attendant ces données précises, nous pouvons quend méne accepter
un certain nombre d'hypoth®ses.

-~ Les phénomdnes de restriction & la diffusion se maenifestent surtout au
bout d'un tenps relatif, tras court, et de toute fagon dans la zone péri-

phérique des particules de gel.
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- Lorsque le temps pendant lequel les molécules se déplacent dans le gel
est plus long que le temps nécessaire pour obtenir une restriction optimale

3 la diffusion, le phénoméne tend vers celui de l'exclusion moléculaire.

Ce temps pour la restriction optimum & la diffusion est fonction
du rayon de la molécule étudiée, Dans le cas d'une petite molécule ce temps
est extr8moment bref et le coefiicient de partage obtenu par chromatographie

traduit un phénoméne d'exclusion noléculeire, ceci quel que soit le gel utilisé,

~ Dans le ces des molécules pius volumineuses, on ne peut utiliser que des
gels de gonflement plus importants., Le temps pour une restriction optimale & la
diffusion est relativement plus élevé et compatible avec le temps correspondant
au passege par un plateau théorique de chrometograshie. Dans ce cas, le coef-
ficient de distribution se rapproche de colul que l'on peut prévoir selon les

raisonnements de restriction & la diffusion.
Tout coci correspond bien d la réalité expérimentale,

Toutefois, 1) ne faut pas oublier, que lcs études théoriques de la
filtration sur gel ne sont qu'a leurs tous débuts: et de nombreuses possibilités

de raisonnciments n'ont pas encore €té envisagées.

Par exemple un raisonnement en torme de viscosité du milieu analogue
4 ceux utilisés pour l'étude de l'électrophordse de zone, devrait nous fournir

des conclusions intéressantes,

Par ailleurs, toutes ncs théories sont obtenues en prenant une dimen-
sion moyenne pour les pores, Or cette constatation implique wne répartition sta-
tistique de la taille des pores de chaque c8té de cette moyenne, Lorsque nous
disposorons des données de structure nécessaires, il sera possible d'effectuer un

nouvesu type de raisonnerent d'exclusion moléculaire : les grosses molécules
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n'ayant accds qu'aux pores les plus gros et statistiquement les moins nombreux,

Enfin, la thermodynamique devrait fournir un epport décisif & cette
étude. lMalheureusement dans le domaine de la diffusion et du mouvement BROVNIEN
les connaissences théoriques ne permettent pes d'eborder un probleme aussi com-
plexe. La mise en équation du choc des molécules contre les barreaux constituant
le gel, de la concentration du milieu qui est une fonction du temps et de la
présence d'autres molécules dépasse trds largement les possibilités actuelles

de la thermodynamique appliquée.

Bn attendent la résolution de ces probldmes, la chrometographie de fil-
tration sur gel nous fournit une excellente méthode de fractionnement et permet

une mesre pratique et satistaissnta du volume moléculaire.
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