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P r é s o n t n t 1 o n. 

Tout lo long do cet exposé, nous ~vons utilisé un 

système unique do symboles quo nous définissons une fois pour 

toute o.u chnpitro II, po.gcs 3 ct 4 (feuilles roses). 

Les éqUD.tions sont nooérotées d.o.ns 1 1 ordre de leur 

o.pp~ition dans le tezte. Il en est de mOme dGs références bi­

blioe;ro.phiques que nous o.vons regroupées ®ns un index nlpho.­

bétiquc des o.utours (pngos 67 à 70, feuilles jo.unos). 

Pour f~cilitcr 1~ lecture, nous avons rédigé nu 

Chnpi tre IX. une "Récc.pi tulntion gûn~r~l13 des ro.isonnemonts". 

* 

* * 



I N 1 R 0 D U C T I 0 N 

La ch1.-omRtoc:;~·al)h::e de filtratiŒ1 su:r gel, encore connue sous le nom 

de chromal;og.t·a.vhie par tamisage moléculaire (T:TJ:TilT;J~i et ~~08:ï3LC:;l 1), per.net de 

f1~ctio1tner un m~lanee en fonction du poids moléculaire de ses constituants. L 

la sui te de considéra ti ons théori~ues clterclw.nt à exp~.ic;.uer le phénomène, di vers 

E..uteurs ont pro:;osé ·· d' a·~·.tres dé>tominations : S'1~':.lTJ:! et LCl:BRS (2) t cllromatographie 

de restriction à la diffusion ot PE:iJ:.J:,r-:;:JH (:>) : chroPlB.to(:.raphie> d 1 e::colusion molé­

culaire. 

Foncl.amente.leinent nous sor:unes en présence d'un nouveau ty_L)e de C}ll'O-

lll& toc;raphie pour J.aqueJ.le le coefficient c1e distribution d'une substance en·~re la 

ph&se l:loàile et la )hase stationn&i:r"e, est une fonction inverse de la taiJ.le t:.e la 

molécule. Toutes les lois de la c~U'ol!lB.toc.;ra.phie cl.e partaGe s 1 appliqt~ent à ce nouveau 

t:,n)e è.e fractioïtne~l!c:lt, J.e coefficient cle pc.rtace (a) est reï:1placé par J.e coef­

ficient de distribution (I~). D2.Ils l'état actuel des trava\L-::, les autours discutent 

encore sur la si,:rflification physique du fe.cteu:r (Y'D) G.éfini e::.."P~rimentale!:lent • 

hypo-
La coï.ttroverse peut se ré:.umer en deux thèses cli:L:Lérentes mais pouvs.nt 

coe~ister à des Ge~Tés variables. 

Les ~:olécu).es de subota::.1.ce étudiée diffusent de la phase mobile à. la 

phase statioill"taire 0t i..YJ.verseHent. :Jalon leur teille, ces moléct:J.es subiront une res­

triction plus ou moins bportante à leur libre diffusion. Les peU tes molécules dif­

fusent dans un volu.Tile plt~s grand de la phase stationnaire et seront pJ.us diffici- · 

lenent éluées que les crosses ~olécu.1es. 
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. 2. - THEORIE D'DXCLUSION :IOLI:CULAIRD. 

Le volume accessible à une substance dans un gel est fonction inver~e 

des dimensions de ses molécules. Ce volume accessible pour une substance eet le 

lieu géométrique du milieu d'une de ses molécules. 

On trouve déjà des précurseurs de ce type de chromF.ttographie dans cer­

taines utilisations des polymères écl1angeurs d'ions (HCLFFERICH : 4), LA~{E et 

RUTlnŒN (5) suggèrent qu'une molécule ne peut pénétrer dans un gel d'amidon que 

dans la mesure oh 1' eB.9ace entre deux cha:tnes pol:rsMchA.ridiques est plus grand 

que le diaiDètre de cette molécule. Le gel d'agar (ou son constituant principal 

1 1 agarose) possède les m~r:1es propriétés (POLSON : 6 et IIJERTLm : 7) •. 

Le dextrane polymérisé par condensation avec l'épichlorhydrine, fourni 

des crels bien standardisés : les SEPHADEX (PORATH et FLODIN : 8). Le copolymère de 

l'acrylamide et du NN 1 bis méthylène-acrylamide, plus récemwent commercialisé sous 

le nom de BIO-G~L P, nous offre une nouvelle série de supports pour chromatographie 

de filtration sur gel. 

Dans un premier temps nous définirons les symboles et les unités qui 

nous sont nécessaires pour l'étude théorique de la chromatographie de filtrati4n 

sur gel, et nous établirons les équations fondamentales qui dérivent de ces défi­

nitions. Nous passerons ensuite en revue les hypothèses et les travaux des prin­

cipaux auteurs en cherchant à traduire leurs conclusions par des équations utili­

sant un système commun de variables. Enfin nous chercherons à. pousser les raison­

nements aussi loin que les données physiques actuellement disponibles nous le per­

mettrons, de façon à. expliquer les résultats obtenus expérimentalement. 
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II. D.JFINI'.i'IOl'T DDS TI:re.~s lJT D::JS SYIIBOL.:;s QUE NOUS UTILIS&."tü:lJS TOUT LE 

~ONG DE CET DXPOSE. 
=-=-=-;;;:-..::-=-- --== 

V =Volume occupé par le gel. En chromatographie· c'est le volume de toute la :x: 
phase stationnaire (support+ liq~ude immobile). 

Vi =Volume de liquide de la phase statiennaire. 

Vg =Volume de la matrice solide du gel= voltune occupé par les ~olP.cules du 

polymère constituant cette réticulation. 

V t = Volume totel d'une colonne pour chromatoBraphie. 

Vm =Volume mort= volume de la phase mobile= Vt- V:x: 

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

V = Volume de séparation pour deu:x: substances différentes sur une même colonne = 
S 

ve - ve, 

V d = Volume d'un dép8t sur une colonne. 

~ chromatographie nous pouvons définir ; 

v =v + IS vi e m · (~qu. 1) 

ou encore 

V =V + K1 VX e m _ (.3:qu. 2) 

Kn vi=~ (I:qu. 3) 

KAVX=Vp (Equ. 4) 

Ces quatre définitions sont posées sans préjuger au départ ùe la signi­

fication réelle de RD , KA et vp. 

Vn =Volume non pénétrable= Vi- Vp 

Nous pouvons égale;11.ent définir en termes algébriques les propriétés 

physiques d'un gel. Soit 

r = Le poids sec de polymère correspondant à V de gel. :x: 



·.-

d :.: LA demd.té 
s 

t'lu p;el 8 1 1 é-t:at sec. 

d = La densité du gel gonflé. 
g 

G =Le gonflement du gel dans l'eau ("water regain") expl.·imé en g-nmnues d 1 eau ab--

sorbée par gramme de poids sec. 

~in, nous appelerons . . 
C =La concentration d'un composant dans la phase stationnaire. 
p 

C = La concentration de ce composant dans la phase mobile. 
m 

Qp =La quantité de composant dans la phase stationr.aire. 

~ =La quantité de composant dans la phase mobile. 

S surface réelle de la section d'un pore ou surface ù.e la secti.:>n moyenne 
0 

des pores d 1tu1 gel. 

S Surface effective de passaGe potœ une molécule (ou pour une particule sphérique) 

de rayon = a, dans un pore de surface réelle S • 
0 

Su et Vu sont utilisés pour définir respectivement une surface ou un volume uni­

taire dans un gel. 

n3 nombre de petits cubes élémentaires dans une particule de gel. 

ri ainsi défini est utilisé pour traduire le nombre de pores,de barreaux etc ••• 

dans un cel théorique de structure cubique. 

n'=nombre de pores traversé par une particule sphérique de rayon= a au bout d'un 

temps t. 

Cp = concentration (p/v) du gel en polymère. 

C = concentration (v/v) du gel e~ polymère. v 

l =Longueur totale des barreaux constituant la matrice de V de gel. 
x 

2 r = largeur (ou diamètre) d'un pore. 

2 b = largeur (ou diomètre) d'un barreau. 

a = rayon de STOm~ d'tune molécule ou rayon d'une particule sphérique 

ri = poids moléculaire. 



Tableau I. - Equivalence entre nos symboles et ceux utilisés par différents auteurs. 

SY'"""OL.JS UTitr=·s PAR • Symboles ·· d ÙJ:.J • 

utilisés ,' i • 
, l dans cet FLODIN PORATH j U%~JRS SQUI:r:J 

1
1 1..1\.UREl~T \!BITAiiER 

1 exposé. ( 9) ( 1 0) i ( 1_1 ) ( 12) 
1 

et coll. ( 13) ( 14) 
1 . -- m i - 1 •-- ••• - -- i m • •• -- -

vx 1 1 1 vx 

1 
v. v. ,1 v. v. ,1 

1 1 1 1 i 1 . i 

1 vt vt 1 ,1. 1 j vt , 
l 1 
1 
1 v 
! m 
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K. 
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v 
e 

Kd 

R 

21;. 
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1 
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1 
1 
1 
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v 
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v e 

~ 
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v 
0 

v 
p 
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2R 

v 
0 

v e 

K av 

r s 

2 r 

v 
0 

v 

~ 
i 
1 

i 
! 

1 
1 
1 

1 
! 

JJ-:DREUS 
(!_2.) 

v e 
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i 
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T 
1 
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i 

l 
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: i .. 
• i 
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L, A
1 

, 1.
2 

etc... B, B
1

, B
2 

etc.,. sont utilisés I>01U' J.'ttprésenter des constantes, 

dE=~Ft nomhr~Ft ou ùoe .r~:tcteure de prvpor ti.onnali té. 

...<crit 

Lorsque dans une équation Y"D traduit une hypothèse d'interprétation on 

I~~ = raisonne~ent d'exclusion mol6culaire 
J.J...!. 

Y'DR = raisonne;,tent de restriction à la diffusion. 

III. - DOlll~S PRATIQTJ.:.::S SUR LiS GELS COIR'!ERCIALI!:mi:·.,TT DISPO:ITBLES. 
=-=-=--":":-:. :-.~-.::=-~~-=--~=·~-;:-:-..... -----...,-.:---:--:--.:-·t=":··.::·.-:."'="--:.....:---~-=-=-=-=--~ 

Conventionnellement on défini tm SEP!Il.DEX par le poids d 1 eau utilisé pour 

obtenir le Gonflement maximum de 10 g. de poudre sèche. On obtient donc le gonflement 

(G) en divisant ce nombre conventionnel par 10. Le gonfleBent dans l'eau est fonction 

inverse du nombre de ponts glycéryls. Une réticulation très importante s'oppose à 

la dilatation dans l'eau des grains de SEPHADEX. C'est ainsi que le SEP~.D2X G. 10 

est très fine;:cent réticulé alors que les mailles du SEPIL:'1.D~ G. 200 seront beaucoup 

plus ldches. La taille des gTains de ces produits est généralement comprise entre 

40 et 120. 10-4cm. 

SE~1II18IJX 
com;nerciale~1ent 

disponibles. 

- G. 10 

- G. 15 

- G. 25 

- G. 50 

- G. 75 

- G. 100 

- G. 200 

---·--...... .. 

limite d'exclusion ex­
primée en poids molé­

culaire. 

700 

1 500 

3 oco 
9 OGO 

45 000 

100 000 

200 000 
. _ .. _ .. _ ·--· ~ ............ -.... ... .. _ .. __ .. ___ ,,_, .. _ .... _ ·----... 

Tableau II. - SDJ?HADZX COIJ1DTICIAL:::,:;.::N~ DISPONIBLE 
--··---··-- ( PH!..lli IA.CIA -UPPSALA·· Suède). 

CGt e:~osé ét~it e~ cours d'impression lorsque nous evans appris que la firme 

Pii._T[ ~.:.c:::~ ajou tait è, son co tc:to~~e le s::r:?Z ... D.;:.:;~ G. 1 5C, do:i.1 t la limite d 1 e~:c J.usion 

est cle 1 50 OCO. 
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Un BIO-GDL est défini par un nombre conventionnel ~ui est approxima­

tive~ent le millième du poids moléculaire de la plus petite molécule exclue par 

ce gel. 

- P. 2 

- P. 4 
- P. 6 
- P. 10 

- P. 20 

30 , 
- J.. 

- P. 60 

- P. 100 

- P. 150 

- P. 200 

- P. 300 

4 600 

10 000 

20 000 

30 000 

60 000 

100 000 

150 000 

200 000 

300 000 

3,2 

5,1 

5,4 

6,2 

6,8 

7,5 
9,0 

13,5 

22,0 

·------·--·-·------·--, ...... ---------.. -·--·· 
Tableau III : BIO-G:SLS CQI.t~~RCI.ALE::~NT DISPOEL3L;JS ---------

(BIO-RAD ; RICI!aOliD -CAL. ;:::-U.) 

Le BIO-GEL P. 2 est disponible sous plusieurs formes (50 à 100 mesh., 

100 à 200 mesh. et 200 à 400 mesh.) (tamis mouillé). Les autres sont livrés sous 

la forme 50 à ·150 mesh. 
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IV. - EQUATIONS FQNDANENTALES POUVANT ETRE ETABLIES EN TENANT CŒ1PTE 

DES PROPRIETES :00 GEL ET DE LA DEFINITION DES CONSTANTES. 

A- SIGNIFICATION DE RD ET DE KA. ---·---- ..--··-·-
En combinant les équations 1, 2, 3 et 4 on peut écrire : 

v - v v 
re = e m = _E (E 5) L"D qu. • 

vi vi 

v -v e m 
K =--

'A v 
:x: 

v 
=~ 

v 
:x: 

(Equ. 6). 

RD et KA expriment donc les rapports entre deux volumes : Vp d'une 

part et Vi ou Vx d'autre part. Ils sont établis pour un composé chimique dont le 

comportement est étudié en chromatographie. 

De par sa définition V est un volume obtenu expérimentalement. Le 
p 

fait de lui donner une signification implique le choix d'une hypothèse d'inter-

prétation du phénomène : 

1- V peut représenter la fraction de v1 ou V accessible à une molécule 
p :x: 

donnée (hypothèse d'exclusion moléculaire). 

2- V peut représenter un volume virtuel qui traduit une relation algébrique 
p 

entre RD et Vi d'mne part et KA et Vx d'autre part. (hypothèse de restriction à 

la diffusion). 

-d'après l'équ. 5 

-d'après l'équ. 6 

(Equ. 7). 

(Equ. a). 

Avec les deux hypothèses que nous avons retenues V ne peut-6tre 
p 

qu'une fraction de Vi. Le coefficient de distribution RD est donc compris entre 

zéro et 1. L'eau tritiée, dont le RD est forcément identique à celui de l'eau 

(= 1), permet la mesure expérimentale de Vi. Le chlorure de potassium dont le 

IS, est très élevé (IS, = 0,98 sur SEPHADEX G. 25) est d'utilisation plus écono­

mique et donne une précision suffiss.nte pour la plupart des cas. 
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Les très grosr-1es moJAmlPfl ue pé11~ (;rEmt absolnment pas dans la. phase 

at.at1 onnai 1.·e, et leur I<I, = 0. L 1 encre de Chine, le ''bleu dextran" ou la. thyroglo­

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

Dans quelques rares cas on peut trouver un R] supérieur à 1. Il 

faut alors admettre l'intervention de phénomènes d'adsorption sur la. trame poly­

sa.ccha.ridique du gel. Les dérivés aromatiques ou hétérocycliques fournissent de 

nombreux exemples de ce phénomène. 

B- )iQ.T.r!~TJ..QJiS ___ l(O}D.l41':lEJ!.TJ\kD.fLTbl?.I\IJlAJ{'{ .Le~ .P.IJ!fi::C.R!J.r~_S_ J:O_]i'Q!~-~ Q{.~OJ{ÇJ:,I_Ol~ J?_if2 
.~Qt§Tj'J~1:_E_S •. l.RX.~J.C~V,.:C§_).~V.. _G~EJ.. 

Le volume de liquide de la. phase stationnaire peut-être calculé en 

connaissant le poids sec et le gonflewent du gel. 

(Dqu. 9.) 

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

Une partie dec~olume de phase stationnaire est constituée par de l'eau 

d'hydratation fortement liée aux cl1aines du polymère et donc inactive comme solvant. 

Dans le cas de cl1aine polysaccharidique le volume de l'eau liée peut atteindre 

environ 20 p. 100 de celui de la. phase stationnaire (LATUTI1~E -16-). Lorsque ce 

volume d'eau liée est connu, on doit le retrancher de Vi etJ!ajouter à Vg: volume 

occupé par les molécules du polymère constituant la réticulation du gel. Avec 

cette restriction on peut aussi écrire : 

v = g 
p 

d s 

v =V + v
1 x g 

= p (G + 
d 

B 

(Equ, 10). 

(G. d + 1) s (Equ. 11). 
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C- :::C'&A:r..I_O_iJS. J..OJ'lDNPJ~.L-~.s~ ~DJ\IJlAJL't .LJ.. .. C.OEQE~:T.B!\.~I.OJ'LQU.: _GEL_EJ:L:t:9_~Y:JJ}11.EJJI 
.:.::-."':llQ.~lQIL -~r~~ ~ÇQil~VJI'tl~ J~Ti1SlQ.UJ'.12. 

vg 
c = ----
v v 

x 

d'après les équations 10 et 11 on peut écrire z 

1 c = -----
v G. d + 1 

s 

et 

c = c cl = p v • s 
G.d + s 

(Dqu. 12). 

(Equ. 13). 

D- .l\J~J.t.J:I.91Lll~ttR.::: __ r.;~Jl~3JJ:.Ji _n._u_ .:::01. Yl144P. A ..L~~~rr.. .§..lie_ .1~~-SAJ~~I'LSJ.'tEl. N:~s. _q_o_~-
21.~~~~ -~Aï.W. -~ '.Iil~'Q. 

Par définition : d p 
s =-v: (Equ. 14). 

et d = g 

lJ 
poids de V x poids de (v

1 
+V g) 

= -----··--··-- ( Equ. 1 5) 

û'a~rèa l'équAtio~ 11 : 

v z 

(G.P. + P) 
d =---------- = 

g P (G.d + 1) 
B 

v 

d ~G ;. 1) s 

(G.d "~" 1) a 

~n introduisant C d'après sa valeur de l'équ. 13 : 
p 

d = C (G + 1) g p 

E- SIGNIFICATION D~ G. d 
.. -- ·--· .......... --- ....... -·· ......... s 

x 

(;Jc:u. 16). 

(Equ. 17). 

Des équations 9 et 10 on peut tirer aes valeurs de G et de d et a 
écrire : 

G. d s = ---
p 

• 

p 

v 
g 

(~qu. 18). 

G. d est donc le rapport entre le volume de liquide de la phase stationnaire s 
et le volume de la matrice solide ~u gel. 
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F- RELATION ALG:8BRIQU:3 ENTRE RD ET KJ.· -.___. , .....• --------~-----)-----
Ces coefficients ont m1e signification anAlogue. Selon les raison­

nements à élaborer on peut passer de 1 1un à 1' autre par une l'elation algébriq_ue 

simple. 

D'après les éq_uations 5 et 6 on. peut écrire : 

=---

en remplaçant Vi et Vg par leur valeur des équations 9, 10 et 11. 

G.P • d s 
= ---------

p (G.d + 1) s 

en introduisant C d'après sa valeur de l'éq_uation 13 
p 

K.P. =IL.C .G 
-1) p • 

ou 

= :rc.c .G.d 
-l) v s 

(Eq,u. 19). 

(Zqu. 20). 

V.- EXPBRI~HCDS TJJ.IDA?TT A ETABLIR UNE RELATION DNTRE LE COEF­

FICIENT D;J DISTRIBUTION (~) ET LE POIDS !!OWCUL!.IRE. 

=-=--=-=-=-=-=-- --=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=--=-

Sur une période de quelques années un nombre considérable de travaux 

prouvent que la cl1romatographie sur gel séparent les constituants d1un mélange 

en fonction de leur dimension moléculaire. La plupart de ces utilisations de la 

chromatographie sur gel se limitent volonteire@ent à une utilisation pratique dans 

un but d'isolement ou d'identification. 

Un nombre plus restreint d'auteurs cherche à préciser le paramètre 

moléculaire qui doit traduire le KD d'un composé. 
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Sur S:8PHAD.:::::X, GARitATH et FLODnr (17) trouvent pour une ser1,·9 de 

molPcules de dextrru1e un rapport linéaire entre log.N et_ve 
• 

vt 

Ce que nous pouvons écrire 

-= A + B locr II (:8qu. 21). 

~~~~~:~R (18) trace expérimentalement la courbe représentant les 

variations de ~ en fonction de loc. II, av~c le SZiru..D:!l!X G. 75 et G. 100. Les 
v 

droites qu'il mobtient peuvent se traduirent par l'équation : 

v e ---- = 
v :n 

(~qu. 22) (Figure N° 1). 

infin .A~·iD~!S ( 19 - 20 - 21) ottient nvec le SDPHADI:}~ G. 75 et 

G. 100, une relation linéQire entre V
9 

et le log M. que l'on peut écrire : 

(Equ. 23) (Figure N° 2). 

Les trois équations 21, 22 et 23 sont en fnit équivalentes, car 

pour une colonne donnée et dans des conclitions expér~entalen constantes Vt 

et Vm sont constants. lTous retiendrons donc l'équation 22 qui nous parait mieux 

présenter les résultnts. 

= /. + B. lo3 (1-I) 

mais d 1 nprès J.' éqoo tion 1 

donc : 
--- = 1 + y'n 

v. 
~ 

v m 

~n combinant les équations 22 et 24, on obtient 

vi 
1 + K] ---- = A + B. log (M) 

vm 

(Equ. 22). 

(~qu. 24). 



... 0 • 
x x .~ 

( 

2,0 

I c, 
.l. 

• sur une colon.~e • . ~ur une colonne • 

de 
de 

en fonction de log M • 

SEPHJl...DEX 

SEPIIADEX 

G.IOO -G.:Z5 
(:C,I .:t I92 cm.) 
{ r , 2 x I84 cm. ) 

'fl}l"I T .A.}:~~~ T{ • ?.2 ) 

r .. ~2 : Variatiofu-=J de Y en fonction de M (coordonnées ... ____ e 
z ~rr.i-log~1ri tl"!IIliques) 

.. . . : su:r ru1e c:olonn·~ de SEPHADBX G-.IOO ( 2,4 x 50 cm.) 

x ;: Y. : su.r u:ne colonw:: de SEPE.ADEX G. 75 ( 2 ~4 x 50 cm.) 

(ANDIŒt!S , 23) 
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vi 
--··-- est o.onsta11t 
v m 

A1 • ~ = (A - 1 ) + B. log (N) 

(;J;qu. 25). 

Donc les travaux de ces auteurs aboutissent à la conclusion commune 

que le _c_o_e_:t:f_i.c.i.c.~t .cie. _d.~s.t_:r:_:i,.b_u._t_i.911 (IS) . ·~q_·_~e .. ft'!b.~~a_;.1c.e.. .e.s:t_ _\!Il~ .f.Q~c."t:i,.q,:q __ _l_~é.a_;i_:r:.~ 

_qe_ p_o_ll-'2,0.:Ï,.d.Et .t;,Ql~~S.'-l.l.a_i_z:~. 

!Ialheureuseraent lorsque 1 1 on cherche à établir expérimentalement une 

relation entre le I'""D et le poids moléculaire, les résultats semblent beaucoup 

moins homogènes. Pour ~Ont.TH (24) on peut écrire 

IS 1
/ 3 = ~ + B

3
• H 

1
/

2 (Equ. 26). 

Pour AL::3ERTSOI~ (25) et pour i:IJZniT:N et HOSBACH (26) les résultats 

expérimentaux peuvent se traduire par : 

(Equ. 27). 

DISCUSSION. 

Il faut tout de stùte remarquer que la plupart des courbes que nous 

trouvons dans la bibliographie présentent en abcisse les poids moléculaires 
3 6 exprimés entre 2. 10 et 10 , ce qui oblige à utiliser une échelle extr~mement 

grande ou alors à prendre des coordonnées se~i-logarithmiques. Il est évident que 

è.e toute façon 1 'on n 1 obtient ja JB.is une bien grande sensibi):i, té. Par ailleurs, 

lorsque l'on travaille sur Œes protéines connues pour contrôler une hypothèse 

ou l'expression algébrique d'une théorie, les constantes physi~ues de ces 

conposés de référence ne sont étabJ.ies qu'avec une certaine approximation 

parfois :L 10 p. 1 OC • La combinaison d'une échelle très large et de constantes 

de références assez imprécises peut e~liquer que toutes les expériences cher­

chant à contrôler la valetœ de diverses théories aboutissent toujours à d'assez 

l'onnes corrélations. 
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=--=-=-=-=-=-= - --=-=-=-=-=-=-- --=-=-=-==--=-=-=-=-==-=-=-=-=--= 

Travaux de ACKERS (27). 
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On détermine expérimentalement le KD de toute une série de molécules 

de protéines selon deux méthodes différentes mais dans des conditions aussi 

comparables que possible (pH, force ionique, concentration en protéine, etc ••• ) 

- j_èr~.Pl..~llo_cl~ : par chromatographie sur colonne en appliquant 1 1 équation 

fondamentale (Equ. 1). 

ve = vm +RD vi 
v 

et en posant KD = _E_ 

vi 
(Equ. 3) sans préjuger de la signification de V • 

p 

- 2ème méthod~ : on réalise l'équilibre complet entre lGs deux phases · 

(intérieure et extérieure aux particules de gel). Un poids de gel (p) est mis 

à gonfler dans une solution de protéines (contenant Qt g. de la substance à 

étudier) on complète à Vt ml. et on laisse reposer jusqu'au lendemain. On mesure 

la concentration en protéine dans le liquide surnageant ( = C ). 
m 

Dans cette seconde méthode, l'équilibre de concentration entre les 

phases est certaineBent réalisé ce qui, à priori, ne peut être admis dans l'ex­

périence chromatographique. Ceci permet d'établir de nouvelles équations pour 

cette expérience. 

v = p 

v p 

quantité de protéine dans la pnase stationnaire 

------------------------------------..--------
concentration de protéine dans cette phase 

Q.t -~ Qt -cm. vm 
=---- = -----

cP cP 

Ce qui permet de calculer V car c = c • p p m 

Q 
= __E.. 

c 
p 

(Ec;.u. 28). 



or 

d'où 
c m 

Qt - c • v m m 
~ ---------

-V m 

Ce qui permet de calculer Ku· Vi 
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(Jqu. 29). 

Par ailleurs la quantité totale de pl'Ot~ine l'le retrouve dans les 

deux phAses. D1où : 

Q = v • c + v • c t m m p p 

D'où l'on tire une valeur de Qt 

obtenir : c 
m 

que l'on reporte dans l'équation 29 pour 

(,:;qu. 30). 

cette équation n'est valr.ble que pour C = C • Elle permet lors cle la deuxième 
. p m 

expérience de caJ.culer IS à partir des résuJ.tats des équations 28 et 29. 

Si le coefficient Qe distribution (I~) est uniquement fonction du 

volume rele.tif accessible à une protéine, sa valeur obtenue à l'équilibre dans 

la deuxiBIIle e:::périence devrait être identique à cene établie par chromatographie 

et on doit pouvoir écrire en combinant l'équation fondanentale 1 et l'équation 

30 : 

(:3qu. 31). 
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ACI0'..TIS (28) effectue ces calculs de I~ avec des échantillons de 

s~rHADEX G. 75, G. 100 et G. 200. Il obtient les courbes que nous reproduisons 

figures 1J0 3, 4 et 5. Il est évident que pour un SEPHADEX. G. 75 l'hypothèse 

de l'équation 31 est vérifiée. Pour le SEPHADZX G. 200 l'hypothèse n'est pas 

confirmée et il faut remplacer l'équation 31 par l'inégalité : 

v - v e m 
(~qu. 32). 

D'après la. figure N° 5 il a.~~a.ra.1t que cette inégalité est fonction 

de la. taille de la molécule 8tudiée. 

Pour expliquer ce phénomène ACI3RS (30) propose d'assimiler la. région 

pénétrable du gP-1 à un ensenble de cylindres. La. limitation à la libre diffusion 

d'une molécule dans une telle structure, peut se décomposer en deux facteurs t 

1- Limitation au passage par l'entrée circulaire du pore. 

2- Une fois pénétrÉe dans le cylinc".re, la. molécule subit des frottei;lents 

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

ACI~RS spécifie bien que ce schéme est proba.blenent 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 éta.b:'.ies par RE~lKIU (32) lors d'une étude de la. fil tre.tion, de la diffusion 

et du tamisage moléculaire au trevers de diverses membranes ~e nature cellulo­

sique. 

soit a. 

r 

le rayon de STOCICE de la. molécule. 

le rayon du pore. 

La surface de l'entrée du pore (= S ). 
0 



0,4 

I 

0,8 

0 
3 

Figure n2.2_ 

11jesurc è.11 cCH~ffi~i ent de distribution nar ehromatogra-phie ( 0 •• ) 

et par mesure à l.!_égD.i1ibre(x x x) : ACKERS ( 29 } 

Figure r•Q' • expérience avec le SEPHADJ.'~X G.75. • 
Figure nQ4 • exy6:::-ience avec le SEPHADEX G.IOO. • 
Figure n25 e:xp8rience e:•;-ec le SEPHADEX G.2CO. 
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s = lT i 
0 

Soit S la s~·face effective de passacre d'une molécule de rayon = a 

dai1s le pore de rayon = r, e;_J.e peut être représentée par le lieu géométrique du 

milieu ne cet-te molAcule, donc du centre de sa section circulaire dans le plan 

deS • Ce lieu est le cercla de rayon=(r- a). 
0 

s 
s 

0 

S = (r - a)2 

(r - a)2 
= __ .. 2 ... = 

r 
(1 - ~ ) 2 (.8qu. 33). 

r 

2. - :r:'ro~te~~!lt J:imi tant la di~~~~!on d'ure E~~~:Q~ sphériq~e d~-~~yl~. 

Ce phénomène a été étudi~ e:xpérimentale:t:J.ent par LAD:GilBURG (33) 

··FAJŒN (34) en a fait l'étude théodque que IJJ·C (35) a. appliqué à la diffusion 

au travers d'une membrane selon l'équation : · 

a a 3 a 5 
- 2,104 (---) + 2,09 (---) - 0,95 (---) (Equ. 34). 

r r r 

a 
Cette équation est valable pour des valzurs de --- pouvant descendre r 

plus bas que 0,08 (RENIŒU -36-). :Halheureusement les auteurs ne précisent pas les 

li:t:J.ites supérieures de la validité de cette expression. Cette limite doit exister 

car pour a = r, le rapport S/S ne tend pas vers zéro. 
0 

Pour obtenir la limitation totale à la libre diffusion REWŒN (37) 

multiplie les deux facteUl~s et obtient : 

(1 - -;-)
2 ~1 - 2,104 a 3 a 5l (~) + 2,09 (---) - 0,95 (---) (Equ. 35) 

r r r 
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Au COllT'A d '·une P~~I*'t'l~~ Flnr gel d 1ngFtl.' O. n:i.·r~l."l:los concentrations 

.ACKl~R~ et. RTF.'GRF. (38) montrent que 

= (i!1qu. 36). 

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

dans le milieu poreux et D son coefficient de libre diffusion. 
0 

ACIŒRS (39) propose donc l'équation 
v -v 

y":D = e m = s 
s 

0 

(~qu. 37) 

s/s pouvant se traùuire par sa valeur de l'équation 35. 
0 

La comparaison entre les coe:ficients de distribution (I~) obtenus 

expérimentalement par chromatographie e~ ceux obten~s par le calcul au moyen 

de l'équation 37 présentent une assez bonne corrélation, si la courbe traduisant 

les variations de I~ est tracée en fonction de a/r. Si les mêmes données expé­

rimentales sont utilisées pour exp1~er X] en fonction du logarithme du poids 

moléculaire les rést~tats sont beaucoup moins satisfaisants. 

- DISCUSSION -
s= -

Ce travail constitue un apport fondamental pour l'étude théorique 

du phénomène. Pour un rayon de pore (r) faible (SEPH!.DCX G. 75) on ne peut 

étudier que des molécules de faible rayon et dans ce cas le fractionner~ent s'ef­

fectue selon la théorie de l'exclusion moléculaire. 

Pour des pores de rayon (r) plus important (S:CPill-.DZX G. 200) le 

phénomène d'exclusion moléculaire som ble jouer un rO~.e mineur et il faut faire 

intervenir des facteurs traduisant les limitations à la libre diffusion des mo­

lécules. 
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Nous avons t.rncé figure li0 6 les cou.rbeFJ correspondant aux équations 

33, 34 et '37. !Totons dès Illé.i;.ltenant que la courbe y
4 

= ( 1 - ~ ) 4 est ext:.&.·ê­

mement voisine de la courbe y2 = RJ, de l'E!quation 37 et que expérimenta­

lement il serait difficile de les séparer d'autant plus que r (= rayon d'une 

molécule tout juste exclue du Gel) n'est pas co~~u avec précision. 

Si m1r les abcisses de cette ficure nous faisons figurer a au lieu 

de a/r, les courbes ne ch.a.n~er.t pas si nous multiplions 1 1 échelle des abcisses 

par r. On pout tout ë.'abor<.~ conBtater que la mesure exp8r:Wento.le ë:.e r est 

pratique"-:.ent impossible car pour a = C,7 r les courbes y2 et y
4 

sont lJra­

tiquement confor~dueo avec l'axe de3 nbcisses. 

Tout le raisor.nemen t d' l1.CIŒR3 repose sur la. courbe de la figure 1~0 5 

qui met en évidence un KD beaucoup plus grand dans le cas ~es menures à l'équi­

libre (deuxième ex~érie;1ce) , que dans celui den me cures !)ar chromatographie. 

Or, en e:;::&ilinant minutieuseuent cette courbe, on peut observer que seu.lle point 

correspondant Èl. a ::; 10C 1: déternine la forne de la courbe entre a = 60 !{ et 

a = 160 1:. Ce point extrêne est obtenu lors d'une expérience avec un virus. Toute 

dépolymérisation ou 6dsorption se produisant pendant le te~ps nécessaire pour ob­

tenir l'équilibre entra.1no une auc.nontation artificielle du~· 

Cette restriction mise à part, il faut justifier par des considération::~ 

théoriques, ces courbes étab2.ies expérimentalenent et expliquer les différences 

de comportement des Gels en chromatographie et à l'équilibre. Nous reprendrons 

cette discussion lorsque nous aurons passé en revue les autres travaux théori1ues. 
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(- - - -) y = (I - ~) 2 (équo33) 

I 

r 
a/r 
a 

r 

(•••••••) Yr= (I - 2,I04(~) + 2,09(~)3 - o,g5(~)5 (équ.34) 

(mxxxx) y 2=(I- ~) 2 {I - 2,I04~ + 2,09(~)3- 0,95(~)5 (équ.37) 

.. --{- - - ) Y3= ( I - ~ )3 

(o o o o ) y4 = ( I - ~ )4 

{ ~ Ys = I - ~ 



VII. ;... RAISŒU::Or::~r!'r I:U FO!TCTION DU CJ:..LCUL DU VOLTT.GJ ACC:8SSIBLD A UHEJ 

HOL:CCULE. 
=-=-=~ 
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Il est universellement admis que la vitesse d'écoulenent d'une chroma­

tographie ne modifie en rien le rapport ValVm donc le RD des dérivés soumis à 

l'expérience. C'est en tenant compte de cette constatation fondamentale que de 

nombreux auteurs ~liminent au départ toute intervention possible de phénomènes 

de diffu.aion. 

PORATH (41 et 42) propose èl. 1assitrl.ler le gel à une e\;ructure géomé­

trique simple, ce qui permet de calculer le volume àccessible à une molécule 

de rayon connu. SQUIRZ (43) généralise ce raisonnement et cherche à calculer 

le volume accessible dans un système complexe comprenant des pores de forme 

conique, cylindrique et parallélépipédique. 

On suppose que certaines molécules ne peuvent pénétrer à l'intérieur 

du ael que dans la. mesure ou elles: ne se heurtent pas aux chatnes de polymère 

constituant la réticulation solide de ce gel. Les ouvertures à la surface du 

gel sont probablenent de forme irrégulière. Il en est de m~me de la. forme et 

du revêtement des pores. Supposons que ces pores soient de forme cônique et 

de dimension moyenne : 

rayon de base = r 

profondeur totale = H 

·\\ 2 
Le volume moyen d'un pore = V = ~ r • H 

Une molécule de rayon = a (a plus petit qu~ r) pourra. diffuser 

à l'intérieur d'un pore jusqu'à une profondeur h. Le lieu géométrique de ses 
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déplacements à l'intérieur de ce pore est représenté par un c8ne homothétique 
'i'Ï 2 œ ce!-ui du pore et de vol'l.lL:.e = v = 3 ;..... h (r - a) (equ. 39) 

Le coefficient de distribution (I~) est proportionnel au rappor.t 

des dAux volumes V et v. 

= A _..:!._ 
v 

=A h. (r - a)
2 

---2-
H.r 

= A~ (1- ~) 2 (~qu. 40). 
H r 

A est une constante de proportionnalité. Par ailleurs h et H sont eux-m~nes 

fonction de a et r. 

h r-a a --- = ------- = - -
H r r 

donc, l'équation 40 devient : 

a 3 
r A (1 ) 'D = - - (Equ. 41). 

r 

Par ailleurs le volume ~ est certaine;,nent proportionnel au volume 

de solvant dans la phase stationnaire, donc de l'eau utilisée pour le gonflement 

du gol.'. 
3 -r - B.V1 = B (G - x) (Equ. 42). 

B est une constante de proportionnalité - x représente la fraction de l'eau à 

l'intérieur du gel qui est forte;ilent liée à la matrice et qui ne possède ~ucun 

pouvoir solvant. 

Pour des molécules d 1 une nOne seS rie chinique, on actnet que 11 a" 

représente le rayon de rotation ("gyration radius"). Celui-ci est proportionnel 
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à la racine CP.rréa du poids m0l4cu:'.aire (~!) (zr:;:~ et S'L'V)CimETI':.R -4·5-). 

e. = (Equ. 43). 

Rapor·tons las vc:J.eurs de a et de r des équations 42 et 43 do.ns 

l'équation 41 : 

(2qu. 44). 

Jo. at A
1 

sont do:J constantes de }?ro:portionnnlité. 

:ll.'n faisad intervenir les vnlaurs è.es équt..tions 1 et 9 1 

v = v + I~. vi e m (Equ. 1 ). 

vi = G.I' (Equ. 9). 

L 1 équation 44 devient 

v -V ~ 1 -

A • r.l1/2 l 3 

I~E 
e lll A 1 = ----- = 

(G - x)T/3 G.P 
(:Gqu. ~-5). 

Cette équation permettrait d'une pa:o.·t G.e mesurer le ICDE 

chromo.togrnphique d'une substt..nce et d'autre part de comparer ce ~E avec 

J.e :poids molécdD.ire en fo:.1ction de la théorie èL 1 exc:Lusion mo}.éculaire. Les 

auteurs o~tieanent ainsi Ul1a assez bonne corrélation entre les KDE chromate­

graphiques et lGs K,, calculés (dE=lrnier membre de l'éqœtion 45). 
lJ..!. 
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Le volume d'un pore c6nique = 
3 tan a: 

a: est l'angle d'ouverture du cône et r le rayon de la base. 

Réduisant inplici teïJent le eyt:rtème À. nn ~~ml po~·e, 1 1 nnhm1.· pose 

ï\' ~ 
3 tan a: 

avec = B 

=B. V 
m 

('2qu. 46), 

(Equ. 47). 

Le volume accessible pour une particule sphérique de rayon ·= a 

est. nn cône homol;hé~ique de ceJ.ui du rore dont la base possÀde un rayon de 

(r -a). 

v 
p 

= ~~ ( r -=~2~-
3 tan a: 

~n combinant les équations 46, 47 et 48, on obtient : 

v _ E_ 

vi 

v p 

Les 

(r - a)3 v 
= = 

__ E __ ___ ) ___ 
r B. v m 

B. v (1 a )3 = --m r 

équations fondallentales 1 et 3 peuvent s'écrire 

= v m 

(Equ. 48). 

(~qu. 49). 

En re:Jplaçant V par sa valeur de l'équation 49, on obtient : 
p 

= V + B. V (1 m m 
a --- (Equ. 50). 
r 
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Notons au passage que cette façor. de mener les c:. culs aboutit à 

faire dispar~ttre l'anGle d'ouverture du cOne, qui combiné à r en détermine 

la profondeur. 

On :peut appliquer un calcul analogue ponr un cylindre de paramètres 

h et r. 

vi h. 2 B. v = r = m 
(Voir Equ. 47). 

vP = h (r - a) 2 

v (r - a) 2 v __ E_ 
= 

___ 2 ___ 
=--E-

vi r B. v m 

v = B. v (1 - J!-)2 
p m r 

v v +V V +B. v (1 - ~-) 2 
= = e m p m m r 

Dans le cas d1un parallélépipède de paramètres h, 1 et 2 r. 

=B. V 
m 

V = 2 (r - a) l.h 
p 

2 (r - a) l.h 

2 r.l.h 

a 
= (1 

r 
) = 

(Voir Equ. 47). 

v _ _E __ 

B. V m 
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vP B. v (1 a ) = - ---m r 

ve = v +V = v +B. v ( 1 -~) (Zqu. 52). m p m m r 

Nous insistons sur le fait que dans les équations 50, 51 et 52, 

B est identique et correspond à la définition de l'équation 4 7. lifotons aussi 

que cette façon de mener les calculs conduit à é~i~iner la hauteur du cylindre 

ainsi que la largeur et la hauteur du parallélépipède, ce qui aboutit à un 

résultat mathématique711ent très curieux : dans le cas d'un cône le volume d'é­

lution est fonction de (1 - -~ )3 , dans le cas d'un cylindre il est fonction de 
r 

( 1 - '=r-)2 
, et dans le cas d 1 un pa.rallélépip ~e il est fonction de ( 1 - _!!__Y, • 

r 

Pour poursuivre le raisonnewent, il faut attribuer à chacune des 

formes géométriques un coefficieut représentant sa participation au volume 

intérieur total du gel (V 
1
), ?our ce faire, S<,1UIIŒ "spécifie" que : 

-dans l'équation 50 (cas d'un cône) B = 3; 
- dans l'équation 51 (cas d'un cylindre) B = 9 i" 
- dans l'équation 52 (cas d'un parallélépipède) B = 9 g 

"car cela permet d'obtenir une équation relative;1ent simple et cadrant assez 
' bien avec les résultats expérililcmtaux" 11 i .... 

v 
_;e_ = 
v 

~ 1 + g (1 
a - ---r 

(Zqu. 53). 

m 

Ceci correspond à aùmettre que le nombre de cônes dans une particule 

de gel est beaucoup plus important que le nombre de cylindres et considérablement 

plus important que celui des parallélépipèdes. 
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L'auteur a&~et par ailleurs que le rayon (a) d'une molécule est 

propol:tionn.~l À. la 1'A.ci.ne cnhiqne da son poi il.R m0h~r~1Jl.r:~.i:r:a t1t peut écrire : 

v _E_ 
v m 

= l 111/3 
1 + g (1 - 773 ) (Equ. 54). 

C étant le poids moléculaire d'une protéine totalement exclue du 

gel, la signification èe la constante : g est asnez complf:IY.e mais S0JJillR l' éta­

blit expérimentalement lors de l'étalonnage d'une colonne. 

L'auteur applique cette équation à un grand nombre de molécules et 

trouve dans l'ensenble une ass8z bonne corrélation entre les résultats expéri­

mentaux do plusieurs auteurs et les poids moléculai1~s admis pour ces protéines, 

- DISCUSSION' -

Admettons avec SQUIR.I: (44) que d'une part le volume intérieur du gel 

puisse être représenté par un assemblage géométrique simple et que d'autre part, 

setll le principe d'exclusion moléculaire intervient dans la définition de l'équa­

tion fond~nentale 1. Il est possible d'effectuer le calcul de V de façon plus 
p 

orthodoxe. 

Un volume peut toujours s'exprimer sous la forme de 

V =A. r 3 (Equ. 55). 

Dans le cas d'un cube ou d'une sphère r représente le seul para­

mètre. Dans des cas plus CO!Jpliqués, r représente la moyenne des paramètres. 

Pour les formes géométriques très comple1•es r re?résente un paramètre algé­

brique défini par l'équation 55. 
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On peut admettre que A ~ A
1 

car les deux volumes ont certainement 

des formes assez voisines, seuls les angles vifs de Vi ne se retr~tveront pas 

dans V • On peut donc écrire avec une app1·oximation acceptable 
p 

V (r - a) 3 
~ =-E-= -E vi ---r3--

KDT.' = (1 - ~ ) 3 
.1!. 

(Zqu. 56) • 
r 

Cette équation est à comparer avec l'équation 41 de PARATH (47). 

Elle ne diffèrent q~e par un coefficient de proportionnalité dont la signifi­

cation est difficile à e:~pliquer. 

L'équation 56 doit aussi être comparée avec les équations 35 et 37 

d 1 ACI:::CRS ( 48). La sienifica tion de r en est la m~u.e car si le pore est supposé 

cylindrique il pourrait tout aussi bien avoir une autre forme car à aucun moment 

on ne fait intervenir la hauteur de ce cylL!dre. 

On peut voir figure N° 6 que la courbe Ru = y2ctrrespondant à 

1 1 équation 37 est assez voisine de la courbe KD = y
3 

de l' é9-uati9n .56•. :Vù.le 

manque de précision de notre connaissance des rayons moléculaires, il semble peu 

probable que des expériences, mêmes minutieuses, puissent trancher le débat en 

faveur de l'un ou l'autre des hypothèses. 

Toutefois, tous les raisonnements que nous venons de passer en revue 

sont en défaut sur le mOme point : ils supposent q~e les parois des pores du gel 

sont assimilables à des eUl~faces, Or il est évident ~ue ces parois sont consti­

tuées par des cha!nes de polymères et il serait pl~s vraisemblable de les comparer 

à un assemblage de barreaux disposés de façon plus ou moins régulière, 
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Cette considération nous amène à prévoir un coefficient de correction 

ayant pour effet de diminuer le detr=ièmo facteur de l'équation 37, celui qui 

traduit le frotte:nent sur les parois lisses d'un cylindre, Donc, on peut prévoir 

un KDR plus faible que celui prévu par LCI;:JUS (,~9). 

De m~;_,1e, les espaces entre les barreau= constituant les parois d'un 

pore sont accessibles à certaines molécules, ce qui a pour effet de corriger en 

housse la valeur du "![Olume B.OOOI'If-li.hlA. On l>ElUt ùono prG-voir tm ICJ)D pln~ grand que n 

o~l11i. oùl;enn pn~· 1 1Pquntion 56. 

lTous allons voir dans quelle mesure un tel raisoï1l'.(.,>meul; peut nous 

faire pror1Tesfler dEl.ns cette étude théorique de la chromatographie de filtration 

eur gel. 

structtü·e cubique. __________ _...._ ... 

ImE.ginons une· particule cubique de gel, dont chaque face est divisée 
2 en n carrés par des barreatu: représentant les cha1nes de ~clymères constituant 

la matrice de ce gel. Il en est de m~me à l'intérieur de la particule, si bien 

que le cube de gel se trouve divisé en U: petits cubes creux délimités par les 

barreaux qui matérialisent les arêtes (Voir figure N° 7). 

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

- Soit 2 r la le.rgeur du pore creux qui correspond à uno face d'un petit cube,. 

La lon~1eur d'une arête d'un gTand cube= 2 n.r + 2 (n + 1)b 

= 2 n (r + b) + 2b (Jqu. 57). 



avec b plus petit que r et n très grand. 

2 b est négligeable à côté de 2 n (r + b) et on peut écrire : 

- Long~eur d'une arête # 2 n (r + b) 

-Volume d'un cube # 8 J (r + b)3 = V :x: 

1- Calcul du ::-ombre_~e~it~s facett~s dans cette structure. 

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

(Equ. 58). 

(Equ. 59). 
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-Dans un plan horizontal on trouve n2 facettes, comme il y a (n + 1) plans 

horizontaux, on obtient n
2 (n + 1) facettes horizontales. 

-Dans un plan vertical on compte égale~ent n2 facettes. Il y a (n + 1) 

plans verticaux parallèles au plan de la feuille et (n + 1) perpendiculaires 

à ce plan. Donc, on trouve 2 (n + 1) plans verticaux et 2 n2 (n + 1) facettes 

verticales. 

de 3 J 

Au total la structure comporte 3 n2 (n + 1) facettes. 

Pour n très grand on peut admettre que ce nombre est peu différent 

(Equ. 60). 

2- Calcul du volume interstitiel. ========----===---======--= 
Ce volume interstitiel (V.) peut se décomposer en deux volumes 

l. 

élémentaires (voir figure N° 8). 

Le volume (vi1) correspondant à n3 cubes de volume (2 r) 3 et le 

vol1~e (V.~) co1~espondant au volume des 3 n2 (n + 1) facettes creuses de 2 r. 
l.~ 2 2 

2r. 2b., soit 24 n (n + 1) b.r. 
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Pour n très grand on peut écrire t 

. 3 2 
Vi ft 8 n • r (r + 3b) (Equ. 61). 

1- Q~lc~~-du _y_QJ~Q_~cc~qsi~~-~J. V ) _ ~~~-..:'2~!~i~t1;~ sn~~~~g,ue_ de _ _!~J:Q!L{_~). -- -. . ... --- -·-·-·--- --· -- ··-------- 1> ----------·· ·--· . --- -- ·----· . . ·- . . ·-----

Ce volume (V ) peut se décomposer en clm.'...~ voluaes éJ.ément.ah·es ( voü· 
p 

figure l'T0 9). 

vp
1 

= Volw~e de n3 cubes de cOté 2 (r - a) = 8 n( (r - a) 3 

Vp
2 

=Volume nccessible dans les 3 n3 facettes creuses 

= 3 n3• 2 (r-a). 2 (r-a). 2 (a+ b) 

= 24 ~ (r - a)2 (a + b) 

VP = vp1 + vp2 = 8 n3 (r - a)2 (r + 2 a + 3 b) (Equ. 62). 

bll introduisant les valetlrS de Vi 0~ do Vp des équations 61 et 62 dans . 

l'équation 3 on peut écrire : 

V (r - a)2 (r + 2a + 3b) 
-- _P -- -----2------------------

vi r (r + 3b) 

-(Zqu. 63). 



&-... introduisant dlms l' éq_uation 4 les valetu- V et V des 
p x 

équations 62 et 59; on peut écrire 

v (r - a)
2 

(r + 2a + 3b) 
Ki~ = _E._ = ------,-·--

v (r + b) x 

(r - a)
2 

~ 1 

2 (a + b) 

~ K~\E = (;:-~)2 + -------
(r + b) 

(~q_u. 65). 

6- ~~le~ de __ la. c_oncentra.tion d~ ael en_.Eol:ll.!!èli:~· 

Reportons dans l'é~uation 20 les valeurs de EDE et de K AE des 

éq_ua.tions 63 et 64. 
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c v = ---------- = (Eq_u. 66). 
K___ ,,.G. d 
-1)"" s 

r-!a.is G. d est fonction de r et b. Nous allons donc chercher à le s 
ronplacer pa.·· sa valeur. Pour cela. il faut calculer C par une autre méthode 

v 

c v 

v 
= -~­

v x 

4 l.b2 

= ----

où 1 est la loneueur totale de barreaux dans . V de gel. 
x 

(illq_u. 67). 
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7- Calcul de la lo~~eur totale de barreaux dans u_~ volume Vx de gel. 

ORSTEIN (50) propose de calculer cette longueur par une technique 

arithmétique, mais il est ~ené à négliger les intersections entre barreaux. 

Les volumes correspondants sont ainsi comptés deux ou trois fois. Ceci peut 

entratner une erreur négligeable dans le cas ou b est très petit par rap­

port à r. Il est toutefois préférable d'éviter cette imperfection par le 

calcul algébrique suivant. 

- Nous savons que la longueur d1une arête = 2 n (r + b) (Equ. 60) 

Sur la figure N° 10 on peut voir que : 

- Dans un plan horizontal, il y a (n + 1) barreatut de longueur égale à celle 

d'une arête et (n + 1) fois n petits barreaux de longueur = 2 r. 

soit (n + 1) 2 n ( r + b) + 2 r. n (n + 1) = 2 n (n + 1) (2r + b) 

Comme on trouve (n + 1) plans horizontaux : 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 r~ 

Or, on en compte n (n + 1) sur une face et il y a (n + 1) plans 

verticaux parallèles à 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 = l 
x 

Pour n très grand s 

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

l # 2 n3 (3 r + b) (Equ. 68). 



Reportons dans 1 1 équation 67 les valeurR d.e 1 

tiens 68 et 59 t 

v 41. b
2 

e": rle V 
x 
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dPA équa-

(3r + b) b
2 

c = _[__ = ------ = -(;-~-~)3 
(Equ. 69.) v v v x x 

9- CalcuJ: de G. d • =--===== s 

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

écrire 

= ..:::JE_:t_~~2-
b2 (3r + b) 

(~qu. 70). 

D1aillours, on retro~ve ce résultat si dans l'équation 18 on remplace 

v1 et yg par leur valettr des équations 61 et 69. 

10- Ex~res~ion der en fonctio~ des co~stantes physigues_.d~l: 

L'équation 70 :peut être développée et réarang8e en fonction de r. 

où r; b 

G. d .b2 ( 3r + b ) = r 2 (r + 3b) s 

3 2 2 3 r + 3 b. r - 3 b • G. d • r - G. d • b = 0 

G et d sont positifs. 
s 

s s 
(Equ. 71). 
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L1étude de la dérivée penlet de tracer la courbe : 

3 ·:· 2 2 3 y = r + 3b. r - 3 b • G. d • r - G. d .b s s (Eq'!i.. 72). 

qui peut avoir une ou trois solutions. Vu les racines de cette dériv~, on peut 

prévoir une seule solt'.:tion. nous reproëtuisons cette courbe figure N° 11 • 

La résolution de l 1éque.tion 72 doit se féire ,ar le calcul en donnant 

à r différentes valeurs successives de façon à encadrer progressivem~nt la solu­

tion : y = o. 

11- Calcul de_ ~our des~ls bien d~fi~is. 

Pour un S:C:C':IAD2}~ 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. (grammes d'eau par 

graillllle de proè.uit sec). La densité du dextrane polymérisé (d = 1,64) (FLODIN 51). a 
Il est beaucoup plus difficile de fi~er une valeur pour be Le rayon d1une chaine 

polysacchari~ique est de l'ordre de 3.10-8 cm. Toutefois les déformations provo­

quées par les liaisons entre chaines obli6ent la plupart des auteurs à utiliser 

dans leurs calculs des vc.lev.rs sensiblement plus élevées : 7. 10-8 cm~ (LAURENT 

et KILLlùr.DI:R -52-). De plua nous avons vu au chapitre IV B. qu'une partie 

souvent appréciable de l'eau interstitielle était. liée à la chaine polysacchari­

dique. Coillme cette eau liée ne possède aucun pouvoir solvant, on doit, dans les 

calculs, l'ajouter au volume de la matrice solide (v ), ce qui contribue à 
g 

augmenter sensiblement la valeur da b. 

Nous avons résolu l'équation 72 en prenant successive:.1ent : 

et 

b = 3. 

b = 7. 

cm. 

cm. 



i 
y 

___,,.....___. __ ._ ··-···----~ 



Nou~ trouvonA :pour lA SP.Plli~ nr.x. G. 1 00 : 

pour b = 3 1i. 

pour b = 7 1:. 

Pour un SE::?HADEX G. 200 

Pour b = 3 1t 

PotU' b = 7 X. 

r = 18 1t 

r=411t 

r = 26 ft 

r = 61 Ii 
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Les valeurs de r obtenues en posant b = 3 r.. sont effectivem~mt, l;rop 

faibles. Celles obtenues pour b = 7 1t sont pJ):t.e en re:ppo:l.'t e:veo lA tAille des 

molécules fractionnées par ces gels. 

12- Calcul d 1 ~~-valeur aEE!:oché~ l?Our n: 

n est na~~ellement fonction de le taille de chaque particule de gel. 

Le tamisage d1une poudre sèche de SEPHADZX G. 200 fi~e cette taille des grains. Ell~ 

est généralewent comprise entre 4 et 12. 10-3 cm. Nous retiendrons donc une taille 
-3 œoyenne D = 8. 10 • 

_".5 3 _o 
]J = v = 8 • 10 ;;J 

g 

Prenons comme nous l'avons vu au paragraphe 11 

b= 7.10~cm 
r = 61. 10-8 cm 

(Equ. 72). 

On peut écrire avec les restrictions que nous avons signalé pour 

1 1 équation 10 : 

d'où 

v 
c =-~ v v 

x 

D3 
= ------:-0--

8 (r + b) C v 

(Equ. 73). 

(Equ. 74). 



En re;nplaçant C par sa valeur de l'équation 12 v 

J = ~-~~.:. .. ~JL:!:-~L-
8 (r + b) 

Pour un 8.:JPII: .. DL.! G. 200 en prenant G = 20 

d = 1 ,64 s 

r = 61 Ir 

b = 71. 
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(Equ. 75) • 

3 = 7 1 0
12 

Ce qui nous don..•e pour n une valeur a:ppro-On trouve n • • 
chée de 1 , S·1 • 1 0 •· • 

Un calcul identique pour 10 s;:;::?lli'..D~ G. 100 donne pour n un ordre 

de crnndeur de 2,15. 104. Il faut noter que la différence de n pour ces deux 

gels n'est pas considérable. 

Enfin, il faut insister sur le fait que n a été calculé pour un 

modèle théorique qui n'est certaine~ent pas identi~ue à la structure réelle dlun 

S:JI'IIi.DEX. De plus, nous rappe::..ons encore U."'le fois 1 1 imprécision inévitable pour 

la valeur fi;cée pour b. Il fant teï.1ir corJ;,>te de ces restrictions chaque fois cpe 

nous utilisons ces valotTS de n. 

13- Discu?sion de 1 1équation_§ï. 

I~E = (1 - ~) 2 
r 

~ 1 + 
2 a 

(r + 3b) 
(Equ. 63). 

1 

(r + 3b) 

D'après l'équation 61 : V 1 = 8 J. i (r + 3 b) 



1 8 n3• r 2 
---··-·-- = --------

(r + 3 b) vi 

On peut tiror da l' éque ti on 59 une valeur de n~. 

v 
x 

-------~ 

8 (r + b)' 

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

; .. 1 2 v r x ----- = (r +-b);- • 
(r + 3 b) vi 

1 
2 v r x -- = ------- ---

(r + 3 b) (r + b)3 v -V x g 

I-Iais V /V x = Cv 

1 r2 
----- = 
(r + 3b) 

________ ) ____ __ 
(r + b) ( 1 - C ) v 

b- Etude du facteur : 

2 2 r traduit une surface. En effet la surface d'un pore = 4 r • 

42-

(;!:qu. 76). 

(EClUo 77) • 

(Equ. 78). 

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

début de ce chapitre le volume d1un cube de gel de n3 petits cubes =sn' (r + b) 3 

Le volume d'un de ces petits cubes = 8 (r + b) 3 

2 
r 

Le factattr --------) 
(r + b) 

repréDente donc à un coefficient numérique 

près le rapport entre la surface unitaire d'un pore (s ) et le volume unitaire 
u 

de gel (v ) • 
u 



s 
u = A-------
V 

u 
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(:t;:qu. 79). 

S / V caractérise parfaitement un gel. :·Iême si sa définition 
u u 

~périmentele présente des diffictùtés, ce facteur est très intéressent sur le 

plan théorique. 

c- E..9.1.1.Y.~le N-:W~~i<?_ruie.. ~m 

Reportons dans l'équation 63 les valeurs des différents factettrs 

solon les éq_uations 78 et 79. 

~E = (1 - ~- )2 
r 

s . 2 a 
u 

v (1 - c ) u v l (;Jqu. 80). 

Ilais pour un gel donné 
2A. s u 

v (1 - c ) 
= B est une constante. L'équation 80 peut 

u v 

(Equ. 81). 

La courbe y = I~TI: de 1 1 équation 81 sera légèrement au-dessus de la courbe y1 = 
( 1 _ ...!:_.) 2 et y tend vers y 

1 
quand a tend vers zéro et a tend vers r, 

r 
c 1est-à-üire quand KDE tend vors zéro et vers 1 (Figure N°6 )• 

Le I~E calculé selon l' équation 81 est effecti vei•lent plus élevé que 

le IC...é' plus approximatif obtenu avec l'équation 56 
.U...!I 

~E = (1 - +) 3 

Si nous comparons maintenant le ~R calculé selon l'équation 37 

d'A~~RS (53) avec le KDE de l'éqv~tion 81, les différences sont sv~fisantee 

pour~tre mises en évidence expérimentalement quand a est assez grand. 
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Par contre quand a est petit (co.s d'une e:q>érience sur S.8P1L:J):~ G. 75) les 

coefficients de distribution calculés par ces deux é~uations sont assez voi­

sins, ce qui ex~li~uerait les courbes expérimentales d'~ŒCJRS (voir figure N° 3). 
Toutefois nous ne pouvons pas justifier les courbes de la figure N° 5. 

VIII. - RAISON1Œ:"Ei.';T D1::.:DWLUSION I101:2CULAIRE F!.IS..ANT lNTDRVOOR LA 

CONCENTH!.TION DU GZL EH POLYltJRE. 

=-=-=-=~--=-=-=-~=-=-=-=-=- = 

Cette notion de concentration du cel en polymère de constitution 

présente un crand intérêt, car c'est le paramètre fondamental dans la prépa­

ration d'un gel d'agar, d1un gel d'amidon et ~6me d'un gel de polyacrylamide. 

Avec le S~Pill~EX ce paramètre est moins évident car le polymère est livré tout 

préparé, mais le gonflenent, ~ui est à la base de la classification de ces 

matières prenières, traduit en fait la concentration en polymère comme le montre 

les é~uations 12 et 13. 

ALLISOi~ et HU?·ll'HJ:illY (54) étudient la diffusion de certaines protéines 

dans des gels d'agar et de gélatine de concentrations variables, ce qui pe~~et 

de classer ces protéines dans l'ordre de leur poids moléculaire et même de 

faire un parallèle entre la concentration en gélatine empêchant toute diffusion 

et le poids moléculaire de la protéine étudiée. 

Sl:ITIITES (55), pnr électrophorèse sur gel d 1 runidon, établit que 

la migration d'une protéine est fonction inverse de la concentration du gel en 

amidon. Le coefficient de retardeoent relatif est fonction de la taille d'une 

molécule et non de sa charge électri~ue. 
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POLSOU (56) , après une étude de le. diffusion de di vers virus e.u 

travers des Gels d1e.gt.r, établit que le. concentration en agar capable d'ex­

clure une molécule est une fonction inverse de son diomètre moléculaire, ce 

que nous pouvons écrire avec nos symboles : 

A = --- (I:qu. 82)i 
a 

D1e.utres expériences amènent POLSON (57) à faire intervenir les 

différences de coefficients de diffusion plutôt que les différences de poids 

!llolécule.ires. 

lJIDHZHS (58) mesure le volume d'élution pour diverses protéines 

au cours de chromatographies sur gels d'agar, ~A phase statioru1aire étant 

constituée par un granulé de gel de concentration variable en agar (2,5 à 

12 p. 100). Les courbes obtenues mettent en évidence une relation entre le 

poids moléculaire et le volume d1élution, il trouve que cette technique est 

plus précise pour l'étude du poièa moléculaire que pour celle dea coefficients 

de diffusion. 

STEDRE et LC!c&RS (59) da~s un~ expérience analogue montrent qu'il 
~101"' cUle.J.re 

e~iste une relation entre le diamètre et le volume d1élution. 

ORNSTEIN (60) au cours d'une étude théorique sur le gel de poly­

e.crylaBide, établit que le diamètre moyen des pores est fonction inverse de la rac. 

csrrée èe Ja concentration du gel en polye.crylamide, ce que nous pouvons écrire avec nos 

symboles : 
(Equ. 83). 

Enfin L.'\.UlliJl:rT et rJ:LLANDEB. (61) proposent un&. équation liant le 

coefficient de distribution (KA) à le. concentration du gel en polymère. Nous 

allons étudier ce travail plus en détail. 
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Il s'agit de calculer le volume accessible pour une molécule de 

rayon a dans un Gel hypothétique, cons ti tué pe..r ëles barreaux cylindriques, 

très longs par rapport à leur diamètre et répartis au hasard dans ttne particule 

sphérique de gel. 

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

tration du gel en polymère en centimètres de bcrreaux pa:r milliT.itrRe de gel 

( = L ). 

a = rayon de la molécule sphérique 

b = le rayon d1un barreau. 

F.n appliquant 11 équation d' OC,STON à letU' modèle théorique, LAURENT et IŒLLA.i'IDER 

obtiennent : 
K = ( - 1( .L (a + b)

2 
) A e 

(;Tiqu. 84). 

L'application de cette formule présente quelques dUficultés. Pour 

un gel bien standardisé comme le SEPHJ.D~, on peut attribuer à la chatne drcite 

de polysaccharide un rayon de 2 à 3. 10-8 cm. î~is comme le dextrane consti­

tuent le gel est flexible et présente un certain nombre d'embranchements, on 

doit lui attribuer un rayon plus important. Comme nous l'avons déjà signalé, 
-8 

IJ~LJ1t2N"T et XILLAHDER ( 64) proposent pour b la valeur de 7. 1 0 • 

La valeur de L (concentration en dextrane exprimée en cm de chatne 

par ml. de gel) est encore plus délicate à fixer. Finalement les auteurs doivent 

établir cette concentration à partir des résultats d'expériences chromatogra­

phiques. 

Une fois ces deux valeurs déterminées, il est possible de calculer 

lo rayon de STOmCJ d1une molécule à partir du coefficient de distribution (KA) 

r,es auteurs donnent de nombreux exemples concluant à la vérification de l'hypo­

thèse. 
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B- DI::lClJSSIOlT. 

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

en fonction G.e C (ml/ï•ll.) 
v 

L = nombre de cm. de barreaux dans 1 ml de gel. 

L.V =nombre de cm. de barreaux dans V ml. de gel. x x 

= volume occupé par les barreaux de V ml. de gel. 
x 

C = T,f.b2.L.Vx 
v ------

vx 
d'où l'on tire 

-a v 
L = ---

'7ï b2 
,• / . 

Reportons cette valeur de L dans l'équation 84. 

· - C • b -
2 (a + b) 

2 
e v 

n 2 
= (-C (1 + --- ) ) 

e v b 

(2qu. 85). 

(Dqu. 86). 

On peut remplacer C par sa valeur de 1 'équation 12 
v 

-(---~----) 
G,d + 1 

s 

( 1 + -~-) 2 
b l 

G et d sont des constantes pour un SEPHhDJJX. Il n'est donc plus s 
nécessaire d'établir arbitrsirehlent des valeurs pour L. Toutefois nous devons 

rappeler que nous avons néslieé le volume de l'eau liée à la chaine polysac­

chnridique. Il fcut en tenir compte lorsque l'on choisit une valeur pour b. 
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C- l..P~LICATIOH D'UN Cl:.LCUL D;J VüLID-1E ACCF.SSIBLTI: A UH GDL D:C STRUCTURE 

tEFil\IE PLR L!.UIC~fr I:T KILLAND~ {-65). 

=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-= 

Soit 1 la longueur tota.le de barreaux supposés cylindriques. 

le milieu d1une molécule sphérique de rayon a ne peut pénétrer à 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 

1, ii~-. (a + b)2 = V + V 
n g 

(JJqu. 88). 

Cc raisonnc:-:1ent est en fait trop simple, car on ne peut assimiler 

le gel à vn cylindre unique. L 1 équ~tion 88 n'est en fait valable que pour f ' 

(distance minimale entre deux barreaux) plus grand que 2 a. 

= V +V +V p n g 

V V·-; l(a+b) 2 
x= p+ 1. 

Comme d'après l'équation 4 t V =KA. V p x 

·- 2 
V x = K1~. V x + 1/ • 1 (a + b) 

--·· 1 b2 
11 • • 

1 -

P (G. d + 1) 
Nais d'après 1' équation 11 v 

x 
s = ----------

or, v g 
P .TT. 2 = --- = i. 1, b 

de 

d s 

(Equ. 89). 

(Equ. 90), 
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En combinant les équations 89, 11 et 90 on écrit 

(a + b) 2 

- ;2-(~~-~--~-1) 
s 

(Equ. 91). 

En introduisant C avec sa valeur de l'équation 12 : 
v 

= 1 - (1 + ~·)2 

b 1 

c v (Equ. 92). 

A•-ec la restriction f plus grand que 2 a (voir restri~Jtion pour l'équation 88). 

Il nous faut comrarer les KA obtenus par l'équation 87 (raisonnement 

statistique et différentiel d10GSTON (66) et par l'équation 92 (raisonnement 

d'exclusion moléculaire dans le cas simplifié où f est plus grand que 2 a. 

L'équation 87 peut se développer : 
1 

( cv ( 1 + ~ ) 2 (cv ( 1 + ~) 2 )2 (c (1 + ..!:-) 2 ' + __ ! ______ b_:· = - -------- + -··-------------
1 ! 2 !. 31 etc, 

L'équation 92 est è:.onc le développe::.!ent de l'équation 87 limité au prer:1ier ordre. 

ce qui est tout à fait compatible avec la restriction : f plus grand que 2 a. 

D- CONCLUSIOn : 

Ce mode de raisonnement permet de comparer la théorie d'exclusion 

·moléculnire a'tlX résultats obtenus en étudiant le partage des protéines entre 

les deu.~ phases liquides contenant des polymères solubles (l~ER~SON 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 

= K = e A.I1 (.:::qu. 93). 
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Tout ceci tend à confirmer que, dins la mesure où l'équilibre est 

réalisé le phénomène se réduit à une e~mlusion mol~culaire. Par contre nous ne 

pouvons toujours pc.s e~:pliquer le phénomène dens le cas d 1 une clu:oma tographie sur 

S~PHADLX G. 200 (Voir figure N° 5). 

IX. - A?PLIC.t..TION D1UU ;uJSON1ii~:::E!TT DE RESTPJ:CTIO:f A LA DIL'FUSION A 

UN:J 3TRUcro;.u CUBIQUE (définie au chapitre VII D) • 

=-==--=-=-==--=-=-=-;;:::-=-=-=-=-=--=-=-= 

J...- IL':~TRIC~~üil'_~ ~_piFB,L~~QN S:8101I VTI_J,.,~m FCRI'81TD!Q~F~:8 A LA SUP~L.CE D'~I 

PO~. 

La diffusion d 1 u_~e molécule dans un liquide homogène peut se traduire 

par un déplacement seJ.on trois a::os perpendiculaires l'un à l'autre (Ox, Oy et Oz). 

En un point 0 le gradient de concentration imposera le déplace~cnt selon un de ces 

azes (o~ par e~e~ple) et dans tune direction (0 vers x par exemple). Les concen­

trations en 0, y et z étant égales, la diffusion selon les axes Oy et Oz se fait 

dans les deux sens et n'intervient p&s dans la répartition statistique des molé­

cules étudiées. (Voir figure Nn 13). 

= (1 - ~-r 

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

)2 (voir équation 33). Une molécule aym1t traversé n' pores a subi 

une restriction à la diffusion = R. 

R = (1 - -~) 2 n' 
r 

(Equ. 94). 
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B- ETUDE Dü Pir~:70HBHE A L1:J:CHELLE D'UNE Pl.RTICt"LE DE G.8L. =====:.:=::.==...-===:..::: .:.;.:=========::.;:..;=---·· -- -

Une particule de gol de n3 petits cubes schématise la phase station­

naire (V ) et baigne dans une pr~se motile qui se déplace, x 

Su:;posons ces déplace~ents de la phase mobile suffiRll.Illiilent rapides 

p9ur que au teaps t , 
0 

la concentration ~n produit étunié Foit identique &ur 

toutes les faces e~ternes du cube de gel. 

Ln diffusion d'une molécule, qui au temps t 
0 

se trouve dans la 

phase mobile, se fait vers le centre du cube de gel, selon les six axes perpen­

diculaires à chacune des fnces. Lorsqu'une molécule a traversA ltn pore, elle 

diffuse ensuite librement dans 1~ volume interstitiel èu petit cube correspondant. 

On sup,ose que les concentrations sont assez faibles, si bien qu'au 

niveau du front de diffusion le pass11.ge de la concentration C à la concentration 
0 

nulle se fait sur une distance dx négligen'hle. Au te:nps t les molécules du fron' 

de diffusion auront traversé n' pores sur l'axe Ox et effectué un déplacement 

de 2 n' (r + b) sur cet axe. Si au tenps t: 2 n' (~n, les molécules se répartis­

sent dans le volume périphérique du cube de gel, Un certain volume au centre do ce 

cube ne contient pas de substance étudiée, mais fait toujours partie du volume 

interstitiel (voir figure li0 14). 

Dcns la zone où la substance a diffusé, elle occupe un volume cor­

IFspondant au volume accessible selon la règle de l'e~clu~ion moléculaire. Nous 

pouvons donc calculer lo coefficient de distri~ution (I~R) selon la théorie de 

~estriction à la diffusion, vala'hle pour un temps , t et pour un gel théorique de 

E:1h11cture cubique. 
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Dans un grand cube de gel de .J petits cu'hes, au temps t, il y a 

(n -2n1) 3 ~e contenant pas de substance étudiée. Cette substance ~a trouve 
cuues 

dans le volume périphérique, correspondant à n3 - (n- 2n1)3 petits cubes soit 

2 n1 ( 3 n2 - 6n. n' + 4 n• 2 ) 

Or d'après l'équation 62 on sait qua le volt~e accessible pour une 

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

V = 8 n3 (r - a? ( r + 2a + 3b) p 
(Dqu. 62),-" 

Donc le volume accessible à la molécule sp~érique de rayon a dans la zone 

périphérique où elle se trouve = VpR 

' < ) 
VpR = 2 n' (3n

2 
- 6 n. n' + 4 n12 ) ~ 8 (r - a)

2 
(r + 2a + 3b) ) 

(Equ. 95). 

En appliquant l'équation fondruJontalé 3 ; KTIVi = vp avec les valeurs de vi 
et de V des équations 61 et 95, on obtient : 

p 

2n1 (3 n2 - 6n. n' + 4 n12 ) 8 (r - a) 2 (r + 2a + 3 b) 

------------------ 8 n? r2-Z~~3b) -------------------

Y~R = 2 ~ 3 (-~~) - 6 + 4 
a -- )2 ( 1 + --~-~---) 
r ) r + 3b n 

(~qu. 96). 

En introduisant dans cette éque.tion 96 la valeur de ~E de 1' équation 

63, on peut écrire : . ·------··--·--·-----··--·-----·-------·------·-·-·-·-.. -----------J 
K = 2 ( 3 (-~~) - 6 (~)2 + 4 (-~-)3 ) ICE DR ( n n n : 1J 

·--··-----·-----·---M--.. --.-· .. --.. -·----
(Dqu. 97). 
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Avec 2 n ''-. n 

/ 
Donc 0 ( 2 

" 
2- Cas où 2 n 1 = n 
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3 ( .2;_'_) 
n 

n' 2 n' 3 - 6 (----) + 4 (----) n n 

Si le tenps de diffusion t est suffisant 2 n 1 = n et dans 1 1 équa-

tion 97 1~R = ~E 

Ceci ,eut correspondre à une eJcpéri(mce dans laquelle on réalise un 

équilibre entre les deux phases. C 1 est da;.1s le cas de la mesure du KD à 1 1 équi­

libre selon la prer.1ière expérience d 1 ACKSBS ( 69) (voir chapitre VI). 

Ceci peut ége.leilient être obtenu quend la diffusion s 1 effectue rapide1.1ent 

et que de.ns une chromatO[.,Taphie le temps t I'Our lequel 2 n' = n est compatible 
x 

avec la vitesse de déplacement de la phase mobile. 

3- ~!~~~~!~n d~-!~~~~~~!~~-II! : 
Cette équation qui traduit un raisonnement de restriction à la diffusion 

prouve que le coefficient de distribution RDR est une fonction de I~E' obtenu par 

un raisonnement d'exclusion moléculaire. Le facteur de multiplication de K]E est lui 

m~me une fonction de n'/ n = f (t). 

Ceci nous conduit à une conilusion fondamentale 

1 

si l'on adopte un raisonne, .ent de restriction à la diffusion, cela corres-l 

pond à affecter le coefficient de distribution (Y~E) d'un facteur fœction 

du temps et de toute façon inférieur ou égal à un. 

Si le ter~ps t , pendant lequel la diffusion peut •pérer, est court 

K]R est beaucoup plus petit que I~E' Si au contraire le temps accordé est plus 

prolongé, I~R tend vers I~E et 1' éxpéricnce traduit unique::1ent un phénomène d 1 ex­

clusion moléculaire. 
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Soit t' le temps nécessaire pour qu'une molécule de la substance étudié 

diffuse librement dans 1& phase liquide sur une distance de n(r + b). Ceci revient 

à choisir pour le temps t' de l'équation 97, le temps qui est nécessaire à une 

molécule de substance à étudier, pour occuper un volume de phase liquide égale à 

celui d'une particule de gel ( = 8 ~ (r + b)3 ). 

Vu les restrictions à 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 façon d'exprimer une restriction à la libre diffusion. Donc 

d'après l'équation 94 : 

R = (1 

Pour a= r 

Pour a= 0 

2 n' =---
R=O 
R = 1 

n 
(~qu. 98). 

Donc R est compris entre 0 et 1. La forme de la courbe IF = (1 - ..!:-)2n' eot ana­
r 

logue à celle de y
3 

et y
4 

= f (-~ )de la figure N° 6 avec une dérivée nulle pour 

a/r = 1 et une dérivée =- 2 n' pour a/r = o, 

L'équation 98 est mathématiquement valable car 

/ _ .!:_ )2n1 <<". 0 -~ (1 r ., 
/ ( ~~) 

,/ 

0 . .;_.;"'" 1 -, n ''"'-

On peut clone espérer trouver une vaJ.eur de n1 à un tenps t' pour que 

(1 _ ~) 2n1 

r 
= 

2n 1 

n 
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n = 0 = y (Equ. 99). 
2n 1 r 

Poux ohqqnP ,...,.lP.ur de a/ r on peut résoud:re 1 1 équation 99 par calcul 

~r. on~Hnr~J.lP-nt de plus en plus ::st'l:t.'J.'6 d~ la. 1:3olut~on y = O. 

Th!. appliquant ce travail à un S:JI'HhDR'C G. 200 : vale1n· l:il>l'l'onh.Se 

de n = 191". 10
2 

(voir parag1.·nphe VII - D - 12), no·ll'l ü:01rvonE~ 
a 

= o, 1 27 /~n' '-(28 pour ... 
a 

= 0,2 10~/r. 1 <.._11 pour ---:r ......... 
a = 0,5 ~ ./n' < 6 pour ---: ........ 

a 
= 0,7 3 /n' 

./· 
4 pour -- ........... r '-...... 

5- Discussion : 

a- Nous avons montré que la restriction à la diffusion joue un l'Ôle impor·tant 

au bout d'un te~ps t' te~ que 

---- = r. 
(1 _ .!:._ ) 2 n' 

r (II:qu. 98). 

Dans le cas d 1 un gel du type SZ:!?Hl.DEX G. 200 ceci est réalisé pour n 1 très petit, 

m~ue dans le ens de peti"';es molécules. 

2n 1 

.. traduit le ra:pport du nombre de pores utilisé au temps t 1 n 
au nombre total de 

(pour~ = 0,1) 
r 

:pores su:r l'axe de diffusion. Dans les meilleurs conditions 

2 n 1 ----n #
., 28.2 

--·-r-~ ' 191. o.: # 28. 10-4 

Donc m~Me dans :e cas de petites molécules seul 3 p. 1000 des pores 

(orientés sur un axe perpenèiculaire à la surface du gel) sont utilisés pour obtenir 

une restriction optimale à la diffusion. Au-delà les phénomènes d'exclusion molé­

culaire prennent plus d'importance. 
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.Il faut toutefois nuancer ces conclusions, car aucune molécuJ.e ne subii 

une restriction nullo. Il faudrait établir l'~quation 98 pour un temps t" : le 

temps nécessaire à la plus petite molécule d1un mélange pour parcotrrir dans le 

gel la distance n(r + b) et pour traverser n porcs sttr l'axe Ox. 
2 

b- La sélection entre les particules est très sévère pour les petites molé­

cules ( a = 0,2) ·Elle devient pratiquement nulle pour a= 0,5 r. 
r 

c- Les distences parcourues au temps t 1 sont extrê!:J.ement faibles. A titre 

d' e;:emple, pottr a = 0, 5 r elles sont de 1 1 ordre de : 

( ) ( ) 10-8 2 n' r + b = 2.6 61 + 7 cm. = 816 ~ • 

. Il n'est donc pas étonnant que les équilibres se réalisent très rapidenent et que 

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

d- Enfin, au-delà du tc~ps t' la molécule continue à diffuser dans le gel 

et il reste un voltune accessible à ln diffusion directe~ent proportionnel à a3• 

En effet, plus a est grand, plus n' est petit au temps t', donc plus le volume 

non occupé à cet instant : f (n ·• 2 n' )3 est grand. Dans ces mênes andi tions le 

facteur 
2 ( n 1 2 -6 --) +4 n ~ :1 

est faible, au 

et donc KDR beaucoup ,lus petit que KDm· 

Nous )Ouvons calculer les valeurs approchées de ~!ll et KDR dans 

certains cas particuliers : prenons par e::emple le cas d'un SEPII.'\.DEX G. 200 
2 

(r = 61 K, et n = 1~. 10 ) et pour une molécule de a = 0,5 r (n' = 6 au 

temps t •). i~vec les restrictions que nous avons faites au paragraphe VII. D 11-

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

0,44 

0,0008 
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Dans co cas le coefficient de di~tribution obtenu par chromatogra­

phie est plus proche de I~R' alors que celui mesuré à l'équilibre correspond 

au ISJE calculé, ce qui justifie bien les résultats expérimentaux d'ACKBRS 

(voir fi~:,'"llre N° 5) • 

Si maintenant nous calculons KDE et KDR pour une molécule de 

a. = 0,1 r sur un môme gel nous o'btenons 

y'nE Il= 0, 94 

au temps t' n' = 27 

I<DR f/= 0, 0075 

Dans ce cas le coefficient de distribution (I~) obtenu par chromato­

graphie correspond à I~:J· 

Donc dans le cas d 1 une petite molécule chroma togTaphiée sur SEPHADEX 

G. 200 (pre~~rl.ère e;:périence d 1 LCI'.:CRS : figure N° 5), le coefficient de distri­

bution (I~) correspond au I<DE (:phénomène d 1 e::clusion moléculaire) car à chaque 

plateau théorique de la chromatocraphie le temps t est beaucoup plus crand que 

t' (temps nécessaire pour obtenir une restriction optimale à la. diffusion). Dans 

le cas tes plus gTosses molécule·s le coefficient de distribution (K_o) mesuré 

par chromatocraphie est plus proche de KDR (phénomène de restriction à la dif­

fusion) car à chaque plateau théorique le temps t est plus voisin de. t'. Ces 

c-:>nclusions justifient bien le~ésultats eJ:périmentatL"C d1ACIŒRS (70). 

:i~. - RECLPITULt.TIOU GEl~Rli..L:: DLS Ri'.ISOll!EIIENTS. 
=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-~=-=-=-=-- -

Nous avons vu que la chroma.toe,raphio de filtration sur gel fractionne 

un mélance en fonction de ln taille des molécules étudiées. Les ?remiers auteurs 

ont cherché à établir une relation entre le coefficient de distribution (KD) d1une 

substance et son ~oids moléculaire. En fait, il semble maintenant quo les résul­

tats soient plus satisfaisants lorsque l'on compare le I~ avec un paramètre 
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traduisent lo volUl!le ··,;o:•.\~clil.o.lï'p(rayon do rotstion, rayon de STOCKE, rayon d'une 

S!Jhère de volume équivalent etc.,,). !ialheureuoo:nent tous ces p.tlramètres molé­

culaires ne sont connus que trè3 ap~ro•:~tivement et leur utilisation dans les 

raisonne:.1ents ne fait qu'accro!tre les ioprocioions provennnt des mesures e~:pé­

rimentales. Il serait certainement plus raisonnable, dans l'état actuel de nos 

connaissances, d 1 utiliser corn:.1e :poi.."lt de comprcraison les ro nstan tes physiques 

(constante de diffusion, constante de sédimentation etc ••• ) plutOt que le~ara­

ï::lètres théoriques quo 1 1 on peut déduire de ces demièrcs, 

Les auteurs cherchent à trru1cher entre les deux théories possibles 

!- TIIJJOTII:i!l D 1 ::JXCLUSI ON I10LECULiJ::Œ : 

Les moléculea ne peuvent se répartir qtle dans une fraction du volume 

intérieur du gel, qui est représentée par le lieu géométrique du milieu cl.'tmo è. 1 ent · 

"J.los. 

2- TICORIE D:C ~illSTRICT:•:OH A LA DIFFU3ION 

Si l'ezpérience no so poursuit que pendant un tPmps très limité, les 

molécules les plus petites pénètrent plus profondément à l'intérieur du gel que 

leigrosses molécules, car elles subissent U."le limitation moindre au passage au 

travers des pores ainmque des f,r,ottements plus faibles sur les parois, 

Il est évident que si nous laissorsl'expérience se poursuivre pendant 

un tewps suffisru~ent long, la diffusion va s'effectuer jusqu'à l'obtention d1un 

éqtülibre entre la phaoe extérieure et le liquide à l'intérieur du gel. A ce mo­

mont le coefficient è,e distribution doit traduire uniqueiuent des phénomènes d 1 ex­

clusion moléculaire. 

ACl~RS (71) compare los coefficients de distribution (KnE) •btenus 

à l'équilibre avec les KD obtenus par chromatocraphie (voir chapitre VI et les 

figures 1T0 3, 4 et 5). Les théories doivent être confrontées avec les résultats 
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de cette expérience fondamentale. Voyons tout ~ 1 abord les conclusions que l'on 

peut tirer de ces trois courbes. 

ACIŒI?S adzlet que dans le cas des SEPHli.DI:X G. 75 et G. 100 les I~ 

obtenus par chromatogTaphie traduisent esseùtiellcment l'exclusion moléculaire, 

co.r ils sont très voisins de cem: obtenus à 1 1 équilibre. Il faut toutefois ajou­

ter que ces courbes pourraient égalementtraduire la restriction à la diffusion 

si on se trouvait duns une zone où I~E # KnR• 

Pour les e:~érience3 sur SEPHADEX G. 200, les courbes pourraient 

traduire un artéfact de chromatographie, mais il est prouvé que les variations 

de la vi tesse d 1 écoulement n'influence que très peu la mesure du Y'D. Il :!faut 

donc admettre que le 1~ obtenu par chromatographie est plus faible que le Kn:m 
obtenu à l'équilibre, la différence s'accentuant quand le rayon de la molécule 

augmente, Les I~ calculés d1nprès les volumes d1élution doivent acne correspondre 

à la théorie de restriction à lo. diffusion. De plus, nous devons prouver que 

dans cette zone le ISE est très différent du I~R, 

hCKJP$ propose pour traduire la restriction à la diffusion 

K_ = (1 - ~-) 2 
--DR r ( 1 - 2,104 (.1!:-) -l- 2,09 (-~)3 - 0,95 (-~-) 5 ) (Dqu. 37). ( r r r ) 

N'eus avons montré (fic;ure U0 6) que la courbe traduisant cette équation serait dif­

ficile à séparer expérimentaleocnt de la courbe : 

y= (1 - -~ )4. 
r 

ro.r un raisonnement d'exclusion molécul~ire PORATu (72) et SQtiTR:m (73) aboutissent 

à des équations du type 

= l. ( 1 a --r 3 ) .. .. (Equ, 41, 50 et 56) • 
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CeA com:bE:8 sont assez voisines de celle de l'équation 37 et des. 

!rlP-fl1n·e::~ expurimE>ntalos ne peuvont pAR \;:('.l'l.n~he.r· entre les deux llJ·pothèses. De 

plus elles ne peuvent en aucttn cas justifier les résultats expérimentatx d'ACY~RS. 

Il faut néaœoins remarquer que toutes ces équations sont obtenues 

en admettant que le gel était constitué par des parois pleines. Or la st1~cture 

d'un gel doit être assimilée à un assemblage comple~e de barreaux. L'introduction 

de ce fait dans les raisonner:1cnts doit avoir :pour effet de faire diminuer le KDR 

et augmenter le KDE et ~one de justifier les différences obtenues expérimenta­

lement par ACICCRS. 

Sur une structure cubique, constituée par un assemblage de barreaux 

n011s a\·onA obtP.nu avE>c un raisonnc:>m<"nt d 1 E!::::clusion moléculaire 

~E (1 a ) 2 ( 1 + -r-~r) = - ---r 
(:Jqu. 63). 

ou 

K..DD (1 a )2 (1 +B.a.) = ---r (Equ. 81). 

B est une constante qui caractérise le gel. 

Sur une mê~;1e structure, un raisonne;.:1ent de restriction à la dif­

fusion nous donne au temps t 

n' ( n' 2 n' 3 3(--) - 6 -) + 4 (-· -) n n n (~qu. 97). 

0 (2 
( 

(-~) ( n' 2 n' 3 / avec ~ 3 - 6 ----) + 4 (---) ....... 1 
n n n 

et 0 ·<2 n' n 

2 n 1 
fonction dt1 tm~ps. -··- est ur.e 

n 

I~R est fonction de I~E et de toute façon ~R est toujours inférieur ou égal 

à Y"DE" Pour un temps t suffisant 2 n r tend vers n et Y"DR tend vers ~m· 
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n :(nombre da pores dano une ~articule de gel) est une constante qQi caractérise 

le gel. 

n' (nombre de pores traversés en un temps t) par u_~e molécule sphérique de 

rayon a, se déplaçant sur l'axe de diffusion Ox) est u_~e fonction du 

rayon a de cette molécule. 

Il nous a été possible d'établir un ordre de grandeur pour n 

(voir paraGraphe VII, D. 12-), ce qui nous a permit d'étudier les variations de 

2 n 1 --n 
en fonction de a 

r • 

Lu moins, théorique!~~cnt, les phénomènes de restriction à la diffusion 

sont p~us sensibles a~rès un temps t', tel que 

(1 a 
r 

) 2 n' = 
2 n 1 

(ii:qu. 98). ----n 

La résolution de cette équation pour différentes valeurs de a, 

perr·1et clo prouver que seule une petite fraction à la périphérie des particules 

de gel intervient de.ns les phénomènes de restriction à la diffusion. Le reste 

elu gel ne joue tun r8le que pour u.~ temps t 1 plus grand que t' et dans ce 

cas les phénomènes d'exclusion moléculaire prennent plus d'importance. 

De.ns une très large mesure, les équations 63 et 81 (~.11: = . f(a) 

et 97 (ICDR = f (n 1 • KDE), permettent d 1 expliquer les courbes expérimentales 

obtenues par ACIC::RS (voir figures !T0 3, 4 et 5 et paragraphe r;~ B. 5-). 
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. 'rès une reru.e bibliocraphique des travaux théoriques, cherchant 

à expliquer les résultats de la chromatographie de filtration sur gel, nous 

avons constaté que les équations proposées ne pouvaient pas justifier la tota­

lité des ré sul tnts e:::pél•imentaux. 

En appliq1<ant les m~mes raisonnements à une structure cubique com­

posée de barreaux, nÇUs avons établi des équations pour exprimer les coeffi­

cients de distributiJn en fonction des deux théories actuelle~cnt admises. Dans 

l'ensemble ces équa~ions expliquent assez bien les courbes des e)~ériences fon­

damentales. 

Toutefois la structure théorique sur laquelle nous avons effectué 

nos raisonneLlents, ne saurait ~tre assimilée trop étroi tenant avec la structure 

réelle d'un gel. Calle-ci est .. d'ailleurs variable selon le polymère utilisé. 

Los résultats de ce type de raisonnement ne pourront pas être exploités tant 

que nous ne connaHrons pas exacteuent le rayon des barreaux qui schématisent 

les cha~nes de po~ymère et la disposition relative de ceux-ci dans l'espace 

intérieur du gel. 

En attendant ces données précises, nous pouvons quand môille accepter 

un certnin.nombre d'hypothèses. 

- Les phénomènes de restriction à la diffusion se manifestent surtout au 

bout d1un tenps relatif, tràs court, et de toute façon dans la zone péri­

phérique des particules de gel. 
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- Lorsque le ter1ps pendant lequel los molécules se déplacent dans le gel 

est plus lone que le tenps nécessaire pour obtenir une restriction optiWlle 

à la diffusion, le phénomène tend vers celui de l'exclusion moléculaire. 

Ce temps pour la restriction optimum à la diffusion est fonction 

du rayon de la molécule étudiée. Dans le cas d 1une petite molécule ce temps 

est e~tr~moruent bref et le coefficient de partage obtenu par chromatographie 

traduit un phénomène d 1o::clusion noléculaire, ceci quel que soit le gel utilisé. 

- Dans le cas des molécules plus volumineuses, on ne peut utiliser que des 

gels de gonflement plus importants. Le to:1ps pour une restriction optimale à la 

diffusion est relativement plus élevé et compatible avec le temps correspondant 

au passage par un plateau théorique de chrometogra)hie. Dans ce cas, le coef­

ficient dG distribution se rapproche de celui quo l'on pout prévoir selon les 

raisonnePlents de restriction à la diffusion. 

Tout coci corres-;;>ond bien Èl. la réalité expérimentale. 

Toutefois, H ne ;f.aut pas oublier, qt'.e les études théoriques de la 

filtration sur gel ne sont qu'à leurs tous débuts: et de nombreuses possibilités 

de raisonnei':lCnts n'ont po.s encore été envisagées. 

Par exemple un raisonne~ont on terme de viscosité du milieu analogue 

à cetU: utilisés pour l'étude do l'électrophorèse de zone, devrait nous fournir 

des conclusions intéressantes. 

Par ailleurs, toutes nes théories sont obtenues en prenant une dimen­

sion moye11ne pour los pores. Or cette constatation implique ~~e répartition sta­

tistique de la taillo des pores de chaque cOté de cette moyenne. Lorsque nous 

disposerons des donnEJes de structure n6cessaird3, il sera possible o.' effectuer un 

nouveau type de raisonnenent cl' exclusion moléculaire : les grosses molécules 
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n'ayant accès qu'aux pores les plus cros et statistiquement les moins nombreux. 

Enfin, la thennodynnmique devrait fournir un apport décisif à cette 

étude. TTalheurcusement dans le domaine de la diffusion et du mouvement BRO~INIEN 

les connais~ances théoriques ne permettent pns d'aborder un problème aussi com­

plej:e. 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 très largement les possibilités actuelles 

de la thermodynamique appliquée. 

En attend2nt la résolution de ces problèmes, la chromatographie de fil­

tration sur gel nous fournit une exceJ.lente méthode de frAC"tionne:-;Jent et pennet 

unA mefll.n·e prai:iqne et sa ti~t'aj Fll.lntn dn vol11me molPculai.re. 

* 

* * 
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