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Exercice n=°] :

On veut séparer I’acide glutamique, la leucine et la lysine par chromatographie sur
résine polystyrenique substituée par des radicaux sulfonate (-SO 7). Les points
isoélectriques des aa sont, respectivement, 3.22; 598 ;0 975 a25°C. On dépose
les trois aa sur la colonne 3 PH2, puis on améne progressivement le pHa7.

2. Quels aa sont élués et dans quel ordre ? (On considéere que les interactions aa-

résine sont uniquement de type électrostatique)

aa pHi Charge a pH=2 Charge a pH=7
Glu 3.22 + _(pHi>pH) - (pHi <pH)
Leu 5.98 + (pHi>pH) - (pHi <pH)
Lys 9.75 + (pHi>pH) + (pHi>pH)

A pH=2 : tous les acides aminés sont chargés positivement et seront retenus. ( 1pt}

A ph=7: Glu et Leu sont chargés négativement et seront éluds (0.5pt). Alors que la Lys
reste fixée sur la résine. (0.5pt)

Alors I’ordre d’élution : Glu puis Leu. (0.5pt)

Exercice n=°2 :

Une peptidase a été analysée par électrophorése en SDS-PAGE en présence de différents

marqueurs. Les résultats sont les suivants -

rotéine M (da) | Migration TLog rotéine M (da) g\digration Log (PM)
o -
/Albumine bovine 66000 12.9 4.82 Myoglobine 17800 75.7 4.25
\Anhydrase carbonique 29000 52.5 4.46 Ovalbumine 45000 31.4 4.65
Béta lactoglobuline 18400 74 4.26 Peptidase ? 49.3 X
Lysozyme 14300 86.4 4.15 Transferrine 78000 4.9 4.89
Trypsinogéne 24000 61.6 4.38

1. Portez log PM en fonction de d (distances de migration). Que remarquez-vous ?
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(2pts)
Remarque : la distaﬁg_;e de migration des protéines est inversement proportionnelle au
PM. (1pt)
2. Déterminer le PM de la peptidase.
X=49.3 mm —5 log (PM) = 4.49 PM=31000da (lpt)

Exercice n=°3 : Définitions : (5 pts)

v" Membrane échangeuse d’anions

v" Force centrifuge
Force due au mouvement de rotation d’une centrifugeuse. Cette force accélére la
sédimentation différentielle des particules d’un mélange.

v" Volume mort (V,, ou V,) c’est le volume de phase mobile qui passe a travers la
colonne pour aller d'une extrémité 4 l'autre de la colonne (pendant le temps t,,).

v SDS (sodium dodecyl sulfate) : un détergent anionique qui supprime les liaisons non-
covalentes d’une protéine. Ce composé dénature les protéines et les enrobe de charges
négatives.

v SDS-PAGE
Technique électrophorétique sur gel de plyacrylamide en présence de SDS et de p-

mercaptoethanol. Cette technique permet la séparation des-aa selon leurs tailles.




Exercice n=°4.: 1. Complétez le schéma ci-dessous (Titre+ légendes):
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Schéma du principe de séparation de la chromatographie d'affinité.
(1pt)

Quelles sont les étapes de cette technique ? (4pts)
Couplage du ligand sur la résine

Adsorption (fixation)

Lavage

Désorption (¢

Elution).
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