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DES PROCEDES
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La Chromatographie de Partage Centrifuge
La chromatographie de partage centrifuge (CPC)

& Technique chromatographique liquide/liquide
s Différence de partage entre 2 phases liquides non miscibles d'un
méme systeme biphasique de solvants
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Modes de developpement

L e mode elution

* |socratique

Toutes molecules :

. composeés de synthese,
Gradient > métabolites primaires et
* (Multi)DualMode(s)... | secondaires...

Le mode déeplacement

* pH-zone refining
* Echange d'ions

w

}

Moleécules ionisables ou ionisees :
Alcaloides, peptides...
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Echange d’ions faible

Décrit pour la premiere fois par Chevolot et al.

Echangeur : acide ou base organique faible

: : Neutralisation
Déplaceur : base ou acide fort Cf> SRR

HO a 1,3

0&13

0S0; 0SO3

a-1,40 a-1,40
v§oso3 mosm
HO | 4-1,3 0 %13
AR A s
Me -l » 8

\

Fucanes w14 oﬁqos% o Héparines \
) e Echangeur : LA2 NY

Echangeur : LA2 Meﬁﬂj% Déplaceur : NaOH ,.}Z

Déplaceur : NaOH

Chevolot, L.; Colliec-Jouault, S.; Foucault, A.; Ratiskol, J.; Sinquin, C., J. Chrom. B 1998, 706 (1), 43-54.
Intes, O.; Renault, J.-H.; Sinquin, C.; Zéches-Hanrot, M.; Nuzillard, J.-M., J. Chrom. A 2001, 918 (1), 47-57.
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Echange d’ions fort
Developpé a I'lCMR
Echangeur est une espece organique ionique:
~ Aliquat 336®, BnzNCl, AOT...
Déplaceur est un cation ou un anion: I, R, N* ...

Composes anioniques Composes cationiques

Glucosinolates Anthocyanes

Echangeur: AOT

Echangeur : Allquat336! e
d' " Déplaceur: TBAHS

Déplaceur: Nal

Maciuk, A.; Toribio, A.; Zeches-Hanrot, M.; Nuzillard, J.-M.; Renault, J.-H.; Georgiev, M. |; llieva, M. P., J. Lig. Chrom. Rel. Technol. 2005, 28 (12/13), 1947-1957.

Toribio, A.; Delannay, E.; Nuzillard, J.-M.; Zéches-Hanrot, M.; Richard, B.; Waffo-Téquo, P.; Renault, J.-H., In Macromolecules and Secondary Metabolites of
Grapevine and Wine, Jeandet, P.; Clément, C.; Conreux, Alexandra, Eds. Editions Tec et Doc: Paris, 2007; pp 247-252.
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Echange d’ions mixte
Echangeur anionique acide faible : DEHPA

Utilisation sequentielle de 2 deplaceurs

5 un "fort" : Ca?*
=& puis "faible" : H* (neutralisation de l'échangeur)

CH, Cl)- H Polissage du Dirucotide 17 AA
0—P—0O CHy
I
DEHPA
H,C

L. Boudesocque, P. Lameiras, N. Amarouche, M. Giraud, F. Quattrini, J. McGarrity, J.-M. Nuzillard, J.-H. Renault, lon-exchange centrifugal partition
chromatography for peptide purification, J. Chromatogr. A, 2012, doi:10.1016/j.chroma.2012.03.010
L. Boudesocque, L. Forni, M. Giraud, J. Mc Garrity , J.H. Renault; Peptide Purification of amphoteric products, or of products liable to be converted into

amphoteric products, PCT Int. Appl. (2011), WO 2011157803 A1 20111222
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Hydrolysat de RuBisCo

Concentré de protéine blanche de luzerne
~6 Hydrolyse par la Delvolase® (protéases de Bacillus licheniformis)

Hydrolysat contenant environ 95 % de peptides de poids moléculaire moyen de

600 Da
~& soit une centaine de peptides différents

Le dipeptide VW (0,3 %) est porteur d’activité biologique

=5 Inhibiteur de I’enzyme de convertion de I'angiotensine

VW
215 nm 280 nm ——
674 AU \1/
4007
2007
'38- T T T T T T T T T T T T T A
1,2 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0 45,0 50,0 55,0 60,0 67,5

Colonne Luna C18 (250 x 4,6 id, 5 um) Phenomenex, Phase Mobile : A : eau 0.1 % TFA; B : acétonitrile 0.09%
TFA. Gradient : 100 % A a 28% B en 50 min, puis 47% B en 70 min puis 100% B. Débit: 1 mL/min.
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But du projet

Utiliser la CPC pour enrichir I'extrait en peptide VW
~ developpement d'un produit nutraceutique?

Nécessite un procede de grande selectivite et modularite
~ Mode echange d'ions Mixte

Premiere etape :
~5 developpement d'une methode analytique dediee
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Developpement d'une Methode LC-MS/MS

Pour quantifier le VW m@iw
~ CLHP insuffisante seule :

plusieurs peptides co-€elués sous _ 20000
A . 5 150000
le méme pic

RT.33.78
MA: 3204630

37.45 4121 810 50 5861 0

1589 2057 947

12.64

50000
~5 Solution utiliser la technologie
M S/M S 319.02 52941
2600007 GWG .
2400003 160000
Utilisation d'un etalon interne == =W
% 1400007 £ 100000 :
eé Pe ptlde GWG ﬁuuuooé 2 so000 ] 605.07
A , 12222; 60000 2512 668.63
« méme facteur de réponse o .
;Egg(; it 200007 1000 Hp14 '
1 1191 875 34109 49226 l 1 Lpeor ] ] |0 e
© a0 a0 sbo ’ o e e e

 Absent de I'hydrolysat
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Developpement d'une Methode LC-MS/MS

Etalonnage de la methode
= utilise le rapport VW/GWG du signal MS?

RT: 27.60

MA: 6843609
300000 .
Etalonnage interne S.M.
250000 6
200000 RT: 33.78 e
MA: 3204630
< 150000 Y = 0,054X
59,63 1,40
100000 1589 2057 o408 37.45 41.21 48.10 5083 9861 R2=0 999
- !
50000 12.64 s
= 1,20
\ = 1,00
319.08 30417 g
| = 0,80
GWG oovo] VW ~
oowi t 6
] 5 900
o] & 0,40
00 . @
L Tl oM P LS O B e ol ke LR 8 0,20
4 244.10 - 205.10
s GWG . vw
4:; MS2 spectra e MS2spectra e
35000 |
i 50000
= - 0 10 20 30
- - (VW) mg/L
o o]
03121 11508 13217 1so1t 17215 1718 POV o619 | aepne 2075 T 9 w2 2 K = 26
100 120 140 160 180 20 20 240 0 20 300 20 0! 28 ol 204 251 205! 26

Application aux fractions issues du procéde CPC
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Utilisation du procede par MIXCPC

Procede tres modulable :
~5 2 déeplaceurs utilisés en sequentiel

% adaptation de I'etat d'ionisation de I'echangeur : DEHPA

25 % en téte de colonne avec un ratio DEHPA/ TEA faible

Séparation des peptides apolaires
Comme le VW

75% restant avec un ratio plus eleve
Rétention des peptides les plus polaires

Aqueous mobile phase l

JAOW SNIAN3IDOS3a
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Optimisation de |la quantite d’echangeur

Ratio echangeur/analyte est un parametre cle
=5 trop faible : extraction non optimale
=& trop important : plus de compétition entre analytes
perte de résolution

Trois valeurs testees

Quantité injectée 254,6 mg 252,9 mg 254,9 mg
Ratio DEHPA/peptides 5 15 42
[CaCl,] 1,06 mM 3,18 mM 9 mM
[HCI] 2 mM 7,5 mM 30,7 mM
Teneur en VW de la fraction en % S 0 .
(m/m) ’ ’
Facteur de Concentration 10,2 41,3 24,8
Rendement en VW (%) 97 97 96
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Application du MIXCPC

Systéme MtBE/n-BuOH/CH,CN/eau (2:2:1:5, v/v), mode descendant, DEHPA 33,6 mM TEA 30% et 2,15%, CaCl, 3,18

mM, HCI 7,5 mM, débit 2 ml/min, 1200 rom, UV 215 nm

/ Peptides déplacés par Ca* \

N _/

Peptides déplacés par H*

°°°°° T T T T T T T T
o 20 40 60 8o 100 120 140 160 180

CaCl, HCl

11 % de VW =

Facteur d’enrichissement : 41
Rendement 97 % en VW
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Montee en echelle du procedeé

Augmentation de la quantite injectée d'un facteur 4 (2 g d’hydrolysat)

Systeme MtBE/n-BuOH/CH,CN/eau (2:2:1:5, v/v), mode descendant, DEHPA 134 mM TEA 30% et
2,15%, CaCl, 12,8 mM, HCI 30,1 mM, débit 2 mil/min, 1200 rpm, UV 215 nm

2000 Lavage

1750 €->
1500 \
1250
0 \\_ﬁ\\—]
-250
-500
750 7 \ Déplacement par les ions Ca%* J Déplacement par H*

1000
R CCUN 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 458

10,9 % de VW
Facteur d’enrichissement : 41
Rendement 97 % en VW

UV absorbance

VW

Pas d'influence sur l'efficaciteé

| > | Procédé robuste

Augmentation de la durée du batch : productivité diminuée
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Conclusion et perspectives

Preuve de l'interét du procede par MIXCPC
~ Capture de peptides au sein d'extraits complexes

Procede selectif permettant d'obtenir
~& un facteur d'enrichissement de 40 en une etape
~5 avec un rendement en peptide d'intérét > 95 %

Productivite a ameliorer
% Investigation du FCPE extracteur
5 Debits de travail augmentes
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