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Chromatographie a contre courant (CCC)

La CCC uiilise une phase stationnaire liguide. Les solutés sont Intéréts d'une phase stationnaire qu uide
sépares par difference d'affinité pour la phase stationnaire liquide. Le volume Les points principaux d'intérét pour une phase stationnaire liquide sont:
de retention, Vg, depend du volume de phase mobile Vy, et du volume de -Une masse injectable tres elevee: les solutés ont accés au volume de la phase
phase stationnaire V¢ contenus dans la colonne CCC: stationnaire et non pas seulement a sa surface comme en LC prep classique. La CCC est
principalement une technique PREPARATIVE.
-La recuperation integrale du matériel injecté est possible. Rien n'est jamais perdu
V I V + K V dans une phase liquide. On peut récupérer le contenu liquide de la colonne CCC et I'echantillon aprées
R M C S evaporation.

Les autres points positifs incluent:

-Un mécanisme simple de partage entre deux phases liquides permettant un changement
d'echelle pratiquement géométrique.

-Le mécanisme de partage liquide est P€U d( ressif pour les molécules (purification de protéines).

-Le caractére liquide des phases permet des utilisations originale des colonnes CCC (par
changement du réle des phases en cours de séparation).

Le rapport de distribution K~ est défini comme le rapport de la concentration

d'un soluté dans la stationnaire phase liquide, sous toutes ses formes
chimigues , sur la concentration du méme soluté dans la phase mobile liquide.

Exemple : purification d'antioxydants
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La colonne CCC : retenir une phase stationnaire liquide
Les colonnes FCPC® utilisent toutes le mode HYDROSTATIQUE. La phase stationnaire -
liquide est retenue dans de petites chambres interconnectées placées dans un rotor de ,_w -
centrifugeuse. Un champ de force centrifuge CONSTANT est généré par la rotation. Time {min
Séparation de 420 mg d'un extrait de racines d'Arachis hypogaea. Colonne FCPC®200 mL.

_ _ _ o _ _ Systeme : heptane/acétate d'éthyle/éthanol/eau 4:5:3:3 v/v. Phase mobile aqueuse lourde 3
La colonne retient un maximum d'environ /5% de phase liquide stationnaire car les canaux mL/min, Sf = 63%, 10 mL (42 g/L) injectés, detection UV & 320 nm.
duinterconnexion ne Contiennent que de Ia phase mObile. 2Rg1‘(:2\3,10\(.)),0\1l3§:4trt_,1I;sl\1/l.ed|na-BoI|var, E.M. Martin, A.S. Engelberth, H. Villagarcia, E.C. Clausen, D.J. Carrier, Biotechnol. Prog

La quantité de phase stationnaire retenue depend peu du débit de la phase mobile tant que

ce débit est inférieur au débit de décrochage (flooding flow) au dela duquel toute la
phase stationnaire est entrainée par la phase mobile.

La pression d'entrée de colonne de la phase mobile dépend du debit choisi mais surtout de
la différence de densités entre les deux phases liquides mobile et stationnaire et de la vitesse
de rotation du rotor (RPM). Elle peut atteindre plusieurs dizaines de bars.
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Station compléte FCPC® 200 ml et vue de la colonne (porte ouverte)

Conclusion

La technique CCC permet la purification de
grandes guantités d'extrait en maximisant l'usage
des solvants.

Colonne FCPC® 5 litres

Il est possible d'injecter jusqu'a ~10% du volume
d'une colonne hydrostatiqgue CCC. Les colonnes
FCPC de plus d'un litre peuvent purifier plus d'un
gramme par run.

FCPC®A pouvant recevoir des colonnes interchangeables de 25 a 1.000 mi
Colonne FCPC® 10 litres

Réferences web: http://www.rousselet.fr et http://www.kromaton.com



