Compléments a l'article « Mise au point d’une optimisation de
séparation en CLHP. Séparation de cinq bases nucléiques :
adénine, thymine, uracile, cytosine et guanine », de Xavier
Bataille et Caroline Bazot (L’Act. Chim., 2007, 314, p. 30).

DR : Xavier Bataille.

Annexe | - Matériel utilisé

La pompe est une GYNKOTEK-POMP série P-580 ALPG équipée d’'une boucle d’injection
Rhéodyne de 20 pL. Le détecteur est un GYNKOTEK UVD 340-S a barrette de diodes
200-595 nm.

Colonnes :
YMC ODS AQ Cis
—_—_—
Wakosil C18 Cis 100
—_—_—
Kromasil C8 Cs 150 46
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Annexe Il - Définition de critéeres d’optimisation en CLHP

2 2
t t,
Le nombre de plateaux théoriques est défini par : NV, = 16(@ J = 5’54[a) ] ,
0 1/2

ou t- est le temps de rétention, ay la largeur a la base du pic, ws la largeur du pic a
mi-hauteur :

tr

i ) e R = 2t’A—’B
La résolution est définie par : ®, +@,

ou t; est le temps de rétention du constituant i, et ay; la largeur a la base du pic.

Le facteur d’asymétrie, As, est défini comme le rapport a/b pour le graphe ci-dessous :
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Annexe lll - Produits utilisés

Produits de chez Sigma.

Tampon a pH = 3,5 Acide acétique — acétate d’ammonium 20 mmol.L
‘TamponapH=4,8  Acide acétique — acétate dammonium ~ 20mmol.L"
Tampon a pH = 5,8 Acide acétique — acétate d’ammonium 20 mmol.L’
‘Adénine  Adénine dissoute dans la solution tampon 10 pmol.L”
Cytosine Cytosine dissoute dans la solution tampon 10 umol.L™
Thymine Thymine dissoute dans la solution tampon 10 umol.L™
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Annexe IV - Spectres ayant permis le choix de la longueur d’onde de

travail

Spectres UV des bases azotées.
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Chromatogramme sur détecteur a barrette de diodes.

*% Chromeleon - STATIONA_local\DEMOXENCPBATEST #25 Sbases - [STATION4_local\DEMOAENCPBYTEST) #25 Shases]
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Annexe V - Chromatogramme en complément a la figure 4 (influence du
débit).

Chromatogramme n°4 (d = 2 mL.min™)
(YMC ODS AQ 125"4.6 ; pH=5,8; %MeOH : 3/ %H,0 : 97 ; 171 bar ; 25 °C)

6 5 bases azotées (pH3.5)
YMC ODS AQ 5p 125x4.6mm 155;MeQH/T pH5.8 3/97;2ml/min;P=171bar;T=25°
Sample Name: § bases azotées (pH3.6) Injection Volume: 20,0
Vial Number: 6 Channel: Uv_Vis 2
Sample Type: unknown Wavelength: 250
Control Program:  prog7.5min Bandwidth: 1
Quantif. Method:  default Dilution Factor:. 1,0000
Recording Time:  17/10/01 11:54 Sample Weight: 1,0000
Run Time (min): 7,50 Sample Amount: 1,0000
18,0 Nucleic Acid Bases pH=5.8 Débit 2001 #6 5 bases azctées (pH3.5) Uv_ VIS 2
TmAUT WVL250 nim
] ‘
16,0
14,0+ 6 - Uracd - 1,356
120- |
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8.0+ 'l 8- Guanine - 2?4150
] | \ ’\
{ | { {
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1 % l ‘ | k R
40 || ] [ | H
I A a
20~ 11 : ‘ ’ 10 - Adénine - 4,741
1 '.‘ ’ ]‘ i j \\ [\
00}-’3—69@;?}?@' I / .80\‘\ ) / \ “ |
» ——]
2.0,'., ) i . : S —— I : — ‘rrmj
0,00 1,00 2,00 3,00 400 5,00 6,00 750
No. | Ret.Time Peak Name Height Area Rei.Area Amount Type
min mAU  mAU*min %
5 1,06 Cytosine 9624 0664 1296 n.a. M
6 1,36 Uracil 14,318 1,150 2245 n.a. M
8 215 Guanine 8,154 0,971 18,95 n.a. bMB
9 3,08 Thymine 9134 1422 27,75 n.a. BMB
10 4.74 Adeénine 2430 0,725 14,15 n.a. BMEB
Total: 43 65¢ 4932 9627 0,000
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Annexe VI - Chromatogramme n° E’5 en complément a la figure 10

(bilan).
Chromatogramme n°E’5
(YMC ODS AQ 125"4.6 ;. pH=4.8; %MeOH : 13/ %H,0 :87 ;2,5 mL.min”" ;184 bar ; 43 °C)
30 Sbases
YMC ODS AQ 5p 125*4.6;MeOH/T pH4.8 13/87;2.5mL/min;P=184bar;T=43°C
Sample Name: Sbases Injection Volume: 20,0
Vial Number: 30 Channel: UV_VIS_2
Sample Type: unknown Wavelength: 254
Control Program: REST Bandwidth: 1
Quantif. Method: REST Dilution Factor: 1,0000
Recording Time:  25/1/2005 15:36 Sample Weight: 1,0000
Run Time (min): 2,00 Sample Amount: 1,0000
45,0-TEST #30 [modified by ENCPB] Sbases UV_VIS_2
" mAU WVL:254 nm
. 3 . guanine - 0,953
2 - uracild - 0,787
1 1 -cyfosine -0,677
30,0
1 |
‘ |
20,0+ ‘ [ 5 -adenine - 1,503
! 4 -thymine - 1,236
] i
10,0+ [ [\ \
\ J= | VN
i o WA Y55 W 5 N
min
-504+———T—TT T T s ————
0,00 025 0,50 0,75 1,00 125 1,50 175 2,00
No. | Ret.Time Peakname Height Width Type Resol. Asym. Plates
min min mAU min (EP) (EP) (EP)
1 0,677 cytosine 29,983 0,044 BMB* 2,17 1,33 4282
2 0,787 uracile 32,760 0,058 BMB* 231 1,07 2675
3 0,953 guanine 39,697 0,083 BMB* 3,16 1,00 2122
4 1,236 thymine 13,463 0,097 BMB* 225 0,93 2590
5 1,503 adenine 18,577 0,142 BMB* n.a. 1,02 1838
Average: 26,896 0,085 2,47 1,07 2701
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Annexe VIl - Préparation des mélanges (partie quantitative)

m mg de chaque base est dissout individuellement dans une fiole de 20 mL. Un volume V
de chaque base nucléique est ensuite placé dans une fiole de 20 mL.

m Mélange 1 C Mélange 2 C
B i ]
aSS mg) v(mL) (ugL") v(mL) (ug.L™)

G 136 26 884 52 1768
T 126 20 630 20 630
A 126 20 630 20 630
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