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CHAPITRE 4 : 

Techniques de fractionnement et

de purification 



I- Principe de la technique

La centrifugation permet de séparer des constituants de taille et 

de masse très variables contenus dans un liquide, depuis des 

molécules jusqu'à des cellules entières. 

Tous les constituants contenus dans un échantillon sont soumis 

à la gravité, force qui s'exerce du haut vers le bas, et à la 

poussée d'Archimède, force qui s'exerce du bas vers le haut. 

En dehors du cas particulier dans lequel ces deux forces sont 

parfaitement équilibrées.

La centrifugation 



on pourrait donc s'attendre qu'avec le temps tous les 

constituants finissent par tomber au fond du récipient dans 

lequel ils se trouvent (sédimentation) ou remontent à la surface. 

C'est d'ailleurs ce qui arrive pour certains. Mais pour la majorité 

d'entre eux, un autre phénomène intervient qui empêche ce 

résultat : l'agitation moléculaire. 

Elle n'a pas de direction privilégiée, et à l'échelle microscopique 

l'agitation moléculaire est de très loin plus importante que la 

gravité et la poussée d'Archimède, de sorte que les effets de 

ces dernières sont négligeables.



Force s'exerçant sur une particule en suspension dans 

un liquide. La gravité et la poussée d'Archimède sont 

faibles comparées à l'agitation moléculaire. Elle peut 

entraîner un mouvement de la particule, mais comme elle 

n'a pas de direction privilégiée, statistiquement l'ensemble 

des particules ne se déplace pas.



En faisant tourner l'échantillon, on fait apparaître une nouvelle 

force, la force centrifuge, qui est une accélération qui s'exerce 

radialement vers l'extérieur de l'axe de rotation



Force s'exerçant sur une particule en suspension dans un liquide

soumis à centrifugation. La gravité et la poussée d'Archimède sont

augmentées, au contraire de l'agitation moléculaire, et ne sont plus

négligeables. Ayant une direction privilégiée, elles peuvent entraîner un

mouvement global des particules vers le haut, si la poussée

d'Archimède est supérieure à la gravité apparente, ou vers le bas dans

le cas contraire.



Centrifugation différentielle



g = w2 r = 1,119 x 10-5 x r x n2

avec

•w : vitesse angulaire (rad/s);

•r : distance à l'axe de rotation

•n : nombre de rotations par 

minute (rpm);

Pour un constituant donné, en choisissant correctement la vitesse 

de rotation, l'accélération obtenue peut devenir prépondérante 

par rapport à l'agitation moléculaire ce qui entraîne sa 

sédimentation vers le fond du récipient ou sa remontée. 

L'accélération obtenue, notée g, est fonction de

la vitesse angulaire de rotation et de la distance à l'axe de rotation. 

Elle est donnée par la formule suivante :





L’ultracentrifugation 



L’ultracentrifugeuse, mis au 
point par The Svedberg en 
1923, peut atteindre des 
vitesses de rotation de 80000 
rpm et permet la 
sédimentation de 
macromolécules. La masse 
d’une particule peut être 
calculée à partir de son
coefficient de sédimentation, 
analogue à la mobilité 
électrophorétique, en unités 
Svedberg (S)















A. Ultracentrifugation préparative

Dans l'ultracentrifugation zonale, une suspension protéique est 
soigneusement déposée au-dessus d'un gradient de densité de 
saccharose. Au cours de la centrifugation, chaque particule 
traverse le gradient en fonction de son coefficient de 
sédimentation:  

Ultracentrifugation zonale -
utilisé pour des complexes 
macromoléculaires, des 
particules et des fractions 
membranaires











Leurs différentes propriétés physicochimiques et biochimiques
sont mises à profit

Charactéristiques Techniques

•Solubilité 1. Solubilisation/précipitation saline

•Charge ionique 1. Chromatographie par échange d’ions
2. Electrophorèse
3. Focalisation isoélectrique

•Caractère polaire 1. CCM
• d’adsorption

2. Chromatographie en phase inverse
3. Chromatographie par interactions
hydrophobes

E. Stratégie générale de purification
des protéines



Leurs différentes propriétés physicochimiques et biochimiques
sont mises à profit

Charactéristiques Techniques

•Taille moléculaire 1. Dialyse et ultrafiltration
2. Electrophorèse en gel
3. Chromatographie par filtration sur
gel

•Spécificité de liaison               1. Chromatographie d’affinité

E. Stratégie générale de purification
des protéines



CHROMATOGRAPHIE

-Aspects généraux-



La chromatographie sous toutes ses formes, est une 

méthode de séparation des constituants d’un mélange 

gazeux, liquide ou solide. C’est une méthode de séparation, 

donc d’analyse, basée sur les différences d’affinités que 

peuvent présenter deux ou plusieurs composés pour deux 

phases, l’une fixe ou stationnaire  et l’autre mobile.

I – INTRODUCTION



La chromatographie est essentiellement une technique

de séparation physique dont le champ d'application en

analyse quantitative est restreint aux situations où la

composition du mélange à séparer est connue. Pour

identifier des composés séparés par chromatographie,

lorsqu'on ignore tout de leur structure chimique, il est

fréquent de coupler à la séparation comme telle, une

technique d'analyse complémentaire comme par exemple

la spectrométrie de masse ou la spectroscopie

infrarouge..



La statistique ci- dessus fait apparaitre que la
chromatographie, à elle seule , représente plus de la
moitié du chiffre d’affaires de l’instrumentation
d’analyse moléculaire



I – 1 – Principe général de tous les types de 
chromatographie

Phase stationnaire (fixe)

Phase mobile

Fluide porteur

(ou vecteur)

soluté (éluât) 



I – 2 – Classement selon la nature des phases 
et processus mis en jeu

PHASE MOBILE PHASE 

STATIONNAIRE

METHODE 

CHROMATOGRAPHIQUE

Gaz Solide C.G.S

Gaz Liquide C.G.L

Liquide Solide C.L.S

Liquide Solide C.L.L

MECANISMES
METHODES 

CHROMATOGRAPHIQUES

Adsorption L.G.S et C.L.S

Partition C.G.L et C.L.L

Echanges d’ions C.L.S

Perméations C.L.S



3 SEPARATION PAR CHROMATOGRAPHIE

La solution de protéines dissout dans la phase mobile est 
filtrée à travers d’une colonne constituée d’un support 
solide poreux: la phase stationnaire

Les interactions des différentes protéines avec la phase 
stationnaire ralentissent plus ou moins leur migration à 
travers le support

Si la force de rétention est de nature ionique, la 
technique de séparation est appelée chromatographie 
par échange d’ions









A. Chromatographie par échange d’ions

Dans le processus d’échange d’ions, les ions liés 
électrostatiquement à un support insoluble et 
chimiquement inerte sont remplacés de manière 
réversible par des ions en solution:

Résine+A- + Protéine- Résine+Protéine- + A-



Chromatographie sur échangeurs d’anions

Principe : 
une protéine a - une charge positive aux pH < pI

- une charge négative aux pH > pI

Elle peut donc être retenue sur un échangeur de cations ou 
un échangeur d’anions, suivant le cas

Elle peut alors être éluée par passage d’un tampon 
contenant du sel en quantités croissantes

Echangeur d’anions = gel porteur de charges fixes 
positives
Echangeur de cations = gel porteur de charges fixes 
négatives



Chromatographie d’échanges d’ions avec élution par paliers













B. Chromatographie par filtration sur gel

Dans la chromatographie par filtration sur gel, 
appelée également chromatographie par exclusion
ou par tamisage moléculaire, les protéines sont 
séparées selon leur taille et leur forme

a. La plupart des gels sont constitués de dextran 
(Sephadex), d’agarose ou de polyacrylamide

La filtration sur gel est souvent utilisée pour 
‘’dessaler’’ une solution protéique. Ainsi, on peut 
éliminer le sulfate d’ammonium d’une protéine qui a été 
précipitée par ce sel





Chromatographie par filtration sur gel





b. La chromatographie par filtration sur gel peut 
servir à estimer les masses moléculaires



c. La dialyse est une forme de filtration moléculaire

La dialyse permet de séparer les molécules selon leur 
taille, en utilisant des membranes semiperméables dont 
les pores ont une taille inférieure aux macromolécules



C. Chromatographie d’affinité

Dans la chromatographie d’affinité, un ligand qui se lie 
spécifiquement à la protéine est fixé par covalence à 
une matrice inerte et poreuse

Quand une solution protéique traverse ce matériel, la 
protéine d’intérêt se lie au ligand immobilisé, tandis 
que les autres sortent de la colonne. On peut 
récupérer la protéine désirée sous forme très pure 
en modifiant les conditions d’élution de sorte que la 
protéine se détache de la matrice 
chromatographique



Chromatographie d’affinité

Principe : 
Repose sur la relative spécificité d’interaction d’une protéine
pour certains ligands

Exemple : affinité de l’hexokinase pour l’ATP

La protéine s’adsorbe sur un gel sur lequel le ligand est fixé de 
façon covalente

Elle est ensuite éluée en lavant avec un milieu contenant du ligand non
fixé (ou en augmentant la concentration en sels, ou en changeant 
le pH) 



Ligand fixé 
à la matrice

Protéine ayant 
de l’affinité pour

le ligand

.

Autres
protéines



Purification de la nucléase de staphylocoque par 
chromatographie d’affinité -le compose représenté 
en (b) a été lie par covalence à de l’agarose activé 
par le CNBr









D. Autres techniques chromatographiques

a. La chromatographie en phase inverse (RPC)
Dans les protéines dénaturées, les chaînes latérales non 
polaires se trouvent exposées au solvant. Par 
conséquent, les protéines établissent des interactions 
hydrophobes avec les groupes non polaires fixés sur une 
matrice

Les protéines sont éluées par une phase mobile 
contenant une forte concentration de solvant organique 
tel que l’acétonitrile

Dans la chromatographie liquide à haute performance
(HPLC) en phase inverse, des chaînes paraffiniques sont 
fixées sur des billes de silice    
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