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Centrifugation, ultracentrifugation et
Sédimentation

Jeudi 6 Octobre 2011
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Principe

« Méthode qui permet de separer les particules
d'un solvant.

* En biologie, il s’agit des composants cellulaires
(fractionnement cellulaire)

« Le sang avec de I'héparine contient des
éléments qui sédimentent au fond du tube

« C’estrégi par la force (pesanteur)

 LaloiF=m.y 0OU 7 estlaccélération due a la pesanteur
 La seconde force de friction : lol de Stocks

F=6.mtv.r.v
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Principe schématisé

F=6.ntv.r.v

F=m.y
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La force de friction

e P=6.I1.v.r.v

v Laviscosité, l'unité c’est la poise ou le
poiseuille

r le rayon de la particule
V la vitesse de la particule

Le ficoll augmente la viscosité, donc ralentit
la sédimentation

Jouer sur I’acceélération due a la pesanteur
en augmentant la vitesse de rotation
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swinging buckets

Ce sont des blocs de métal
(aluminium, titane) avec des puits
.~ creuses a l'intérieur et inclinés

. avec un certain angle par rapport a
I'norizontale, généralement de
I'ordre de 15° a 35° selon les
modeles
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L'accelération par rotation

e F=m .y =m . ®% .X
» X :distance qui sépare I'axe du rotor du
fond du tube de centrifugation.

® est |a vitesse de rotation angulaire du
rotor ® =2 1 nN/60 n:Nombre de tours par minute du rotor

— | =
C::’c:,c::

o accélération
R
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f>(o

® =2 1 n/60

= 0 y = (2 mn/60)2 x

On dit qu’on fait une centrifugation a y rpm avec le rotor z qui
se caractérise avec son rayon equivalent de x dans la formule

La régle générale: donner ’accélération en Nombre de g

Ng= (2 mn/60)2.x
0.81




Principe de la centrifugation

;‘ X
A : poussee d’Archimede

R ‘ ’? f : force de friction (frottement)
f Particule m

F : Force centrifuge

f=6.nt.v.r.v

La particule sedimente si F estsup a f
La relation fondamentale de la thermodynamique

m. dv/dt = (F-A) -6.m.v.r.v
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m. dv/dt = (F-A) -6.m.v.r.v
Y =®? .X=dv/dt
(F-A) =M - m’) . ®? .X
Pendant la sédimentation , la vitesse devient constante
Donc ’accélération devient nulle

AINSl; (F-A) -6.tv.r V=0 ;V=(F-A)/6.mv.r

v=(m-m’).w®? X

6.7TVv.Ir
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v=(m-m’).®? X

6.1Vv.r

La vitesse dépend:
Vitesse du rotor
Rayon de centrifugation
Difference de masse volumique
Coefficient de viscosité

Géomeétrie des particules dispersees
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Appareillage : i @'

rotor horizontal ..o i

= = ]

Deébut de la centrifugation au moment de la centrifugation

Etat du repos En rotation
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Forces des Différents types de rotor

Force cenrifuge

P

T e - ®

Rotor a godets
mobiles

Axe de rotation

Rotor a angle fixe

Sedimentation des particules (cercle noir) dans
divers twvpes de rotor
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CELLULE

WL ';v“c‘J | |

Schéma dune cellde végéta eucarycre
i gkt o i st



Centrifugation differentielle

surnageant surnageant

- ._._E . * #‘- *
SR centrifisgation af; centrifugationd [ centrifugation 4
) hasse vitesze MOYENNe vitesse grande vitesse

Rotor a angle fixe
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Fractionnement cellulaire

Fiston
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Cantrifugation 30 minutes
Centrifugation 10 minutes Centrlfugﬂtmn 10 minutes (40,000 rev/min|

(2000 rav/min) {(10.000 rev/mind
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Fractionnement cellulaire

J| environ 10-16000 xg durant 10-16 minutes.

préparations grossierement purifices.

Les microsomes,
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| Typiquement, on peut sédimenter les|noyaux @ 1-2000 xg |dur*un’r D-
5 10 minutes. Les |mitochondries [ef[ Tes chloroplasfes fombent a

pefites

vésicules produites lors de I'homogénéisation des compartiments
membranaires comme le golgi ou le réticulum endoplasmique,
| peuvent sédimenter aprés une frentaine de minutes @ cette vitesse.
Les ribosomes 'sont obtenus a 100,000 xg apres 1 ou 2 heures.

| Le surnageant résiduel contient le matériel cytosolique. Il faut bien
comprendre que la cenfrifugation différenticlle ne donne que des




Fractionnement sur gradient de
saccharose discontinu

fraction > (s
mitochondriale - T== -
= Lysosomes 14
£ & (1.12 g/cm3)\.
85 -!!
o o Mitochondria — [0
g % {1.18 gfem?3) i
& 2 —
S O
§ » Peroxisomes

{1.23 glcm?3)

S v

After
centrifugation

Before
centrifugation

3h, 40.000 rpm
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Généralités

* Le saccharose
* Le chlorure de céesium (CsClI). pautres sels de

cesium peuvent aussi étre employés comme le CsSO,,.

e e Metrizamide ™est un dérivé iodobenzamido du

glucose. Il est tres soluble et non chargé. Il permet d'atteindre des
densités assez fortes de I'ordre de 1.46 et, principal avantage sur le
saccharose, il est relativement peu visqueux.

 Le Ficoll TM, est un polymeére de glucose I'épichlorohydrine

* |le Percoll ™ |l sagit ici de particules de gel de silice
recouvertes de polyvinylpyrolidone.
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Marqueurs enzymatiques

des fractions cellulaires
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Tissls de foie de rat
homogengise
B00g; 5 minutes

Cligt '
noyall, cellules, debris

SLmageart 'l
a0000; 20 mindtes

Cliot n°2

mitochondries; Quelques lysosomes et peru}:isuwles

Srmageant n'2
1a000g; 1h
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v i

QUEgUES mito.; ¥s0 (peroxi)som

SLmageart n°3

100,000 g; 4n

Culot n"4
MiCrosomes
Ret Endo; Golg

aLrmageant n"d
proteines solubles




Rotor oblique

Surnageant

Culot

Axe de rotation

Rotor a angle fixe

Professeur SAALAOUI Ennouamane, STE+ SVI S5: 2011/2012



Ultracentrifugation

 Particule en centrifugation aura un deplacement
spécifigue a tout instant et une concentration
donnéee en tout point de la cellule de mesure
* La mesure sera faite par:
— Reéfractométrie (déviation par le gradient de
concentration

— Absorptiométrie (UV)
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, _ Séparation en Séparation linéaire
SEPHI_‘HUDH €n fonction de densité en fonction de S
fonction de S (isopvenigque)

....................... yEgen
e - el ﬁh..
Sy By
SleXslols
e s DBHOST
. arrét avant . o dient &t awant
- Sraclery ary
solvant homogene gy qyjoy,  Sradient de densite isocinétique  formation
d'un culot d'uan culot

Rotor a godets oscillants
Le terme "isopycnique" uniquement aux gradients auto-génerées. Cependant ce terme
s'applique a tous les cas ou on centrifuge a equilibre dans un gradient continu.

Séparation zonale en gradient continu : selon leur taille (Le gradient, dont la concentration
maximale est moins dense que les particules, ne sert qu'a ralentir la sédimentation).
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Séparation des résumes

 |a separation des polyribosomes libres et
membranaires du reste des fractions
cellulaires.

* Une application classique de cette
approche est l'analyse de la tallle des
polyribosomes,
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ultracentrifugation

. Dcldx

NN

x1

0 .

X2

La vitesse de sédimentation V= (x, - x)/ (t, -t,)
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La diffusion

* Avec le temps la diffusion augmente et
prend de 'ampleur qu’il ne faut pas
negliger par rapport a la sédimentation

* |l finissent par s’annuler a I'équilibre et les
particules ne se déeplacent plus.

 Le facteur déterminant c’est la densité
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Gradient de densité

* Al'équilibre , la molécule se stabilise au
niveau de sa densite

* On a des gradient continus
* On a des gradients discontinus
* On a des gradients Isopicnigques
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Consells pour une centrifugation

« S’assurer que le diapositif de verrouillage
est bien fermé;

» Equilibrer les tubes
« La rotation maximale

* Les tubes doivent étre conformes et
protéges
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Applications

« Constante de sedimentation

* La masse molaire d'une macromolecule
« Séparation de macromolécules
 Purification de macromolécules
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« Une grande part des polluants deverses dans
les eaux se retrouve dans les sediments ; aussi
a-t-on pu dire que ces derniers se comportent
comme des indicateurs de pollution a mémoire,
téemoins du degre de pollution

* Les sediments constituent donc un biotope
privilégié pour rechercher |'état de pollution d'un
écosysteme aguatique.

» Propriétés physiques et hydrauliques de sédiments marins en
vue de reutilisation en remblais
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