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A- HOMOGENEISATION

= obtention d’un échantillon (biosysteme) homogeéne, formé d’une seule
phase, liquide dans laquelle la concentration de I'analyte est uniforme.

Les échantillons solides sont donc désintégrés, finement divisés (pulvérisés),
afin d’augmenter la surface d’échange de la matrice (de I’échantillon) avec le
milieu extérieur ; L’analyte, comme un certain nombre de composants de la
matrice , est ensuite transféré depuis la matrice solide vers un solvant (liquide)
récepteur, que I'on a ajouté a I’échantillon solide pendant, ou alors apres
I’opération de désintégration . L’échantillon finement divisé en suspension
dans le solvant est appelé homogénat.

La désintégration ( le broyage ,la pulvérisation) des structures tissulaire et
cellulaire peut étre achevée par différents moyens et dans différentes
conditions physico chimiques ; Les caractéristiques (propriétés) de I'analyte et
de la matrice déterminent le choix de la méthode (technique).

Par exemple,

*si des fragments (morceaux) intact de membrane, ou alors des organites
cellulaire sont ( a isoler) recherchés pour analyse ultérieure , la méthode choisi
ne doit pas détruire ces composants (organites) subcellulaires .

*si une protéine active est recherchée, les méthodes qui générent (dégagent)
de la chaleur ou de la mousse seront a éviter (dénaturation)

*si I'on s’intéresse a un analyte de faible poids moléculaire (métabolite), sa
libération complete de ses ancrages intracellulaire est nécessaire, et elle n’est
achevée que par la désintégration compléete des structures cellulaires...

Donc, dans le cas de I’'homogénéisation la fin justifie les moyens , et chaque
méthode possede ses avantages et ses inconvénients.

Les méthodes d’homogénéisation sont de deux types : mécaniques
(physiques) ou chimiques (biochimiques) , les deux pouvant aussi étre
combinées en tandem ou en simultané.



Les méthodes (bio) chimiques sont globalement plus « douces » que les
méthodes mécaniques et elles leur sont souvent préférables, les méthodes
mecaniques étant plus énergiques et génératrice de stress thermique et
mécanique .

1-METHODES MECANIQUES/PHYSIQUES

Les méthodes mécaniques utilisées pour désintégrer I’échantillon incluent le
broyage, le cisaillement, le bombardement et le traitement par les ultrasons ;

Il demeure cependant difficile d’identifier/différencier dans chacun des cas le
type de forces en présence.

Remarques :

-Il existe un grand nombre de dispositifs (appareillage) utilisables pour
I’homogénéisation mécanique, nous n’en voyons que quelques exemples. Tous
ne sont pas toujours utilisables avec n’importe quel échantillon, car non
seulement la qualité mais aussi la quantité d’échantillon détermine le type de
dispositif, de méme que d’autres paramétres tels que I'efficacité, la facilité, la
rapidité, le débit (nombres d’échantillons traitables en méme temps), le cout....

-Les méthodes mécaniques générent toutes, a des degrés différents, de la
chaleur; Il convient donc de maintenir I’échantillon a froid, ce qui est dans
certains cas automatiquement assuré par un appareillage réfrigéré, sinon le
dispositif (échantillon et appareil) et pré-refroidit ou maintenu sur un bac de
glace durant la manipulation.

-L’homogénéisation est le plus souvent réalisée en présence d’une phase liquide
que l'on appellera solvant ou tampon, et dons le réle est de
capter/recevoir/solubiliser I'analyte et autres composants de la matrice
(solutés) dans des conditions de stabilité optimale ; Le solvant/tampon doit
donc avoir les caractéristiques physico chimiques (et biochimiques) compatibles
avec cet objectif.

-Dans certain cas, le tampon participe lui-méme au processus de désintégration
de I’échantillon (lyse chimique), de maniére concomitante a la désintégration
meécanique.



Par ailleurs, et bien qu’une opération idéale d’homogénéisation ne doive
comporter qu’une seule étape (une seule méthode), le praticien utilise assez
souvent plus d’une méthode, en tandem (successivement), pour obtenir le
résultat désiré.

*Le mortier (Broyage /mouture/pulvérisation)

Le mortier et son piston et I'outil le plus populaire pour
broyer/moudre/pulvériser un échantillon, mais d’autre dispositifs/outils sont
utilisables, comme les moulins a grain, a café et d’autre appareils de
laboratoire comme les homogénéiseurs en verre.

Dans un mortier, le broyage est achevé en écrasant I’échantillon,
préalablement émincé, entre deux surfaces abrasives qui glissent 'une sur
I"autre. L’échantillon est soumis a des forces verticales (d’écrasement) et
tangentielles (d’étirement) par le mouvement du piston, de bas en haut et de
rotation. Le broyage et éventuellement facilité par I'adjonction a I’echantillon,
de particule fine de sable, de verre , d’alumine ou autre matériel inerte, pour
augmenter le pouvoir abrasif du dispositif.

Les échantillons traités dans un mortier peuvent étre frais, secs ou congelés.il
peuvent étres mou (tissus animaux, parties molles de plantes..) ou dur.
L’opération de broyage est souvent réalisée en présence d’une phase liquide
(tampon/solvant) aqueuse ou organique , qui permet de récupérer les
biomolécules libérées de la matrice.



L’échantillon peut aussi étre pulvérisé a sec, sans ajout de phase liquide ; Dans
ce cas I’échantillon et imbibé d’azote liquide (-196°C°), ce qui le rend friable et
facile a désintégrer. Au fur et a mesure de I'opération de broyage, I'azote
liguide s’évapore et on obtient a la fin un échantillon sous forme de poudre
fine (cryo pulvérisation) que I'on peut resuspendre dans un solvant (liquide).

*Le Potter-Elvehjem (P-E), L’homogéneiseur de Dounce , homogeneiseur a

couteaux

Le P-E est un tube en verre dans lequel plonge, de facon tres ajustée, un pilon
(piston) en verre ou en PTFE ; L’échantillon (tissu mou) préalablement découpé
en petits morceaux et additionné d’un solvant adéquat, est soumis a des forces
tangentielles de cisaillement entre la paroi abrasive du Potter et le piston, ce
dernier effectue des mouvements verticaux et de rotation, entrainé

manuellement ou a I'aide d’'un moteur

L’homogeneiseur a couteaux, utile pour les échantillons mous fonctionne
comme les appareils domestiques utilisés pour préparer les jus de fruits ou de
la viande hachée....

*La presse de French




Tres utilisée pour suspension de microorganisme, la presse consiste en un
cylindre creux (cellule), en acier dans lequel plonge un piston (en acier) ajusté ;
Le cylindre est muni du c6té opposé d’une ouverture tres étroite , par laquelle
sont expulsées les cellules microbiennes sous la pression élevée du piston.
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*Les homogeneiseurs a billes (bombardement)

Il en existe de différents formats. Dans ce cas, |’échantillon (un tissu sec ou
mou, ou alors une suspension microbienne), et mis dans un récipient adapté
(tube ou flacon bien fermé) en présence de billes de verre, d’acier ou d’oxyde
de zirconium ; I'ensemble est soumis a un mouvement énergique (motorisé) de
va et vient qui engendre des collisions (bombardement) entre I’échantillon et
les billes, ce qui provoque sa désintégration.

*Ultrasonication

Dans ce cas I'echantillon est desintegré par la pression exercés par des ondes
sonores de hautes frequences (10 a 40 MHZ,ultrasons).
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Dans ce cas un module de contréle envoie un signal de haute fréquence a un
transducteur, qui converti le signal en énergie mécanique sous forme de
vibrations, qui sont transmises au bout d’'une sonde qui plonge dans
I’échantillon (solide+tampon) ; Les vibrations créent des variations de pression
(cavitation) qui désintegrent I’échantillon.



BREAKING CELLS AND TISSUES

Tno fes wep in o Uning grato r rolied O & T 15 bk wp (ratiod
prioson ol oM e plme meerooann of colh o Be rugdured 30 hal o <oF @ Domogenae o a0 e sl
rowcine 0 Suup AL o reloiod Tor comerndaly wmod prolodunct N cotesiin large oad wnall ool
e e Soly A e tero. feaem e Sosel uxh ey

coroiad lodkcn ]

b3 48

Nowy coll Dacsanstons we coed The sl Buckats thal heirs (Pe bubes, aoe
© s yoond type of o, @ hrop 5o ywng otward i e rckee un
winging srm rotor,

et

MO ENASE -

it CLVSIGATO N

NN et ——

stront
Comts Aspatices 18 Wvp wdh sade’y wied prcusiues Lo sopar sie v grovdy.
100 Pestgonato e TG pars. o Saciwn, T oA Nl Py A U g
TOOMOGENIE 15 NAA0 W 46 1WDes AV AGalnd M DWIR S0eed  AWD EVACUASE W0 VT RO Boes 00 BeRL LD e
" oa Grdega (S i CENG 00wl iow ) Prea- Tewr (RS Gy VAR ior

Oy iconetr fuges (60800 o Ageeds up 1 O fesiitisng m;'mmmmmmm‘mm
P mina o proedice eromeans Towes w3 hgh e EXN0 svpiinne rebeme of erarge A lredangle rode con ol




CBon counagy
LIENS UTILES

Visiter :

l. https://biologie-maroc.com
e Télécharger des cours, TD, TP et examens résolus (PDF
Gratuit)

2. https://[biologie-maroc.com/shop/
* Acheter des cahiers personnalisés + Lexiques et notions.
e Trouver des cadeaux et accessoires pour biologistes et
géologues.
* Trouver des bourses et des écoles privées

3. https://biologie-maroc.com/emploi/
o Télécharger des exemples des CV, lettres de motivation,
demandes de ...

¢ Trouver des offres d'emploi et de stage

inja] f [@lolo]y



https://www.facebook.com/biologiemarocofficiel
https://www.instagram.com/biologiemaroc/
https://www.youtube.com/c/BiologieMaroc?sub_confirmation=1
https://www.pinterest.com/BiologieMaroc/
https://twitter.com/BiologieMaroc
https://web.facebook.com/groups/Biologie.MAROC
https://www.linkedin.com/company/biologie-maroc/
https://biologie-maroc.com/?utm_source=file&utm_medium=pdf
https://biologie-maroc.com/?utm_source=file&utm_medium=pdf
https://biologie-maroc.com/?utm_source=file&utm_medium=pdf
https://biologie-maroc.com/shop/?utm_source=file&utm_medium=pdf
https://biologie-maroc.com/shop/?utm_source=file&utm_medium=pdf
https://biologie-maroc.com/shop/?utm_source=file&utm_medium=pdf
https://biologie-maroc.com/shop/?utm_source=file&utm_medium=pdf
https://biologie-maroc.com/shop/?utm_source=file&utm_medium=pdf
https://biologie-maroc.com/emploi/?utm_source=file&utm_medium=pdf
https://biologie-maroc.com/emploi/?utm_source=file&utm_medium=pdf
https://biologie-maroc.com/emploi/?utm_source=file&utm_medium=pdf
https://biologie-maroc.com/emploi/?utm_source=file&utm_medium=pdf
https://biologie-maroc.com/emploi/?utm_source=file&utm_medium=pdf
https://biologie-maroc.com/emploi/?utm_source=file&utm_medium=pdf

	Techniques chimiques pour la biologie.pdf
	Seance3-Homogeneisation-1.pdf
	Liens Utiles.pdf

