) i) g Mall adasl) 55159

République Algérienne Démocratique et Populaire

Ministere de I'Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique

Centre Universitaire Ahmed ZABANA de RELIZANE

Institut des Sciences Exactes et des Sciences de 1a Nature et de
la Vie

Département de Biologie

<

4
‘——\

CUR

O e - DLyt el S el

Polycopié de cours:

Techniques d’analyses biologiques

Destiné aux étudiants de la 3¢me agnnée licence
Spécialité Microbiologie

Spécialité Biochimie

Elaboré par:

Dr. OUCIF Hanane Maitre de Conférence B (C.U.R. Relizane)




SOMMAIRE

PAGE

LISTE DES FIGURES i
CHAPITRE | : METHODES SPECTRALES 1

1. INTRODUCTION AUX TECHNIQUES SPECTROSCOPIQUES 1
2. LES DIFFERENTES METHODES SPECTROSCOPIQUES 1
2.1.  La spectrophotométrie d’absorption moléculaire 1
2.2.  La spectrophotométrie d’absorption infrarouge : 2
2.3.  La spectroscopie par fluorescence : 2
2.4.  Laspectrométrie atomique : 2
2.5.  Les spectroscopies de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) : 3
2.6.  Laspectrométrie de masse 3

CHAPITRE Il : METHODES DE SEPARATION ET DE FRACTIONNEMENT

FILTRATION ET ULTRAFILTRATION 4

|. FILTRATION 4
1. PRINCIPE DE LA FILTRATION: 4
2. TYPES DE FILTRES 4
a) Filtres en profondeur 4
b) Filtres écran 4
3. APPLICATIONS 4
Il. ULTRAFILTRATION 5
1. PRINCIPE 5
2. METHODES 5
a) Ultrafiltration sur Membranes 5
b) Ultrafiltration par cartouches de fibres creuses (Filtres a membranes capillaires) 6
3. APPLICATIONS 6
DIALYSE, ELECTRODIALYSE, OSMOSE, OSMOSE INVERSE 7

1. CONCENTRATION PAR DIALYSE 7
2. ELECTRODIALYSE 7
3. OSMOSE 8
4. OSMOSE INVERSE 8
SEDIMENTATION : CENTRIFUGATION, ULTRACENTRIFUGATION 10
I. INTRODUCTION 10
Il. ULTRACENTRIFUGATION PREPARATIVE 11
1. CENTRIFUGATION DIFFERENTIELLE : 11
2. CENTRIFUGATION EN GRADIENT DE DENSITE : 11
a) Centrifugation de zone ou zonal 12
b) Centrifugation isopycnique 13
I1l. ULTRACENTRIFUGATION ANALYTIQUE 14
IV. CONTROLE DU RESULTAT DE LA CENTRIFUGATION 14

V. APPLICATIONS DE LA CENTRIFUGATION 14



CHROMATOGRAPHIE
I. DEFINITION ET PRINCIPE:
Il. LES DIFFERENTES METHODES CHROMATOGRAPHIQUES :
1. CLASSIFICATION SELON LA NATURE DES PHASES
1.1. Phase fixe:
1.2.  Phase mobile:
2. CLASSIFICATION SELON LA NATURE DES PHENOMENES MIS EN JEU
2.1.  Chromatographie d'adsorption:
2.2.  Chromatographie de partage:
2.3.  Chromatographie ionique:
2.4,  Chromatographie d'exclusion:
2.5.  Chromatographie d'affinité
3. CLASSIFICATION SELON LA TECHNIQUE MISE EN JEU

3.1. Chromatographies de surface
3.1.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

3.1.2. Chromatographie sur papier:

3.2.  Chromatographie sur colonne:

3.2.1. La chromatographie liquide & haute performance HPLC
3.2.2. La chromatographie en phase gazeuse

ELECTROPHORESE
I. INTRODUCTION

II. ELECTROPHORESE SUR PAPIER ET ACETATE DE CELLULOSE

I1l. ELECTROPHORESE SUR GEL (SUPPORTS SEMI-SOLIDES)

111.1. SEPARATION SUR GEL POLYACRYLAMIDE

[11.1.1. ELECTROPHORESE SUR GEL POLYACRYLAMIDE (PAGE)

111.1.2. ELECTROPHORESE SUR GEL POLYACRYLAMIDE-SDS (SDS-PAGE)
[11.1.3. ELECTROPHORESE BI-DIMENSIONNELLE (2D)

II1.2. SEPARATION SUR GEL D’AGAROSE

I11.2.1. ELECTROPHORESE SUR GEL D’AGAROSE

111.2.2. ELECTROPHORESE EN CHAMP PULSE

111.2.3. IMMUNOELECTROPHORESE

IV. ELECTROPHORESE CAPILLAIRE

V. BLOTTING’’ OU EFFET BUVARD

CHAPITRE I11: MICROSCOPIE ELECTRONIQUE
1. INTRODUCTION :
2. MICROSCOPIE ELECTRONIQUE A TRANSMISSION
3. MICROSCOPIE ELECTRONIQUE A BALAYAGE

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

15
15
15
15
15
16
16
16
17
17
17
18
19
19
19
22
23
24
27

30
30
31
32
32
33
33
35
36
36
37
37
38
39

41
41
43

46



LISTE DES FIGURES

Figure n°1 : Spectre des rayonnements électromagnétiques

Figure n°2 : Principe de montage d’un filtre écran avec exemple de filtres écran :
Unités Millex

Figure n°3 : Principe du filtre écran et du filtre en profondeur avec des exemples de
filtres en profondeur

Figure n°4 : Types de montages d’ultrafiltration sur filtres & membranes capillaires
Figure n°5 : Centrifugation différentielle d’un homogénat cellulaire

Figure n°6 : Centrifugation zonale

Figure n°7 : Centrifugation isopycnique

Figure n°8: Chromatographie d'exclusion moléculaire

Figure n°9: Chromatographie d'affinité

Figure n°10: choix de I'¢luant en CCM

Figure n°11 : principe de fonctionnement de ’HPLC

Figure n°12: Schéma général d'un chromatographe en phase gazeuse

Figure n°13: dispositif d'électrophorese

Figure n°14: Electrophorése sur papier acétate

Figure n°15 : Séparation des macromolécules selon le pourcentage de polyacylamide

Figure n°16: Perte de la charge nette et de la structure 111 et V' d'une protéine pendant
SDS-PAGE

Figure n°17: séparation des protéines par SDS-PAGE
Figure n°18: Electrophorese bidimensionnelle (2D)
Figure n°19: électrophorése sur gel d’agarose

Figure n°20: électrophorese en champ pulsé

Figure n°21: Immunoélectrophorese croisée

Figure n°22: dispositif d'une électrophorése capillaire
Figure n°23: Westhern, Northern et Southern blot
Figure n°24: microscope électronique a transmission
Figure n°25: microscope électronique a balayage

Figure n°26: Détecteur Everhart-Thornley

Page

34
35
36
37
38
39
40
42
44
45



CHAPITRE |
METHODES SPECTRALES



CHAPITRE | : METHODES SPECTRALES

1. INTRODUCTION AUX TECHNIQUES SPECTROSCOPIQUES

La spectroscopie est I’ensemble des méthodes consistant & mesurer 1’absorption ou I’émission
par des molécules de certaines quantités de rayonnement électromagnétique. Le spectre des
rayonnements électromagnétiques s’étend des rayonnements gamma aux ondes radio de
grande longueur d’onde.

La plupart des méthodes spectroscopiques ont en commun le fait que 1’échantillon interagit
avec un rayonnement électromagnétique. Ce rayonnement peut étre absorbé, réémis ou diffusé
par les atomes et les molécules de la substance a analyser, menant ainsi a divers types de
spectroscopies. Les différentes formes de spectroscopie sont liées aux longueurs d’onde de la

lumiére comme il est montré dans la figure (Marouf, 2005).

Longueurs d'onde en m
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Figure n°1 : Spectre des rayonnements electromagnétiques (Saint-Blanquet, 2006).

2. LES DIFFERENTES METHODES SPECTROSCOPIQUES

2.1. La spectrophotométrie d’absorption moléculaire dans le visible ou

Pultraviolet:

Cette meéthode est une technique d’analyse trés utilisée pour les substances minérales et
organiques. L’examen d’un spectre d’absorption permet d’analyser la structure du corps
absorbant (analyse qualitative). La proportion de lumiére absorber a une longueur d’onde
convenablement choisie permet le dosage du corps absorbant (analyse quantitative). Le
spectrophotométre mesure 1’absorbance (reliée a la quantit¢ de lumicre absorbée) d’une
solution contenant la substance a analyser. L’augmentation de 1’absorbance ou la diminution
de la transmission de la solution est proportionnelle a la concentration du constituant analysé.
Les spectres d’absorption électronique (spectre UV-visible) et les spectres de luminescence
sont dus a des transitions effectuées par les électrons de valence entre des états d’énergie
stables et des états excités et sont obtenus a des longueurs d’onde comprises entre 0,2 et 1,5
pum, selon les groupements fonctionnels responsables de ces transitions. Ces méthodes

d’analyse sont intéressantes car elles permettent de travailler sur de faibles quantités de
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substances et ne sont pas destructives (hormis les mesures basées sur des réactions de
complexation) vis-a-vis de I’échantillon. Elles s’appliquent a un trés grand nombre de dosages
(Marouf, 2005).

2.2. La spectrophotométrie d’absorption infrarouge :
Cette technique est efficace pour ’analyse organique, car les liaisons des groupes fonctionnels
différents ont des énergies trés différentes, et absorbent par conséquent un rayonnement
infrarouge a fréquences distinctes. Le spectre d’absorption de la plupart des composés
organiques est généralement compliqué, contrairement a leurs spectres UV contenant
relativement peu de pics d’absorption ; il est constitué d’un grand nombre de pics dont
seulement une partie peut étre interprétée avec précision, donnant de nombreux
renseignements sur la structure de la molécule. La spectroscopie infrarouge est en raison du
grand nombre d’informations données par les spectres IR, 'une des méthodes d’analyses des
composés chimiques les plus importantes.
Etant donné que chaque substance a pratiquement son propre spectre infrarouge, il est
possible, en comparant les spectres de substances authentiques, d’identifier des composés
chimiques et d’analyser quantitativement les composants et les impuretés. L’analyse des
spectres infrarouges d’une substance inconnue donne d’ailleurs des informations directes sur
les groupes structuraux et peut donc ainsi contribuer effectivement a I’explication de leur
configuration (Marouf, 2005).

2.3. La spectroscopie par fluorescence :
Cette meéthode utilise le phénomeéne inverse de la spectrophotométrie d’absorption. La
fluorescence d’un composé vient du fait que, éclairé par une radiation électromagnétique a
une certaine longueur d’onde, ce composé excité (durée de vie trés bréve, 1 a 10
nanosecondes) émet de la lumiére lors du retour a 1’état fondamental. L’énergie absorbée est
restituée partiellement, de sorte que la radiation est émise a une énergie inférieure donc une
longueur d’onde A’ supérieure a celle de la radiation incidente A et a une intensité
proportionnelle a la concentration de 1’échantillon (Marouf, 2005).

2.4. La spectrométrie atomique :
Elle concerne I’application de la spectrométrie aux atomes. Les principales techniques mettant
en jeu la spectroscopie atomique utilisée en analyse chimique sont : 1’émission de flamme et
I’absorption atomique (analyse quantitative des €léments a faibles teneurs). L’échantillon
soumis a l’excitation thermique d’une flamme se décompose en atomes et en ions, qui
émettent ou absorbent respectivement un rayonnement dans le domaine du visible ou de

I’ultraviolet, et aux énergies caractéristiques des éléments impliqués. Si ’atome absorbe de
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I’énergie sous forme de rayonnement (choc avec un photon) et qu’il la libére ensuite sous
forme thermique ou cinétique, il s’agit de spectroscopie d’absorption.
Si ’atome regoit par contre de 1’énergie sous forme de chaleur, il peut atteindre un niveau
électronique excité instable et retourner ensuite au niveau fondamental en émettant de
I’énergie lumineuse sous forme de photons d’énergie (énergie de transition). Il émet donc un
rayonnement constitu¢ de certaines longueurs d’onde spécifiques de 1’atome. La
spectroscopie d’émission consiste a mesurer I'intensité de I’émission de ces longueurs
d’onde spécifiques (Marouf, 2005).

2.5. Les spectroscopies de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) :
Sous l’action d’un champ magnétique, i1l est possible d’induire des modifications des
moments magnétiques de certains noyaux ou des électrons périphériques des atomes. Le
spectre RMN d’un composé est constitué¢ de pics. La position des pics et leur intensité relative
permettent d’élucider a la structure moléculaire. La RMN est basée sur les propriétés
magnétiques du noyau. Elle mesure I’énergie nécessaire pour modifier I’alignement des
noyaux magnétiques dans un champ magnétique. Les noyaux de certains atomes se
comportent comme des aimants microscopiques et s’orientent dans un champ magnétique
(Marouf, 2005).

2.6. La spectrométrie de masse :
Cette énumération des méthodes modernes d’analyse serait incompléte sans citer la
spectrométrie de masse qui est une méthode d’analyse des ions ou radicaux résultant de la
fragmentation d’une molécule soumise a un bombardement, dans une atmospheére gazeuse,
sous vide, par faisceau de laser, d’électrons ou d’atomes dont I’énergie peut atteindre
quelques dizaines d’électrons-volts. Les fragments chargés électriquement sont sépares selon
leur masse apreés accélération et déviation par passage dans un champ magnétique.
Les données obtenues, sous forme de spectre de masse faisant apparaitre les différents types
de fragments formés (chacun de ces types étant caractérisés par un rapport spécifique
masse/charge : m/e), ainsi que ’intensité de chaque raie qui est fonction du nombre d’ions du
type correspondant. La détermination de la masse des fragments et leur comparaison avec les
banques de données existantes permettent de reconstituer la structure de la molécule. Méme
de faible différence de structure se répercutent sur le spectre. Elle est utile pour analyser de
faible quantité et couplé souvent aux techniques chromatographiques (CPG-SM et HPLC-
SM) (Marouf, 2005).



CHAPITRE i
METHODES DE SEPARATION ET
DE FRACTIONNEMENT



CHAPITRE Il : METHODES DE SEPARATION ET DE FRACTIONNEMENT

FILTRATION ET ULTRAFILTRATION
FILTRATION

1. PRINCIPE DE LA FILTRATION: sélection de substances par passage sur un filtre.
2. TYPES DE FILTRES

a) Filtres en profondeur

Nature : ils sont constitués de substances fibreuses (amiante, cellulose, coton, fibre de

verre. .

.) ou substances agglomérées (verre frité, sable, charbon...) qui créent un réseau de

canaux a ’intérieur du filtre.

Capacité de filtration : dépend de I’épaisseur et la pression.

Formes : filtres papier plats ou plissés, filtres en fibre de verre, tubes filtrants, papier

séparateur de phase, plaques fritées (filtration sous vide).

b) Filtres écran

Nature : se sont des feuilles trés minces de nitrate de cellulose, de fluorure de polyvinyle...

3. APPLICATION

v

v
v
v

Filtration par arrét des particules a leur surface (préfiltration).

Filtration stérilisante (exemple : rincer si application sur culture de cellules, le triton).
Utilisation en cytologie (transparisation du filtre par huile d’immersion).

Numération indirecte des cellules microbiennes par filtration d’un grand volume de

produit peu contaminé.

Filtration de Dair (Filtre HEPA) (Guevara, 2012).

Figure n°2 : Principe de montage d’un filtre écran avec exemple de filtres écran : Unités

Millex (Guevara, 2012).
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Fig. 1-78. Exemple de montage d'un tube filtrant.

fermeture

Figure n°3 : Principe du filtre écran et du filtre en profondeur avec des exemples de filtres en

profondeur (Guevara, 2012).

1. ULTRAFILTRATION
L’ultrafiltration est une sorte de filtration sur membrane ou le liquide traverse une membrane
semi-permeable grace a une différence de pression (pression transmembranaire).
1. PRINCIPE : separation des substances selon leur taille moléculaire. Les membranes
jouent le rdle de filtre écran au niveau moléculaire
2. METHODES
a). Ultrafiltration sur Membranes :
Utilisées dans des cellules d’ultrafiltration (les plus utilisées : Diaflo).
La solution peut étre pressurisée soit par I’azote sous pression ou par centrifugation.
Applications : concentrations de molécules, étude de la liaison macro-micromolécules,

isolement de virus, suivi de chromatographie sur colonne.
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b). Ultrafiltration par cartouches de fibres creuses (Filtres @ membranes

capillaires):
4 types de fibres capillaires: PM >30000 HFU (Hollow fiber ultrafiltration)
PM>5000 HFD (Hollow fiber dialyse)
PM>200 HFO (Hollow fiber osmose)
Gaz HFG (Hollow fiber gaz)

Les montages peuvent se faire en macrotubes, bécher, microbécher ou microtube en T.
Précautions d’utilisation : ringage, préfiltration millipore, température, pH, pression, solvants

organiques, ringage avant recyclage.

3. APPLICATIONS:
v’ dessalage, concentration de liquides biologiques. Ce processus de séparation est utilisé
dans I’industrie pour purifier et/ou concentrer des solutions de macromolécules (102 -
106 Da), notamment les protéines.
v’ L’ultrafiltration n’est pas fondamentalement différente de la microfiltration ou de la
nanofiltration, si ce n’est qu’elle retient des molécules de tailles différentes de ces

deux derniéres (taille des pores comprise entre 0.001 et 0,1 um environ) (Guevara,

2012).

circuit
externe

- circuit
v interne
circuit externe T l

X
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Fig. 1-84. Schéma de montage
des fibres capillaires (macrotube).

L;‘
T

Fig. 1-85. Bécher avec fibres capillaires.
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Fig. 1-86. Microtube en T.

Figure n°4 : Types de montages d’ultrafiltration sur filtres @8 membranes capillaires

(Guevara, 2012).
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DIALYSE, ELECTRODIALYSE, OSMOSE, OSMOSE INVERSE

1. CONCENTRATION PAR DIALYSE :
Méthode de purification, permettant de séparer des molécules selon leur taille, par diffusion a
travers une membrane hémipermeéable, appelée membrane de dialyse. La dialyse est surtout
utilisée pour la concentration d’une solution biologique (élimination de solvant) ou pour son
dessalement (élimination d’ions d’une solution protéique).
Les membranes de dialyse habituellement utilisées en biochimie se présentent sous forme de
tuyaux allongés qu’il faut fermer aux deux extrémités et qui contiennent le liquide a dialyser.
Ce tuyau est appelé « boudin » de dialyse.
La solution a dialyser est mise dans ce sac qu’on immerge dans un récipient contenant le
liquide contre lequel s’effectue la dialyse ou liquide de contre-dialyse (eau ou autre solvant
approprié), pour une durée variant de quelques heures a quelques jours, suivant le coefficient
de concentration désiré. L’eau et les petites molécules traversent progressivement la
membrane alors que les grosses molécules (non-dialysable) se concentrent dans le
compartiment interne. L’équilibre est atteint lorsque la concentration des solutés (petites
molécules) est la méme dans le dialysat et dans le liquide de contre-dialyse.
La vitesse de diffusion d’une substance a travers la membrane varie en fonction de la nature
de cette substance, de la température, de I’agitation, du pH et de la surface d’échange.
Ne nécessitant qu’un appareillage simple et peu colteux, la dialyse a cependant
I’inconvénient d’étre une opération de longue durée. On peut augmenter la vitesse de dialyse,
en renouvelant constamment le solvant (Marouf, 2005).

2. ELECTRODIALYSE :
Technique de séparation analogue a la dialyse mais utilisant un champ électrique pour
améliorer le transport des ions a travers la membrane. L’établissement d’un courant de
quelques mA permet le passage des anions vers la cathode et des cations vers ’anode. Les
ions minéraux sont ainsi éliminés sans perte de produits organiques.
L’opération a lieu dans une cuve a trois compartiments. Le compartiment central servant a
contenir le liquide a traiter, est séparé, par une membrane hémiperméable, des deux
compartiments latéraux contenant 'un une anode (milieu anodique), ’autre une cathode
(milieu cathodique). Ainsi, les anions et les cations, attirés par les électrodes correspondantes
sont éliminés et se concentrent a I’extérieur du milieu a traiter. Une tension de quelques volts,

2 volts en général, est suffisante.
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L’¢lectrodialyse est utilisée dans le dessalement (déminéralisation) des eaux saumatres dont le
taux de salinité est inférieur a 500 mg.L™ (au dessus de ce taux, I'osmose inverse est plus
intéressante) et le traitement des sous-produits de I'industrie laitiére : les principaux produits
concernés sont les lactosérums, résultant de la production de fromage et de cas€ine.
L'électrodialyse constitue une voie alternative au traitement biologique et aux résines
échangeuses d'ions pour dénitrater et défluorer I'eau potable. En galvanoplastie, elle sert au
traitement d'effluents (eau de ringage) afin d'enrichir, en les concentrant, les bains de dép6t et
de les recycler. L’¢lévation thermique produite par le courant ne permet pas ces utilisations
avec des produits thermolabiles (Marouf, 2005).

3. OSMOSE :
L’osmose est un phénomene physique au cours duquel il se produit un flux d’eau entre deux
solutions de concentrations moléculaires differentes separées par une membrane
hémiperméable, de telle fagcon que le solvant aqueux passe de la solution la moins concentrée
vers la plus concentrée jusqu’a ce que la pression exercée sur la solution la plus concentrée
atteigne une valeur appelée pression osmotique (Po), le (ou les) soluté (s) ne pouvant changer
de compartiment.
La concentration peut aussi étre obtenue par osmose si la membrane est imperméable aux
solutés. C’est le cas de la dialyse contre une solution macromoléculaire telle que des solutions
de polyvinylpyrrolidone (PVP) ou de polyéthyléne glycol (PEG). On préfere le PEG que 'on
peut trouver dans le commerce a des poids moléculaires moyens de 30000 ce qui limite
d’autant leur diffusion dans le liquide que 1’on concentre. La quantité de liquide a concentrer
est mise dans le boudin cellulosique qui est mis a dialyser pour une durée variant de 4h a 24h,
suivant le coefficient de concentration désiré dans une solution de PEG a 60%. La
concentration est faite généralement a 4°C. Par ce moyen, le passage du PEG dans le
concentrat est limité au maximum. Il est essentiel de noter soigneusement la quantité de
liquide avant et apres concentration pour établir le facteur de concentration (Marouf, 2005).

4. OSMOSE INVERSE :
Technique de séparation treés fine basée sur le transfert d’eau, entre deux solutions de
concentrations différentes séparées par une membrane semi-perméable, se faisant a
« ’envers » sous I’effet d’une pression osmotique artificielle (30 a 80 bars) qui contrarie le
flux osmotique naturel de la solution la plus concentrée a la moins concentrée, laissant au
passage des particules contaminantes de faible poids moléculaire (solides dissous, bactéries,
etc.). La pression osmotique est d’autant plus importante que la concentration est élevée et

que la masse molaire est faible. La concentration a lieu sans élévation de température. Le

8
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faible débit de cette méthode peut étre compensé par I'utilisation de filtres de grandes
surfaces. Les membranes utilisées ont un seuil de coupure compris entre 150 et 1000 Da.
Deux types de membranes sont utilisés :

e Les membranes cellulosiques : trés perméables et trés sélectives, mais sont sensibles a
I’hydrolyse chimique. On ne les utilise qu’a des températures inférieures a 40°C et
dans une zone de pH de 3 a 8. On peut les utiliser jusqu’a 60 bars environ.

e Les membranes en polymeres organiques, surtout des polysulfones qui résistent a des
pH extrémes et a des températures de 70°C. Le flux est limité & 150 I/h/m2. On utilise
également des membranes en polyamide qui éliminent 90 a 98% des éléments
inorganiques, des éléments non ioniques et des molécules organiques dont la masse
moléculaire est supérieure a 100 Da.

L’eau obtenue est d’excellente qualité et peut étre utilisée dans de nombreux domaines.

Les applications de l'osmose inverse concernent surtout le traitement des eaux et la
concentration des solutions :

Dessalement des eaux saumatres pour produire de I'eau potable,

Préparation d'eau ultra pure pour I'électronique et la pharmacie.

En industrie laitiere : concentration du lactosérum, du lait écréme et du lait entier.
Concentration des substances actives (antibiotique acides, amines, vitamines, etc.).
Purification et concentration des ardmes naturelles. Concentration des jus de fruits (Marouf,
2005).



CHAPITRE Il : METHODES DE SEPARATION ET DE FRACTIONNEMENT

SEDIMENTATION : CENTRIFUGATION, ULTRACENTRIFUGATION

I.  INTRODUCTION
La centrifugation est essentiecllement un moyen de séparer les particules d’une solution. En
biologie, les particules sont souvent des cellules, des organites (mitochondries, chloroplastes,
etc.) ou de grosses molécules (protéines, acides nucléiques, virus, etc.).
La centrifugation sépare les composants cellulaires en fonction de la taille et de la densité. Les
composants les plus gros et les plus denses subissent la force centrifuge la plus grande et ils se
déplacent le plus rapidement. Ils sédimentent pour former un culot au fond du tube, tandis que
des composants plus petits, moins denses, restent en suspension au-dessus formant le
surnagent.
La séparation centrifuge est une variante accélérée de la sédimentation ou 1’accélération
naturelle de la pesanteur (g = 9,81 m s ™) est remplacée par une force centrifuge engendré par
le rotor d’une centrifugeuse tournant a grande vitesse.
Si la vitesse de rotation est inférieure a 10* tours/min (rpm), on utilise une centrifugeuse.
Alors que I’ultracentrifugeuse peut atteindre 100 000 (rpm) ou plus et produire un champ de
gravité suffisant pour sédimenter les particules ou molécules de masse supérieure a 10 000
daltons, a température réfrigérée.
De plus, les rotors utilisés dans les centrifugeuses sont de deux types :

> A angle fixe pour les séparations les plus simples entre culot (cellules, organites,
membranes, protéines) et le surnagent. Les tubes sont placés dans des logements creux
généralement inclinés entre 15 et 40°. La surface du liquide, horizontale a l'arrét,
devient verticale en rotation sous l'effet de l'accélération centrifuge. Ces rotors sont
utilisés surtout pour des séparations séquentielles, a des vitesses de rotation
croissantes.

» A godets mobiles, utilisés pour des séparations plus fines, parce que la force de
centrifugation s’exerce dans le sens de la longueur du godet. En effet, il est mobile
autour de son point de suspension a I’axe du rotor et s’oriente en cours de rotation
pour que I’axe reste colinéaire avec le champ. On peut alors séparer des particules,
essentiellement en fonction de leur densité, en utilisant des gradients de densité.

Il existe également un troisieme type de rotors, les rotors verticaux, mais ils sont beaucoup

moins utilisés (Marouf, 2005).
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II. ULTRACENTRIFUGATION PREPARATIVE
Elle permet d’isoler des particules spécifiques.
1. CENTRIFUGATION DIFFERENTIELLE :

C’est la méthode la plus commune. Elle permet d’isoler des structures intracellulaires, a partir
d’un homogeénat initial, en procédant a différentes centrifugations a des vitesses croissantes.
Typiquement, on peut sédimenter les noyaux a 1000-2000 g durant 5-10 min. les
mitochondries et les chloroplastes tombent a environ 10000-15000 g durant 10-15 min. les
microsomes, petites vésicules produites lors de 1’homogénéisation des compartiments
membranaires comme le golgi ou le réticulum endoplasmique, peuvent sédimenter apres 30
min a cette vitesse. Les ribosomes sont obtenus a 100000 g apres 1 ou 2 heures. Le surnagent
résiduel contient le matériel cytosolique. Ces valeurs indicatives des conditions de
sédimentation peuvent varier en fonction du matériel utilisé, la composition des membranes
pouvant en particulier modifier la densité des constituants. On constate que des constituants
différents sédimentent approximativement dans les mémes conditions. Pour pouvoir les
séparer il faut d'autres méthodes, par exemple une centrifugation a l'equilibre sur gradient de
saccharose qui permet de séparer les différents compartiments de I'appareil de Golgi. Ce type

de centrifugation utilise des rotors a angle fixe (Marouf, 2005).

7 | |CENTRIFUGATION

CENTRIFUGATION |-*

A ‘CENTRIFUGATION iy \
J| |AVITESSE «+{ |AVITESSE "] [ AVITESSE |
MOYENNE ELEVEE " | | TRES ELEVEE '
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cellulaire ‘
CULOT 1 CULOT?2

CULOT3 CULOT 4
mit S ribosomes

virus
grosses macromolécules

Figure n°5 : Centrifugation différentielle d’un homogénat cellulaire (Guevara, 2012).

2. CENTRIFUGATION EN GRADIENT DE DENSITE :
Cette technique nécessite 1’établissement d’un gradient de densité dans le tube de
centrifugation. Le fluide du gradient de densité est constitué d’un soluté¢ de faible poids
moléculaire dans un solvant contenant les particules de I’échantillon suspendues. Le gradient
de densité utilisé ici est un élément auxiliaire : il sert simplement a stabiliser les produits
séparés dans des zones en évitant les courants de convection. Il existe deux méthodes de

centrifugation en gradient de densité :

11
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a. Centrifugation de zone ou zonal
Dans la plupart des techniques courante, un gradient de densité continu de saccharose
(exemple, de 5 a 45 %) est d’abord préparé dans un tube a centrifuger en plastique par un
systeme qui mélange une solution concentrée de saccharose a de 1’eau dans un rapport
décroissant au fur et & mesure que le tube est rempli, de telle sorte que la densité du milieu
soit la plus grande a I’extrémité inférieur du tube.
Un petit volume de mélange a séparer est déposé a la partie supérieure du gradient préforme.
L’ensemble est soumis a centrifugation a des vitesses et pendant des durées qui dépendent du
but recherché.
Cette technique permet la séparation des particules selon leurs coefficients de sédimentation.
Puisque la vitesse de sédimentation est une fonction plus sensible a la forme d’une
macromolécule qu’a sa densité, I'ultracentrifugation en zones sépare les macromolécules de
forme similaire selon leur masse. Pendant la centrifugation a grande vitesse du tube dans un
rotor a godets mobiles, en position horizontale chaque espéce se déplace a travers le gradient
a une vitesse largement déterminée par leur coefficient de sédimentation et donc migre
comme une zone.
A la fin de ’expérience, la récolte des fractions se fait par 1’insertion d’une aiguille au fond
du tube de centrifugation et on collectionne le contenu du tube par un collecteur de fraction.
En déterminant la concentration en protéines pour chaque fraction par mesure de la densité
optique a 280 nm ; on détermine la répartition des protéines dans le tube, ce qui permet de les
classer selon leur masse. Le tube en plastique peut aussi étre congelé et coupé en couches
minces pour une analyse éventuellement. Cette technique est principalement employée pour
séparer les molécules d’ADN, d’ARN ou les structures ribonucléoprotéiques selon leur taille
(Marouf, 2005).

ITESSE DE SEDIMENTATION

tube de centrifugation
échantillon CENTRIFUGATION FRACTIONNEMENT perce:a:sa'base
el o o e —_—

composant a

gradient de i A
sédimentation lente

saccharose la galerie automatisée de
stabilisateur 5 \ i
composant a petits tubes collecteurs permet

sédimentation rapide aux fractions d’étre collectées

Les composants subcellulaires sédimentent a des vitesses différentes, selon ]
leur taille, quand ils sont déposés avec soin sur une solution saline diluée. Afin

de stabiliser les composants qui sédimentent contre le mélange par convection

dans le tube, la solution contient un gradient continu faible de saccharose, qui Aprés une durée de centrifugation appropriée,
augmente en concentration vers le fond du tube. Celui-ci est typiquement les bandes peuvent étre collectées trés

4520 % de saccharose. Quand ils sédimentent dans ce gradient de saccharose simplement en percant le tube de centrifugation
dilug, les composés cellulaires différents se séparent en bandes distinctes qui en plastique et en collectant les gouttes du fond,
peuvent, aprés un temps adapté, étre collectées séparément. comme cela est montré ici.

Figure n°6 : Centrifugation zonale (Guevara, 2012).
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b. Centrifugation isopycnique
Dans ce type de méthode, les macromolécules soumises a la centrifugation sur le gradient se
sépareront selon leur densité, non pas leur coefficients de sédimentation (masse).
L’échantillon est dissout dans une solution concentrée d’une substance dense qui diffuse
relativement vite comme les sels CsCl et CsSQs, puis on centrifuge a équilibre. Chaque type
de particule sédimentera jusqua ce qu'elle atteigne la concentration correspondant a sa
densité. Elle s'immobilisera alors a ce niveau.
Les gradients de densité sont établis a I’aide de composés trés solubles dans I’eau, capable de
modifier tres sensiblement la densité ou masse volumique du milieu. Le composé le plus
utilisé dans la formation d’un gradient de densité pour une sédimentation a I’équilibre, est une
solution aqueuse de chlorure de céstum CsCl. Il s’établie un gradient contenant plus d’ions
Cst+ au fond du tube qu’au sommet. Dans une centrifugation typique, le milieu de
centrifugation est d’environ 0.02 mg/ml plus dense au fond du tube qu’au sommet. Les
densités des protéines, de I’ADN et de I’ARN, dans une solution de CsCl, sont respectivement
de 1.3, 1.6 4 1.7 et de 1.75 a 1.8 g/ml environ et donc facilement séparable. Les ions se lient
aux protéines et aux acides nucléiques ; I’ion Cs* se lie aux groupes phosphate de ’ADN et
dans I’ARN aux groupes phosphate ainsi qu’aux fonctions hydroxyles des riboses, ce qui
augmente plus la densité de I’ARN que celle de I’ADN.
Pour séparer les protéines ou les organites, on utilise souvent des gradients de concentration
de saccharose ou de dextran (sucre polymérise).
Les gradients de densité atteignent un état d’équilibre aprés un certain temps de centrifugation
qui dépend de la vitesse de centrifugation, de la hauteur de la colonne liquide, de la nature du

sel et de la température (Marouf, 2005).

% Zee a I'equilibre, les composants
MMENTAT'ON A L'EQUILIBRE I_’echamillon est qis(ribué ont migré dans une région
a travers le gradient de ou le gradient atteint leur
) ) A densité de saccharose propre densité
Lulracentrifugation peut étre aussi utilisée pour
separer les composants cellulaires sur la base de CENTRIFUGATION CENTRIFUGATION composant
Wt densité de flottaison, indépendamment de a faible
#uttaille et de leur forme. L’échantillon est en - échantillon —cansis ce
Y : A % flottaison
general soit déposé au sommet, soit dispersé a
Tintérieur, d un gradient de densm_e important qui gradient de ‘?c’hmp"sam
fontient une trés haute concentration de saccharose (ai it d
sacharose ou de chlorure de césium. Chaque important ﬂza?i‘seone
tomposant subcellulaire se déplacera vers le haut (par ex., 20-70 %)
L duvers le bas lors de la centrifugation, jusqu’a ce DEBUT AVANT L’EQUILIBRE A LEQUILIBRE
Qi atteigne une position ou sa densité est égale
deelle de son environnement, et alors il ne Un gradient de saccharose est présenté ici, Les bandes finales peuvent
Bougera plus. Une série de bandes distinctes sera mais des gradients plus denses peuvent étre étre collectées a la base du
poduite finalement, celles les plus proches du obtenus avec du chlorure de césium, tube, comme cela est
#nd du tube contenant les composants de densité particulierement utiles pour séparer les montré ci-dessus.
% flottaison la plus élevée. La méthode est aussi acides nucléiques (ADN et ARN).
spelée centrifugation en gradient de densité.

Figure n°7 : Centrifugation isopycnique (Guevara, 2012).
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I1l.  ULTRACENTRIFUGATION ANALYTIQUE

Elle permet de mesurer les propriétés physiques des particules. Une centrifugeuse analytique
posséde un systéme d’observation et de mesure permettant de suivre la migration des
particules dans une solution homogeéne au cours de I’expérience, autorisant ainsi la
détermination du coefficient de sédimentation (s), a I’aide d’une mesure optique de la
concentration (absorbance) ou d’une variation de concentration (différence d’indice de

réfraction) (Marouf, 2005).

IV. CONTROLE DU RESULTAT DE LA CENTRIFUGATION

Quelque soit la variante technique employée pour la préparation de fractions cellulaires, on
doit toujours s’assurer que la fraction recueillie ne contient que I’organite ou les particules a
étudier. Ce controle peut étre fait soit grace a des critéeres morphologiques (microscopie
¢lectronique), soit grace a des criteres biochimiques (recherche d’enzymes marqueurs)

(Marouf, 2005).
V. APPLICATIONS DE LA CENTRIFUGATION

Séparation et purification de macromolécules, détermination de la constante de sédimentation

ou la masse molaire d’une macromolécule.
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CHROMATOGRAPHIE

I. DEFINITION ET PRINCIPE:
La chromatographie désigne un ensemble de techniques employés tant pour la séparation plus
ou moins sélective et I’identification des constituants d’un mélange (chromatographie
analytique) que pour ’obtention a I’état pur d’une certaine quantité de composés destinés a
d’autres usages (chromatographie préparative).
Le principe fondamental des méthodes chromatographiques est que pour séparer deux
composes, on exploite leur différence de répartition entre deux phases non miscibles, qu’on
retrouve toujours dans tous les systemes chromatographiques : phase mobile et phase
stationnaire. Les constituants d’'un mélange seront plus ou moins retenus sur la phase
stationnaire et plus ou moins entrainés par la phase mobile, d’ou leur séparation par
entrainement différentiel (Marouf, 2005).
On définit un coefficient de partition K (Antonot et al., 1998):

K= Masse de soluté dans la phase stationnaire par unité de volume

Masse de soluté dans la phase mobile par unité de volume

Il. LESDIFFERENTES METHODES CHROMATOGRAPHIQUES :

1) CLASSIFICATION SELON LA NATURE DES PHASES

1.1. Phase fixe:

La phase fixe peut étre solide ou liquide. Les solides, silice ou alumine traitées, permettent la
séparation des composants des mélanges grace a leurs propriétés adsorbantes. Ils peuvent étre
employés comme remplissage d'une colonne (chromatographie par gravité et chromatographie
a haute performance ou HPLC) ou étalés en couche mince sur une plaque de verre,
d'aluminium ou sur une feuille de matiére plastique (chromatographie sur couche mince).

La phase fixe peut aussi étre constituée par un liquide imprégnant un support solide ou encore
par une chaine carbonée fixée sur un support (phase greffée). Ainsi en chromatographie sur
papier, la phase fixe est formée par l'eau que les molécules de cellulose du papier adsorbent,
alors qu'en chromatographie en phase gazeuse, elle est constituée d'un liquide peu volatil et

thermiquement stable imprégnant un granulé poreux (Antonot et al., 1998).
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1.2. Phase mobile:
La phase mobile est: soit un gaz (ex: chromatographie en phase gazeuse): la phase mobile est
appelée gaz vecteur ou gaz porteur, soit un liquide (ex: chromatographie sur papier, couche
mince ou colonne): la phase mobile est appelée éluant (Antonot et al., 1998).
v" Selon la nature de la phase mobile, on distingue:

- la chromatographie en phase liquide CPL

- la chromatographie en phase gazeuse CPG

- la chromatographie en phase supercritique CPS
La chromatographie en phase supercritique est une chromatographie dans laquelle la phase
mobile est un gaz comprimé (a sa température et a sa pression critique) ou une phase liquide /
vapeur de méme densité (au-dela de la température critique, le gaz ne peut étre liquéfié quelle
que soit sa pression). Avec cette phase mobile, le plus souvent I’anhydride carbonique, la
durée de I’analyse est de 5 a 10 fois plus courte qu’avec les phases mobiles liquides. De
viscosité tres faible, cette phase mobile permet un couplage facile avec des détecteurs comme
le spectrometre de masse ou le détecteur par mesure de la diffusion de la lumiére (Cuq,
2007).

2) CLASSIFICATION SELON LA NATURE DES PHENOMENES MIS EN JEU
Cette classification repose sur la nature de la phase stationnaire et son interaction avec les
molécules a séparer. On distingue ainsi:

2.1. Chromatographie d‘adsorption:
Elle est illustrée par la séparation chromatographique classique, sur colonne remplie ou sur
couche mince, des composes moléculaires.
Polarité des phases:
Les séparations sont basées sur le principe de polarité c'est a dire I'existence de dipdles.
Phase mobile:
Le pouvoir éluant d'un liquide dépend de sa propre polarité. Les liquides classés ci-dessous le
sont par polarité croissante. On obtient ainsi une série éluotropique.
Ether de pétrole, cyclohexane, tétrachlorométhane, trichloréthéne, toluene, benzene,
dichlorométhane, éther diéthylique, trichlorométhane, éthanoate d'éthyle, pyridine,
propanone, propan-1-ol, éthanol, méthanol, eau, acide éthanoique.
Adsorbants:
Les adsorbants figurant dans la liste ci-dessous sont classés selon l'ordre croissant de leurs

forces d'interactions avec des composés polaires.
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Papier, cellulose, Kieselguhr, terre de diatomées, Amidon, Sucres, Talc, Carbonate de sodium,
Oxyde de magnésium, Gel de silice, Alumine, Charbon activé.
Le gel de silice et I'alumine sont les adsorbants les plus utilisés. En général, plus un adsorbant
est actif, plus il retient fortement les composés polaires. Il est cependant possible de traiter un
adsorbant pour modifier ses capacités d'adsorption et ses propriétés:
Plus la teneur en eau d'un adsorbant est faible (ce qui a pour conséquence la présence d'un
plus grand nombre de sites d'adsorption pour le soluté), plus il est polaire ou actif (Antonot et
al., 1998).

2.2. Chromatographie de partage:
Elle est fondée sur la différence de solubilité des substances a séparer dans deux fluides
parfaitement miscibles. Elle est mise en pratique en chromatographie sur papier. Un des
fluides est un liquide retenu sur un support inerte et constitue la phase stationnaire.
L'autre, liquide ou gaz en déplacement, constitue la phase mobile. Le facteur principal qui
intervient est le coefficient de partage entre chaque phase. On peut séparer des solutés dont les
coefficients de partage entre les deux phases sont différents. Les plus solubles dans la phase
mobile se déplacent plus facilement que ceux qui le sont moins.
Un autre facteur qui intervient est la polarité de la phase: ainsi en HPLC on peut utiliser des
phases stationnaires peu ou non polaires, la phase mobile étant polaire (eau ou mélange eau -
méthanol): on parlera alors de chromatographie de partage a polarité de phase inversée
(Antonot et al., 1998).

2.3. Chromatographie ionique:
La phase mobile est une solution tampon aqueuse et la phase stationnaire la plus courante est
constituée de polystyrene sous forme de spheres de quelques micrometres de diametre,
lesquelles ont été chimigquement transformées en surface pour faire apparaitre des sites
ioniques. Ces phases permettent I'échange de leurs contre-ions mobiles avec des ions, de
méme signe, présents dans la phase mobile. La séparation repose sur les coefficients de
distribution ionique entre les deux phases (Antonot et al., 1998).

2.4. Chromatographie d'exclusion:
La phase stationnaire est généralement un polymere poreux dont les pores ont des dimensions
choisies en rapport avec la taille des espéces a séparer. On réalise une sorte de tamis a
I'échelle moléculaire, dit a perméation sélective. Le coefficient de partition s'appelle dans ce
cas le coefficient de diffusion. Cette technique est encore appelée filtration sur gel ou
perméation de gel selon la nature de la phase mobile (aqueuse ou organique).

Le diameétre des pores est une caractéristique de chaque type de gel.
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Un mélange de solutés de masses molaires variables traverse une épaisseur donnée de gel: les
grosses molécules, celles dont le diametre est supérieur a celui des pores, sont exclues et
éluées les premiéres; les petites et moyennes molécules sont éluées plus tardivement, car
incluses, leur migration est freinée en diffusant dans le gel. La séparation est donc réalisée par

le fait que les solutés sont €lués dans l'ordre inverse des masses molaires (Antonot et al.,

1998).

Mélange de mokcules 2o%a
de tailles différentes —™ (o4

billes de porcsité

O
- O
Colonne remplie de (90
cortrélée (Séphadex) Q

\o%

25 ers
, o
R T oTes
_ /0000
G o

Figure n°8: Chromatographie d'exclusion moléculaire (Safi, 2009).

2.5. Chromatographie d*affinité
La chromatographie d'affinité consiste a greffer, sur un support solide inerte, un ligand

présentant une interaction ligand-molécule conduit a une fixation ou une rétention de cette

derniere.
L'élution est ensuite effectuée au moyen d'un solvant qui favorise la dissociation du complexe

ligand-macromolécule. Cette technique est surtout utilisée en biologie dans le cas de la

purification des protéines, dans des processus de séparation de cellules, de virus, d'acides

nucléiques...etc (Safi, 2009).
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Figure n°9: Chromatographie d'affinité (Safi, 2009).
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3) CLASSIFICATION SELON LA TECHNIQUE MISE EN JEU

Selon la technologie mise en jeu on distingue:

- La chromatographie sur colonne

- La chromatographie de surface (chromatographie sur papier ou chromatographie sur
couche mince).
3.1. Chromatographies de surface
3.1.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)
Définition et principe de la technique:
La chromatographie sur couche mince (CCM) repose principalement sur des phénomeénes
d'adsorption : la phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants, qui progresse le long
d'une phase stationnaire fixée sur une plaque de verre ou sur une feuille semi-rigide de
matiére plastique ou d'aluminium. Lorsque la plague sur laquelle on a dépose I'échantillon est
placée dans la cuve, I'eluant monte a travers la phase stationnaire, essentiellement par
capillarité. En outre, chaque composant de I'échantillon se déplace a sa propre vitesse derriére
le front du solvant. Cette vitesse dépend d'une part, des forces electrostatiques retenant le
composant sur la plaque stationnaire et, d'autre part, de sa solubilité dans la phase mobile. Les
composes se déplacent donc alternativement de la phase stationnaire a la phase mobile,
l'action de rétention de la phase stationnaire étant principalement controlée par des
phénomenes d'adsorption. Généralement, en chromatographie sur couche mince, les
substances de faible polarité migrent plus rapidement que les composants polaires (Antonot
et al., 1998).
Adsorbants et plaques chromatographiques.
Par ordre d'importance décroissante, les adsorbants employés en CCM sont : le gel de silice,
I'alumine, le kieselguhr et la cellulose. Les plaques vous seront fournies prétes a lI'emploi.
Choix de I'éluant.
L'éluant est formé d'un solvant unique ou d'un mélange de solvants. Un éluant qui entraine
tous les composants de I'échantillon est trop polaire; celui qui empéche leur migration ne l'est
pas suffisamment.
Une méthode simple pour trouver I'éluant approprié consiste a préparer des solutions de
I'échantillon dans différents solvants, en concentration d'environ 2 & 5% en volume. A l'aide
d'une micropipette, on dépose une goutte de chaque solution sur une plaque, chacune séparée
d'environ 1 cm. Le meilleur éluant est celui qui, lorsqu'il a terminé sa migration, a entrainé le

soluté a une distance d'environ la moitié de celle qu'il a parcourue.
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application de Iechantillon
—— dans le solvant étucié

benzéne (/e me:lleur eluant)

— front de solvant dichlorom éthane

-~ front des composants
a b c Choix d¢ U'¢hmnt en chromatographie sur couche mance

Figure n°10: choix de I'éluant en CCM

Une autre méthode consiste a déposer une solution des substances a analyser en plusieurs
points, séparés d'environ 2 cm. Apres séchage, on applique au centre de chaque point une
micropipette remplie de solvant; Apres diffusion, I'¢luant qui convient sépare les solutés.
Choix de I'éluant dans le cas d'analyses :

» d'hydrocarbures : hexane, éther de pétrole ou benzéne.

» de groupements fonctionnels courants : hexane ou éther de pétrole melangés en
proportions variables avec du benzéne ou de I'éther diethylique forment un éluant de
polarité moyenne.

> de composés polaires : éthanoate d'éthyle, propanone ou méthanol (Antonot et al.,
1998).

Dépot de I'échantillon.

L'échantillon est mis en solution (2 a 5 %) dans un solvant volatil, qui n'est pas forcément le
méme que I'éluant : on emploie fréquemment le trichlorométhane (chloroforme), la propanone
ou le dichlorométhane. La solution est déposée en un point de la plaque situé a environ 1 cm
de la partie inférieure. 1l est important que le diametre de la tache produite au moment du
dépbt soit faible; idéalement, il ne devrait pas dépasser 3 mm. Ce sont généeralement les
dépbts les moins étalés qui permettent les meilleures séparations. Pour augmenter la quantité
déposée, il est toujours préférable d'effectuer plusieurs dépdts au méme point, en séchant
rapidement entre chaque application plutdt que de déposer en une seule fois un grand volume
d'échantillon qui produirait une tache plus large (Antonot et al., 1998).

L'échantillon est déposé a l'aide d'une micropipette ou d'un tube capillaire en appuyant
Iégerement et brievement I'extrémité de la pipette sur la couche d'adsorbant en prenant soin de
ne pas le détériorer. On peut aussi utiliser I'extrémité, un peu émoussée, d'un cure-dent. On

vérifie I'identité des composants présumés d'un échantillon, en procédant a un dépdt séparé
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d'une solution de chacun d'eux puis a celui de leur mélange. Ces solutions témoins permettent
de comparer la migration de chaque composé avec celle de I'échantillon a analyser.
Développement de la plaque.
Le développement consiste a faire migrer le solvant sur la plaque. Dans les analyses usuelles
de laboratoire, le principal type de développement est la chromatographie ascendante : la
plague est placée en position verticale dans une cuve et le solvant qui en recouvre le fond
monte par capillarité.
Le niveau de liquide est ajusté a environ 0,5 cm du fond de la cuve; on place souvent du
papier filtre contre les parois de la cuve pour saturer plus rapidement la cuve en vapeurs
d'éluant et éviter les effets de bords. Pendant le développement du chromatogramme, la cuve
doit demeurer fermée et ne pas étre déplacée.
Lorsque la position du front du solvant arrive a environ 1 cm de l'extrémité supérieure, la
plaque est retirée de la cuve, le niveau atteint par le solvant est marque par un trait fin, puis la
plaque est séchée a l'air libre ou a l'aide d'un séchoir.
Il existe un autre type, la chromatographie descendante : la plaque est suspendue dans la cuve
par une attache en position verticale et le solvant qui se trouve dans un réservoir placé en haut
de la cuve, descendra le long de la plaque entrainant la migration (cas de la chromatographie
sur papier descendante) (Antonot et al., 1998).
Révélation.
L'identification des substances isolées se fait selon différentes méthodes (valable également
pour la chromatographie sur papier):
» directement si les substances sont colorées
> alaide de révélateurs si elles sont incolores afin de les transformer en taches colorées;
les produits sont souvent décelés par leurs réactions fonctionnelles classiques: les
acides aminés par la ninhydrine qui donne avec la plupart une couleur bleu-violet, les
acides organiques par des indicateurs colorés, les sucres par le réactif de Molisch qui
utilise le pouvoir réducteur des sucres. Quelques réactifs comme l'iode ou le
permanganate donnent des colorations non spécifiques avec la plupart des composés
organiques.
> Toutes les substances ayant une absorption dans la région au-dessus de 230 nm sont
étudiées sur des supports additionnés de corps fluorescents par irradiation de lumiére
UV a ondes courtes (A max< 254 nm). L'emploi de couches non additionnées de

produits fluorescents permet aussi la mise en évidence de beaucoup de substances
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dans I'UV a ondes courtes (A max <254 nm) ou a ondes longues (A max > 366 nm) par

suite de la fluorescence propre des composés.
Dans tous les cas, il faut noter les positions des taches colorées juste a la fin de la
chromatographie en les cerclant car certains produits disparaissent avec le temps.
Calcul de R¢ (retarding factor ou rapport frontal)
di: distance parcourue par le composé (mesure au centre de la tache)
ds : distance parcourue par le front du solvant
Pour un couple éluant et support déterminé, R¢ est une caractéristique de chaque soluté a la
température de l'expérience. Rs est toujours indépendant de la longueur de bande utilisée
(Antonot et al., 1998).
Chromatographie bidimensionnelle
Dans le cas d’un mélange complexe ou de composés treés proches du point de vue de leurs
propriétés physico-chimiques, on procede a une chromatographie bidimensionnelle qui
permet une séparation parfaite : 1’échantillon est placé a un coin d’une plaque ou papier carré
et chromatographié dans un mélange de solvants. A la fin de cette premiere séparation, la
feuille est séchée et retournée d’un angle de 90 degré et chromatographiée dans une autre
phase mobile.
3.1.2. Chromatographie sur papier:
Principe de la technique et applications:
La technique ressemble a celle de la CCM mais le principe repose sur des phénomeénes de
partage (liquide-liquide). La phase mobile est le plus souvent un solvant organique et I'eau; la
phase stationnaire est constituée par I'eau elle-méme adsorbée sur la cellulose du papier ou
lie chimiquement a elle. Comme en chromatographie sur couche mince, I'échantillon, mis en
solution, est déposé en un point repére du papier et le solvant, qui se déplace par capillarité,
fait migrer les composants de I'échantillon a des vitesses variables selon leur solubilité.
Généralement, les composeés les plus solubles dans l'eau ou ceux qui forment facilement des
associations par liaisons hydrogene sont fortement retenus par la phase stationnaire et migrent
donc lentement.
Lorsque I'eau est un des solvants de la phase mobile, le ou les solvants organiques doivent y
étre assez solubles. Des produits comme l'acide éthanoique, le propanol, le phénol ou la
pyridine sont les solvants les plus fréquemment utilisés en mélange avec de l'eau pour
développer un chromatogramme.
La chromatographie sur papier est employée principalement pour l'analyse de composeés trés

polaires, tels les acides aminés, les sucres et les composeés polyfonctionnels.
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Ses plus grands inconvénients par rapport a la CCM sont: une durée de développement
beaucoup plus longue et une séparation généralement moins bonne (Antonot et al., 1998).
Papier:

On peut utiliser du papier filtre ordinaire, mais il est préférable de se procurer du papier congu
pour cet usage, ayant un faible taux d'impuretés et dont les caractéristiques sont uniformes.
Les marques principales sont Whatman, Schleicher et Schiill, Durieux, Arches. Il existe huit
catégories de papier Whatman, classés selon leur épaisseur, la texture de leur surface et la
vitesse avec laquelle I'eau y diffuse. Par exemple le papier Whatman n° 1 est le plus utilisé,
mais si on désire une grande vitesse d'écoulement, on emploiera le n° 4; le papier n° 20 est
trés lent, mais il permet une meilleure séparation, donnant des taches trés denses et uniformes.
La description de l'analyse par chromatographie sur papier est identique a celle sur couche
mince (Antonot et al., 1998).

3.2. Chromatographie sur colonne:

Alors que les autres méthodes chromatographiques sont habituellement employées pour
I'analyse et la séparation de tres faibles quantités de produits, la chromatographie sur colonne
peut étre une méthode préparative; elle permet en effet la séparation des constituants d'un
mélange et leur isolement, a partir d'échantillons dont la masse peut atteindre plusieurs
grammes. Elle présente cependant plusieurs inconvénients:

> De grandes quantités de solvant sont nécessaires a I'élution

» Ladurée de I'élution est généralement trés grande

> La détection des composes exige une attention constante.

Elle est adaptée a la purification de faibles quantités de produit, lorsque les conditions
opératoires sont au point. Cependant, la méthode étant trés empirique, sa mise au point
nécessite souvent de nombreux essais (Antonot et al., 1998).

L’appareillage utilisé pour la mise en ceuvre

e support : choix avec nature chimique, granulométrie, état physique (sec ou humide)

e colonne : choix de la forme (rapport hauteur / diamétre) qui doit étre adapté au type de
chromatographie choisi ; taille de la colonne; préparation de la colonne (vérification
de ’homogénéité du support = remplissage et le vérifier expérimentalement; garder
les colonnes préparées (basse pression; chambre froide))

e réservoir de phase mobile et pompe : préparation de la phase mobile et vérification de

son débit (stabilité) et de la pression
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e introduction de I'échantillon a analyser
e ¢lution : appareil a gradient ou non : gradient ; gradient discontinu et Gradient continu
ou absence de gradient (isocratique)
e détecteur : détection des solutés et leur quantification
e systeme informatique : stockage et traitement des informations, commande et contrdle
du systéme
Les principales méthodologies
Chromatographie a basse pression : technique souvent manuelle; mise en ceuvre préparative.
Chromatographie a moyenne et haute pression : grand degré dautomatisation et
d'informatisation : toutes parties performantes : appareillage sophistiqué, utilisation aidée par

I'informatique; mise en ceuvre analytique et industrielle.

3.2.1. La chromatographie liquide & haute performance HPLC

La chromatographie liquide a haute performance rend possible les criteres suivant : une
sélectivité optimale, un temps d’analyse court et une sensibilité de détection élevé.

Dans tout appareil de chromatographie liquide haute performance on retrouvera toujours les

éléments de base suivants :

r détecteur |

————— -

[ Vers
[ Bnregistreur

Réserve de liguide
| phase mobile

sortie

Figure n°11 : principe de fonctionnement de ’'HPLC (Safi, 2009).

Réservoir de phase mobile
Un réservoir de solvant (éluant) qui contient la phase mobile en quantité suffisante. Plusieurs
flacons d'éluant (solvants de polarités différentes) sont disponibles pour pouvoir réaliser des
gradients d'élution (mélange de plusieurs solvants a des concentrations variables) a l'aide de la

pompe doseuse. L’emploi d’un vase clos permet d’éviter I’évaporation, surtout si I’'un des
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solvants est trés volatil et lorsqu’il est nécessaire d’étre en présence d’un gaz inerte (Safi,
2009).
Systéme de pompage
La pompe est munie d'un systéme de gradient permettant d'effectuer une programmation de la
nature du solvant. Elle permet de travailler:
- en mode isocratique, c'est-a-dire l'utilisation d'un solvant pur ou d'un mélange de solvants de
composition constante dans le temps.
- en mode gradient, c'est-a-dire l'utilisation d'un mélange de solvants dont la composition est
variable dans le temps.
Les pompes actuelles ont un débit variable de quelques microlitres/mn a plusieurs mi/min.
Vanne d’injection
C'est un injecteur a boucles d'échantillonnage (généralement une vanne RHEODYNE). I
existe des boucles de différents volumes, exemple une boucle de 20ul. Le choix du volume de
la boucle se fait en fonction de la taille de la colonne et de la concentration supposée des
produits a analyser. Le systeme de la boucle d'injection permet davoir un volume injecté
constant, ce qui est important pour I'analyse quantitative (Safi, 2009).
Colonnes
Les colonn