M2 Biochimie Appliquée (2020-2021)

Chapitre | MEP
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Centrifugation différenticlle
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Figure 5 : Centrifugation différentielle en milieu homogéne
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Figure 6 : Centrifugation sur gradient de densité

Responsable de la matiére : YAKHLEF G. Page 2
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Tableau 1 : Propriétés des protéines

et Techniques de purification :

Chapitre | MEP

Parametre Technique
Taille Filtration sur gel
Solubilité Précipitation séquentielle au sulfate d'ammonium
Charge Chromatographie d'échange d'ions
Densité Centrifugation sur gradient; ultracentrifugation
Hydrophobicité Chromatographie en phase inverse
Marqueur ajouté Chromatographie d'affinité

Sac de dialyse

Solution — ..

concentrée

Tampon —— .

Au début de la dialyse

Figure7 : La dialyse

Chromatographie d'affinité :
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Chapitre | MEP

Chromatographie par exclusion de taille (gel-filtration) :
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Nom de la résine
type dextran
Sephadex G-10
Sephadex G-25
Sephadex G-75
Sephadex G-200
type polyacrylamide
Bio-gel P2
Bio-gel P6
Bio-gel P-150
Bio-gel P-300
type agarose
Sepharose 2B
Sepharose 4B
Bio-gel A-0,5M
Bio-gel A-15M
Bio-gel A-150M
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Capacité de fractionnement (en Da)

700

1 000- 5 000

3 000- 70 000
5 000- 800 000

200- 2 000

1 000- 6 000

15 000- 150 000
60 000- 400 000

2 000 000- 25 000 000
300 000- 3 000 000

30 000- 500 000

30 000- 15 000 000
5000 000- 150 000 000
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hydTrro%srile O® C

- -

Les interactions hydrophobes :
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Electrophoreése :

> Electrophorése en gel:
® Migration des molécules dans un champ électrique
® Les grosses molécules sont ralenties par rapport aux petites
» Chromatographie en gel-filtration:
® Migration des molécules par gravité
® L es petites molécules sont ralenties par rapport aux grosses
» Migration selon la taille et la
charge des molécules

® Les plus chargées (-)
migrent plus loin vers
I'anode

Plastic

]
= = ] ® Pour deux molécules de
frame 2 |

méme charge:

Anode ( + ® Les plus petites migrent

plus loin que les plus
grosses

> Lacharge des molécules dépend
du pH du tampon.

Protéine dimerique Protéine monomerique
Principe de formation du complexe 5D 5-protéines dénaturées % ; E C !l
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Combinaison d'une protéine avec SDS

SDS

Elecfr‘ophor‘ese en gel de polyacr'yla.mlde
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Responsable de la matiére : YAKHLEF G. Page 6



M2 Biochimie Appliquée (2020-2021)

[ o direction de
I'&lectophorése

Détermination du PM d'une protéine inconue par utilisation
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IEF:

1- Creéeation d'un gradient de pH (solution d"ampholytes)

2- Seéparation des protéines natives en fonction du pHi

Incorporation Proteéines natives

de Solution A jout de migrent jusqu'au pH
d'ampholytes protéines correspondant a leur
au gel pHi
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Electrophorése bidimensionnelle :
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