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Master : Biochimie Appliquée Matiere : Méthodes d’étude des protéines

TP n° 1 : Séparation des protéines sérique par précipitation au sulfate d'ammonium
Principe :

La précipitation des protéines par le sulfate d'ammonium (SA) permet de les fractionner selon
leur solubilité. Cette méthode consiste a ajouter une quantité de SA dans la solution des protéines de facon a
arriver a un degré (%) de saturation précis (a la température et au pH de travail). Il s'agit bien du
pourcentage de saturation (donné par des tables) et non pas du pourcentage de concentration. Grace a la
centrifugation, on peut collecter (dans le cul6t) les protéines précipitées et on élimine (dans le surnageant)
les protéines encore solubles au degré de saturation en SA défini (protéines contaminantes). Pour déterminer
la quantité de SA a ajouter on utilise un tableau de saturation.

Mode opératoire :
Les globulines sériques sont séparées des albumines par précipitation au sulfate d’ammonium (relargage).
Elles précipitent a 50% de saturation.
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Globulines précipitées Albumine précipitée
On vise a récupérer les albumines sériques en solution dans un volume de ........ ml sérum et qui précipite
entre 50%o et 75% de saturation en SA. On procede de cette facon:

1/ Précipiter les protéines entre 0% et 50% de degreé de saturation en SA. En se servant du tableau ci-
dessous, il faudrait tout ajouter ........ g de SA par 1000 mL, soit ........ g de SA pour ........ ml. L'opération se
fait addition de SA 'petit a petit' sous agitation et avec la solution des protéines dans un bécher maintenu
dans la glace. On laisse précipiter et on centrifuge. Le culdt est écarté. Le volume du surnageant est mesuré a

I'aide d'une éprouvette.

2/ On raméne le surnageant (qui est a 50% degré de saturation en SA) a 75% de saturation en SA. Grace au
tableau de saturation, on détermine la quantité de SA a ajouter. Elle est de ........ g/L soit ........ gl ml. On

précipite comme avant et aprés centrifugation on garde cette fois ci le ........ et on écarte le .........



Le tableau de saturation donne les quantités de (NH4).SO4 requises pour atteindre le niveau de saturation & 0°C. (Le
tableau indique aussi combien de sel ajouter a une solution qui en contient déja).
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Les valeurs sont données en termes de % de saturation, c'est-a-dire en proportion de la quantité de sulfate
d'ammonium nécessaire pour saturer complétement une solution d'eau a 0°C.

La procedure suivie d'habitude quand on travaille en aveugle est de préparer quelques précipitats avec des
concentrations croissantes de sulfate (qu'on peut ajouter directement a la solution protéique):

(1) Ajustement a 20% sulfate Centrifugation et récupération du culot (fraction C20)
(2) Ajustement du surnageant a 40% sulfate Centrifugation et récupération du culot (fraction C40)
(3) Ajustement du surnageant a 60% sulfate Centrifugation et récupération du culot (fraction C60)
(4) Ajustement du surnageant a 80% sulfate Centrifugation et récupération du culot (fraction C80)
(5) Ajustement du surnageanta 100% sulfate Centrifugation et récupération du culot (fraction C100)

Notre protéine se trouvera dans une des fractions C20, C40, C60, C80 ou C100.

Bien sdr, si on sait a I'avance comment notre protéine réagit au salting-out, on peut viser avec plus de
précision.



