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Cours: Centrifugation différentielle
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Principe de la t=Chnique

La centrifugation perme: .le séparer des constituants, de tailles et de masses trés variables, contenus dans un
liquide, des molécules ou ri:eine ces cellules entieres.

@ @ @ Pousseo d'Archiméde
@ Gravite

@ Agitation moléeulaire

Les constituants de I’échantilion seit soumis a:
1. La force de la gravité, du haut vers != bas,

2. La poussée d'Archimede, force qui s'evarce du bas vers le haut

- Dans la cas de la figure 1, |la poussée d'Arch:‘méde(:D et
la gravité@) sont faibles comparées a I'agitation

moléculair@ . Figure 1 : Force s'exercant sur une
o , . particule en suspension dans un liquide
- L'agitation de la molecule pourrait causer un mouvement de
. . . . . . @ @ Poussés d'Archimads
la particule, mais comme elle n'a pas de direction précise, la @ e
. , @ @ @ Agitation moléeulaire
particule ne se déplace pas. |
Durant la centrifugation les forces de la gravité et de la poussée d'Archimede )
y @
deviennent plus fortes. Ayant une direction privilégiée, elles peuvent <27/
(&)
entrainer un mouvement des particules de I’échantillon / :
o 3
- - 7 - \ ’ - \ - 14 k‘—”l /
-Soit vers le haut, si la poussée d'Archimede est supérieure a la gravite
-Soit vers le bas dans le cas contraire ©

Figure 2 : Force s'exercant sur une particule
en suspension dans un liguide soumis a la
centrifugation



- En faisant tourner I'échantillon, une autre force apparait: la force centrifuge, \

- C'est une ar.célération qui s'exerce radialement vers I'extérieur de I'axe de /

rotation e toree cenirifuse I\ Axe de fotation
Pour I'un ou plusieurs cernstituants de I'échantillon, I'accélération peut devenir \ o
plus forte que l'agitation r:oleculeire \x /

- Cela entraine la sédimentaticn: veis le fond du récipient ou sa remontée.

Le matériel
Une centrifugeuse est une machine équipér: 2.7 zxe de rotation

enfermé dans une enceinte.

Les centrifugeuses de paillasse ont une vitesse de rotation at un
temps d'utilisation limités.

En tournant, I'’échantillon chauffe.

Il faut empécher cet échauffement grace a des centrifugeuse

2ntrifugeuse de paillasse

refrigérée et soumises a un vide poussé pour eviter les frottements. Fj
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centrifugeuse en rotation
avant la cenfrlfuguﬂun apres la centrifugation

Centrifugation Het = (V2V} x 100

Etapes de la centrifugation
Centrifugation du sang



‘ Conditions de sédimentation pour quelques constituants cellulaire

'+ Noyau 10 minutes a 500 g

i - Mitochondries, lysosomes, peroxysomes 10 minutes a 5000 g
« Réiiculum endoplasmique, Appareil de Golgi 1 heure a 100 000 g

N’oublions pas !! un rotor qui teiirne a haute vitesse (jusqu'a 100 000 rpm) a une grande énergie cinétique.
Il peut donc causer d'importeats (‘agats s'il se brise pendant qu'’il tourne.
Un rotor doit étre parfaitement €quiiibre, c'est a dire que la masse en chaque point doit étre idéalement

identique a celle du point symétrique par razcort a I'axe de rotation.

-L'enceinte de la centrifugeuse est blindée.
-Les normes actuelles imposent qu'un rotor se détachiant

de son axe a pleine vitesse de rotation doit rester confiné

dans I'enceinte de la centrifugeuse.




La centrifuzation différentielle:
Son princip= est da séparer les différents constituants a I'aide de plusieurs cycles de centrifugation, a

accélération croissante.

- Dans une premiere centritugation a faible accélération, les éléments les plus massifs vont sédimenter (ex.

cellules) et former un culot au rond do tube.

Tous les autres éléments pour lesquels I'zcrélé: ation a été trop faible ou pour lesquels le temps de

centrifugation a été trop court vont rester c¢ar< ia traction liquide (surnageant).

-On récupeére alors séparément le surnageant, pour recommencer un second cycle de centrifugation avec, mais

avec une accélération plus importante.

Progressivement, on sépare les différents constituants en terminanrt pas l=5 éléments les plus petits et ayant le

moins de différence de densité avec le solvant.

Les fractions obtenues ne sont pas pures, puisque les échantillons biologiques scrit cormplexes (ex. broyat total

d'un tissu).



