
Chromatographie sur Colonne 
• mobile phase. 

• stationary phase (resines) 

• La phase sattionnaire a des carcteristiques physico-chimiques qui lui permettent 

d’interagir avec le sproteines par differentes methodes 

 

– Exchan ge d’Ions 

– Hydrophobic 

– Gel de filtration 

– Affinité 

 

 



Ion exchange chromatography 
• L’echangeur d’ions contient des groupes chargés 

 
• Si la nature de la resine est acide elle agira avec des proteins chargées positivement 

donc c’est une echangeuse de cations  
 
 
 

 
 
 
 
• Si la nature de la resine est basique elle agira avec des proteins chargées 

negativement donc c’est une echangeuse anions  
 
 

DEAE cellulose 
anion exchanger= exchangeur d’anion 
 

CH2-CH2 -NH+(CH2CH2) - 
- 
- 

- 

Negatively 
charged (acidic) 
protein or enzyme 

CM cellulose 
cation exchanger=exchangeur de cation 
 

CH2-COO- 
CH2-COO- 

+ 
+ 
+ 

+ 

Positively 
charged (basic) 
protein or enzyme 

CH2-CH2 -NH+(CH2CH2) 



Ion exchange chromatography 
chromatographie exchangeuse d’Ions 
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Ion exchange chromatography 
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Pour eluer une protein on ajoute des concentations croissants en sel ou on 
change de pH (decroissant ou croissant) 
 
exp: Na+ agit avec le cation de la resine et Cl- agit avec notre protein 
charged positive (+) 
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Etapes de la chrommatographie 
echangeuse d’ions 

exp:proteines 
1-choix de la résine : R+ ou R- 

2-choix du pH pour fixer l’ensemble des proteines 

3-variance du ph (croissant/decroissant) 

4-elution: ordre;1;2;3………n 

 

 



Quelques echangeurs d’ion tres utilisés 



Gel filtration chromatography 

Chromatographie sur  Gel de filtration 
 

Exclusion moléculaire 
 

Tamis moleculaire 



Gel filtration chromatography 

Size/Taille Masse moleculaire 
(daltons) 
10,000 

 
 

30,000 
 
 
 
 

100,000 

Présentateur
Commentaires de présentation
The gel bead has molecular size holes so that small molecules like water and buffer enter them completely.  



Gel filtration chromatography 

FLUX 

Présentateur
Commentaires de présentation
Some proteins are small enough to also enter the molecular holes of the gel bead.  Other proteins are too large to enter the holes and pass by the gel bead.  The concept is of Reverse Sieve, since a normal sieve retains large and passes small particles.  In gel filtration the larger proteins elute first, medim sized ones next and fijnally the smallest elute last.



Gel filtration chromatography 

FLUX 



Gel filtration chromatography 

FLUX 



Gel filtration chromatography 

FLUX 



Gel filtration chromatography 

flux 



Gel filtration chromatography 

La masse moleculaire de la plus petite molecule incapable de penetrer 

dans le gel est considerée comme la limité d’exclusion de la 

chromatographie 

 



Gel filtration chromatography 

• Volume d’Elution (Ve) c’est le volume du solvent necessaitre pour 

faire sortir un compose donné de la colonne 

 

• Les molécules dont le poids estinferieur à la limite d’exclusion du gel 

seront éluées en ordre décroissant avec les plus grandes qui 

descendent en premier de la colonne 

 

 



Figure 6-9 Gel filtration chromatography. 
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Figure 6-10 Molecular mass determination 
by gel filtration chromatography. 
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Présentateur
Commentaires de présentation
Relative elution volume vs. log of molecular mass for variety of proteins.



Quelques gels de filtaration utilisés pour le 
tamis moléculaire 



Affinity chromatography 
• Many proteins can bind specific molecules very tightly but noncovalently.   
• We can use this to our advantage with affinity chromatography. 

 
 

Glucose (small dark blue molecule) binding to hexokinase.   
The enzyme acts like a jaw and clamps down on the 
substrate (glucose) 



Affinity chromatography 
• How does it work? 
• Ligand – molecule qui se lie specifiquement à la proteine 

 
 

support Inerte 
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Affinity chromatography 

Inert support 

Mélange de proteines 

Inert support 

Proteines non retenues 



Affinity chromatography 

Inert support 

Detahé du ligand  
competitif par dialyse 

Inert support 

Elué avec un ligand competitif 



Affinity chromatography 

Pour détacher la protéine voulue: 

• utilise un solution contenant un ligand competitif 

• on change: pH, temp ou force ionique……qui destabilise 

le complexe proteine-ligand facilement eluable 

 

 



Chromatographie d’Immunoaffinité 

• Anticorps monoclonaux peuvent etre attachées à la colonne 

• Seront liées seulemnt les proteins vers les quelles les AC ont eté 

dirigés 

Inconvenients 

• -difficile d’obtenir des AC monoclonaux  

• -conditions difficiles pour detacher la protein liée 

 

 



Dialyse 

• Dialyse-un process qui separe les molecules selon la taille en 

utilisant des membranes semipermeables contenant des pores 

• Pores permettent aux solvants, sels et les petits métabolites de 

diffuser mais bloquent les grosses molecules. 

• Le Cellophane (cellulose acetate) est le materiau le plus utilisé 

 



Utilisation de la dialyse pour separer les 
petites et grosses molecules. 
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