
Séparation-Purification
de Biomolécules



Les paramètres physico-chimiques sur lesquels 

reposent les principes de séparation



LA CHROMATOGRAPHIE 
D’EXCLUSION
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• Les solutés sont donc élués dans l'ordre inverse 

des masses moléculaires.
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La courbe obtenue présente généralement une partie linéaire 
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A chaque valeur du volume de rétention correspond une taille 

de particule donc une masse moléculaire .
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• La phase stationnaire
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Exemple: gel de dextrane: polyosides (ce sont des chaînes 

de glucose liées par des liaisons osidiques (1-4 et 1-6)
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Exemple: Le gel de polyacrylamide (Biogel)
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Le gel de polystyrène – divinylbenzène 

(Styragel) 
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Les gels peuvent varier selon :

 le diamètre des pores: il est soigneusement 

défini. Les gels sont plus ou moins poreux selon 

leur capacité de gonflement;

 La capacité de gonflement est la quantité de 

solvant capable d’être absorbée par gramme 

de gel sec. 

 Elle s’exprime par un chiffre d’autant plus élevé 

que les pores sont plus grands.
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• Exemple de gels commercialisés:
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• Exemple de solvants utilisés: chloroforme, 

diméthylformamide, tétrahydrofuranne, toluène, 

eau et solution tampon.

Tableau: Solvants 

couramment utilisés avec 

des garnissages de type 

PS/DVB réticulé
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Exemple d’application :

 séparation d’un sirop de maïs
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Chromatographie de paires d’ions

• Les agents d’appariement d’ions:

 Les agents d’appariement d’ions utilisés sont soit des 

acides forts (acides sulfoniques ou sulfuriques), soit 

des bases fortes (ammonium quaternaire) de sorte 

qu’ils sont totalement ionisés quel que soit le pH.
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Cette fixation de l’agent d’appariements d’ions sur la 

phase stationnaire est d’autant plus importante que la 

chaîne hydrocarbonée (de l’agents d’appariement 

d’ions) est plus longue.
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On a également démontré que plus la teneur en 

modificateur organique (exemple acétonitrile) est 

importante et plus faible est la fixation de l’agent 

d’appariement d’ions sur la phase stationnaire.
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• Comment varie le temps de rétention d’une 

espèce quand on augmente la concentration en 

agent d’appariement d’ions P- (influence de la 

force ionique):
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Si l’on augmente la concentration de P- dans la 

phase mobile après avoir saturée la phase 

stationnaire que se passe-t-il ?  
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• Application: Séparation d’anions arséniés par 

chromatographie de paires d’ions
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Adr+ : adrenaline, BzOH 

alcool benzylique, NpS- 

naphtalene sulfonate.

Colonne C18, tampon 

phosphate 20mM, pH6 + 20% 

méthanol.

(a)  sans agent 

d’appariement d’ions

(b) avec agent d’appariement 

d’ions 14mM octane sulfate.



• La chromatographie chirale



Chiralité et énantiomères

• La chiralité constitue la propriété géométrique d’un objet (ou d’une 
molécule) de ne pas être superposable à son image dans un miroir.

• Exemples:



Les énantiomères: 
Caractéristiques et propriétés

• Définition de l’activité optique (ou pouvoir rotatoire)

Après la traversée d’un «milieu optiquement actif » (exemple : un 

énantiomère), l’orientation de ce plan est modifiée d’un angle α.



Les énantiomères: 
Caractéristiques et propriétés

Quelques propriétés physico-chimiques de l’acide tartrique

Deux énantiomères ont des activités optiques identiques en valeur absolue 

mais de signe opposé. 



Enantiomère/Diastéréoisomère







Relations entre la 
chiralité et l’activité biologique

 d’un médicament
• Les énantiomères présentent qualitativement et quantitativement la 

même activité.

(Exemple: Prométhazines (+) et (-), Antihistaminiques H1) 



Relations entre la 
chiralité et l’activité biologique

 d’un médicament

• Les énantiomères possèdent qualitativement le même type 
d’activité mais d’intensités différentes: Ils ont la même 
activité biologique mais l’affinité de fixation au récepteur est 
plus importante pour un des énantiomères, on parle donc 
d’interactions stéréosélectives 

 (Exemple : L’énantiomère (R) de l’adrénaline est plus 
vasoconstricteur que l’énantiomère (S))



Relations entre la 
chiralité et l’activité biologique

 d’un médicament

• Un des deux énantiomères est l’eutomère tandis que l’autre 
est inactif (exemple: dans le cas de l’ibuprofène, l’action 
antalgique et antirhumatismale est présente exclusivement 
chez l’énantiomère (S), l’énantiomère (R) ne possède pas 
ces actions mais n’est pas toxique, d’où la 
commercialisation du mélange racémique.



Relations entre la 
chiralité et l’activité biologique

 d’un médicament
• Un des deux énantiomères et l’eutomère tandis que l’autre est 

toxique (exemple: dans le cas de la lévodopa, précurseur de 
la dopamine utilisée dans le traitement de la maladie de 
Parkinson, seul l’énantiomère (S) est retenu car l’énantiomère 
(R) est toxique (risque d’agranulocytose), 

• Autre exemple: cas de la thalidomide.



Propriétés pharmacologiques 
et activité biologique

• En effet, les activités biologiques de deux énantiomères 
peuvent être différentes 
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Conséquences de la chiralité



Le « chiral switch » 

• Exemple: 

L’énantiomère (S) de l’Oméprazole est plus efficace que 
l’Oméprazole (mélange racémique) en raison de son 
métabolisme hépatique, plus faible que celui de l’Oméprazole 
(mélange racémique).



Le « chiral switch » 

L’DOPA: Précurseur direct de la dopamine, utilisé dans le traitement de la maladie de 

Parkinson. La dopamine elle-même ne traverse pas la barrière hémato-

encéphalique, mais la L-Dopa, oui.
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